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Introduccién

Introduccion

El desarrollo econémico e industrial ha traido como consecuencia el aumento en la cantidad
de elementos traza en el medio ambiente. Por décadas, actividades del ser humano como la
mineria y la fundicién, actividades industriales y la generacion y consumo de energia, han
resultado en la liberacion de metales y otros elementos en el suelo, el agua y la atmdsfera.
Diversas préacticas agricolas, como el uso de fertilizantes, pesticidas y el riego con aguas
residuales contaminadas, entre otras, han contribuido de manera importante al aumento de
la concentracion de elementos traza en el entorno. Las estrategias actuales de control de la
contaminacién no son suficientes para revertir la generacion y difusién de sustancias
toxicas en el ambiente. Ademas, niveles elevados de metales traza se estdn reportando
todavia en zonas urbanas y de cultivo de algunos paises [1,2,3].

El impacto de estos metales traza y elementos contaminantes en la salud publica y del
medio ambiente se ha convertido en un tema prioritario para cientificos, politicos y
ciudadanos. En especial, la presencia potencial de elementos toxicos en los alimentos ha
sido de preocupacion general entre los consumidores. Los metales y otros elementos estan
presentes de manera natural en las plantas y animales; algunos de estos elementos son
incluso componentes esenciales para la vida. Sin embargo, estas concentraciones han sido
alteradas en mayor o menor grado por la actividad humana, alcanzando en ocasiones
niveles toxicos.

A nivel internacional se han establecido nuevos estandares de calidad en alimentos que
salvaguarden la salud pulblica y las practicas justas de comercio. A fin de garantizar el
cumplimiento de estos objetivos se han adaptado técnicas analiticas existentes y se han
desarrollado otras, para la determinacion de elementos traza en alimentos. Estas técnicas
deben permitir un monitoreo altamente sensible, preciso y rapido, dadas las limitaciones en
tiempo que supone el manejo de productos alimenticios.

Las técnicas analiticas de origen nuclear, en particular la de emision de rayos X inducida
por particulas (PIXE), muy empleada en diversas disciplinas, se utilizan cada vez con mas
frecuencia en el campo de las ciencias naturales, donde se ha ido convirtiendo en una
poderosa herramienta de analisis multielemental [4]. Con PIXE es posible detectar en un
solo evento una gran cantidad de elementos, generalmente con Z>11. Es ademés una
técnica no destructiva y permite cuantificar concentraciones del orden de 1 mg/kg en
matrices bioldgicas [4].

El objetivo de este proyecto es desarrollar y optimizar las técnicas de preparacion de
muestras y de analisis cuantitativo de elementos traza en frutas y verduras mediante PIXE.
La rapidez del anélisis puede ser critica en el caso de las frutas y las verduras debido a que
solo permanecen frescos por pocos dias, ademas en alimentos es frecuente encontrar ciertos
elementos en concentraciones toxicas inferiores a 1 mg/kg, para los que se requiere de una
preparacion de muestras capaz de concentrar estos elementos a niveles cuantificables con
PIXE.

Por esto, para lograr nuestro objetivo, proponemos un nuevo metodo de preparacion de
muestras lo suficientemente rapido, como para realizar el andlisis de estas frutas y verduras
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frescas. Este método consiste en la digestion de la materia organica mediante la fotolisis
UV, usando un laser excimero, la preconcentracion de los metales presentes en la muestra
como carbamatos y su posterior cuantificacion con PIXE. Se optimizaron los parametros
principales de la digestion y se comparé con un método convencional como la ceniza
(descomposicion de la materia organica por calcinacion). Ademéas se validaron los
resultados de las concentraciones obtenidas con PIXE y se compard ésta con otras técnicas
analiticas, como Analisis por Activacion Neutronica (AAN) y Absorcion Atomica (AA).

En el caso especifico de la Ciudad de México, existen dos importantes sitios de cultivo
cercanos a ella (Valle del Mezquital y Tlahuac), que por décadas han sido irrigados con
aguas residuales de la ciudad y de varias industrias. En la actualidad, esas fuentes de agua
se siguen empleando. En el caso de Tlahuac, las aguas son parcialmente tratadas, pero no
asi en el caso del Valle del Mezquital. Es por esto que resulta de gran importancia estudiar
los niveles de concentracion de metales pesados en las plantas y suelos de estos sitios, lo
cual realizamos aplicando el método validado para el caso de las plantas y el método
convencional de preparacion de muestras para los suelos.

En el Instituto de Fisica de la UNAM contamos con tres aceleradores de particulas (2
aceleradores Van de Graaff y un acelerador Peletron) los cuales pueden emplearse para
realizar analisis con PIXE. Esto sin olvidar la vasta experiencia de numerosos investigadores
en el empleo de PIXE en sus diversas ramas de aplicacion [2,5,6].

Estructura de la tesis

La tesis consta de 5 capitulos. En el primero se describen brevemente los principios fisicos
de las técnicas analiticas utilizadas durante el desarrollo del proyecto, haciendo énfasis en
PIXE. El segundo describe como se realizo la preparacion de muestras en cada uno de los
casos. En el tercero se da a conocer el programa que se usa para el analisis de los espectros
obtenidos con PIXE, conocido con el nombre de GUPIX, que determina las
concentraciones de los elementos de interés. El cuarto capitulo describe el disefio de
experimentos para la optimizacion de los parametros fundamentales de la digestion por
fotolisis UV y en que consiste cada uno de los pardmetros de desempefio estudiados durante
la validacion del metodo, con sus criterios de aceptacion. En el quinto se muestran los
resultados y la discusion de la optimizacion del método, la validacion y las concentraciones
en plantas y suelos colectados en Tlahuac y el Mezquital.
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Capitulo 1: Técnicas analiticas

Durante el desarrollo del proyecto se emplearon varias técnicas analiticas: PIXE como la
técnica propuesta para desarrollar el método de analisis y cuantificacion de elementos en
frutas y verduras, AAN y AA para comparar y validar los resultados obtenidos con PIXE.
En este capitulo se describen los principios fisicos generales de cada una de las técnicas, asi
como algunos aspectos de instrumentacion.

1.1 Aspectos teoricos. [1]
1.1.1 Mecanismos de interaccion de las particulas cargadas con la materia.

Cuando una particula cargada penetra en un medio, experimenta una serie de colisiones con
los 4&tomos que lo constituyen. Sin embargo, dado el “vacio” relativo existente en el interior
del atomo, las colisiones mecanicas por chogue directo entre la particula y los electrones o
nucleos, son improbables. En realidad, el proceso predominante es la colisién coulombiana,
proceso de interaccion debido a las fuerzas eléctricas producidas entre la particula incidente
y los electrones y nucleos del medio absorbente. Esta interaccion produce una pérdida casi
continua de la energia de la particula, hasta que se frena.

Estas colisiones pueden ser caracterizadas de acuerdo al pardmetro de impacto b, en
funcién del radio atémico a.

Colisiones suaves (b>>a): la particula cargada pasa a una distancia considerable del &tomo,
afectandolo como un todo y causando los siguientes efectos:

e Excitacion del atomo a un nivel superior de energia.

e lonizacién (sacando un electron de valencia).

Colisiones fuertes (b~a): La particula cargada interacciona con un electron atomico,
arrancandolo del 4tomo con una energia cinética considerable. Estas colisiones son pocas
en comparacion con las suaves, pero las fracciones de energia perdidas son comparables.
La energia maxima transferida al electron es de 4mE/M, donde E y M son la energia y la
masa de la particula incidente y m es la masa del electrén. En el caso que nos ocupa, esta
energia maxima es de aproximadamente 6.67 keV para protones de 3 MeV.

Interacciones coulombianas con el campo externo del nucleo (b<<a): Son mas importantes
para los electrones, que son dispersados elasticamente. No es un mecanismo importante de
transferencia de energia, pero si de desviacién de los electrones. Este mecanismo ocurre un
97-98% de las veces.

En el restante 2-3% las particulas sufren interacciones inelésticas radiativas, en las cuales se
emite radiacion electromagnética. Las particulas pueden transferir hasta el 100% de su
energia al foton de rayos X, frenandose en el proceso. Este mecanismo de interaccion se
conoce como radiacion de frenado o bremsstrahlung. Este efecto es el mayor contribuyente
del fondo observado en los espectros de PIXE.
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La probabilidad de que ocurra emisién de radiacién de frenado es proporcional a la Z* del
medio e inversamente proporcional a la masa de la particula cargada al cuadrado. La
generacion de radiacién de frenado por particulas cargadas que no sean electrones, es
insignificante. Ademas depende de la Z del medio, por lo que para medios ligeros es
relativamente pequena.

Interacciones nucleares: Una particula cargada pesada con suficiente energia y b < radio
nuclear, puede interaccionar inelasticamente con el nicleo y cuando uno o mas nucleones
son golpeados pueden ser expulsados del ndcleo. Este, altamente excitado, decae emitiendo
nucleones y rayos y.

1.1.2 Interaccion de los rayos X y ycon la materia.

Efecto fotoeléctrico: En este caso, los fotones incidentes son totalmente absorbidos por los
electrones que estan ligados a los nucleos atomicos del material, siendo estos electrones
expulsados a grandes velocidades a través de él. Los electrones portan la energia del fotén
absorbido menos la energia de enlace.

Efecto Compton: Este efecto es consecuencia de una colision entre el fotén incidente y un
electron gque se encuentre libre o poco ligado en el material. Como resultado de la interaccion
se tiene un electron libre y otro fotdn; entre ambos se reparten la energia del fotén incidente.
Una representacion esquematica de este efecto se muestra en la figura 1.1.

Estado mnieial Estado final

E, E,
6
EAVAVAVA Vo S ¢ >
| ]
Pe, Te
Foton incidente T/ \

Electron

Fig.1.1: Representacion esquematica del efecto Compton.

Creacion de pares electron-positrén: El proceso ocurre en el campo de un nicleo del
material absorbente y corresponde a la creacidn de un par electrén-positron a expensas de
un fotdn incidente que desaparece en el mismo punto. Esto sucede cuando la energia del
foton es mayor que, por lo menos, dos veces la masa en reposo del electron (E = 1.022
MeV) y tiene como consecuencia nuevamente que un electrén se mueva a través del
material. El positrén se aniquila muy rapidamente con otro electrén, por lo que tenemos
nuevamente fotones y electrones moviéndose en el medio.

1.1.3 Interaccién de los neutrones con la materia.

Los neutrones tienen masa casi igual a la del protdn, pero no tienen carga eléctrica. Sin
embargo, se ven afectados por la fuerza nuclear. En consecuencia, no ionizan directamente
a los materiales por no interaccionar con los electrones; el Unico efecto que pueden
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producir es chocar directamente con los ndcleos. Como este efecto es poco probable, los
neutrones pueden recorrer distancias de algunos centimetros sin sufrir ninguna colision.

Cuando llegan a incidir directamente sobre un ntcleo, puede suceder cualquiera de los
siguientes procesos: dispersion elastica y reacciones nucleares (que incluyen la dispersion
inelastica, la captura radiativa y la fision nuclear). En algunas reacciones hay absorcién de
neutrones, en otras hay produccion adicional.

La dispersion elastica se puede visualizar como el choque de dos bolas de billar, aunque en
nuestro caso el blanco es siempre mas pesado que el proyectil. Al chocar el neutrén con un
nucleo, rebota en cualquier direccién, transfiriéndole al ndcleo una cantidad de energia
cinética. Esta energia transferida es mayor entre mas ligero sea el nlcleo. La energia se
transfiere a costa de la energia del neutron incidente, por lo que éste se desvia en cada
colision y pierde una fraccidn de su energia.

En las reacciones nucleares el neutron es absorbido por el ndcleo, emitiendo después otras
radiaciones. Si sucede la llamada dispersion inelastica, el ndcleo residual queda en estado
excitado, y el neutron emitido pierde una parte considerable de su energia. Cuando se trata
de captura radiativa, ocurre la emision de un fotén gamma, desapareciendo el neutrén. En
los elementos pesados como el uranio, los neutrones pueden inducir la fision nuclear, en la
cual se emiten dos fragmentos pesados de fision y varios nuevos neutrones. Los neutrones
pueden inducir muchos otros tipos de reacciones nucleares, emitiéndose, por ejemplo,
protones, particulas alfa, deuterones y combinaciones de ellos.

En la mayoria de las reacciones productoras de neutrones, éstos son emitidos con energias
del orden de varios MeV, y son denominados neutrones rapidos. Al incidir en cualquier
material, los neutrones rapidos sufren preferentemente dispersiones elésticas con los
nucleos. Van rebotando de nicleo en nicleo, perdiendo cada vez una fraccion de su energia
inicial, hasta que después de muchos choques (pueden ser varios cientos) su velocidad
promedio es comparable con las velocidades térmicas de las moléculas. Se llaman entonces
neutrones térmicos, y sus energias son del orden de 0.025 eV.

1.2 Emision de rayos X inducida por particulas (PIXE) [2,3,4,5,6,7]
1.2.1 Principios.

PIXE es un método analitico basado en la emision de rayos X. Cuando protones con
energias usualmente entre (1-4) MeV arrancan electrones de las capas internas de los
atomos, ocurre un rapido proceso de reordenamiento, donde las vacantes producidas se
rellenan con electrones de niveles exteriores, como se muestra en la figura 1.2. El exceso de
energia se libera mediante la emision de rayos X y/o electrones Auger. Este Ultimo es un
proceso no radiativo y compite con la emisién de rayos X.
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Electron
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Fig 1.2: Etapas de produccion de rayos X caracteristicos.

La contribucidn relativa de cada uno de los procesos se caracteriza generalmente con el
rendimiento de fluorescencia, que es la probabilidad de que se emita un fotén cuando se
llena una vacante. El rendimiento de fluorescencia es cercano a 1 para elementos pesados y
es una fraccion muy pequefia para los elementos ligeros. El relleno de las vacantes, de
acuerdo con la teoria cuantica, en la que so6lo algunas transiciones entre niveles estan
permitidas, se produce segiin se muestra en la Fig.1.3 para elementos medios y pesados.
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Fig.1.3: Transiciones permitidas para el relleno de vacancias en &tomos medios y pesados.

El espectro de rayos X esta determinado por los niveles de energia de los electrones en el
atomo, por lo que son caracteristicos de cada elemento, permitiendo la identificacion del
mismao.

Las transiciones hasta la capa K se denominan K, cuando provienen de la capa L y Kg
cuando provienen de la capa M. Las transiciones hasta la capa L se denotan como L, Lg,
etc. y tiene muchas componentes, sobre todo en el caso de los elementos pesados. El
espectro completo de rayos X es bastante complicado, aunque algunas de las componentes
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tienen aproximadamente la misma energia. Por ejemplo la Kq1 y Kga, por lo que aparecen
en el espectro como un solo pico; ademas, algunas transiciones son de poca intensidad.

La eficiencia de los detectores usados [Si(Li) o Ge] permanece casi constante en el
intervalo de energias de 5-25 keV, pero decae bruscamente para energias menores o
mayores. Es esta propiedad, junto con la disminucion de la seccion eficaz de produccion de
lineas K con el aumento de Z, lo que determina qué serie de rayos X se utiliza para el
analisis de cada elemento. En la Fig.1.4 se muestra la energia de los rayos X
correspondientes a cada serie en funcion del nimero atdmico de los elementos.
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Fig.1.4: Energia de las lineas principales de emision de rayos X en funcion del nimero atémico.

Conocer las tasas de emision (intensidades relativas, i.e. Kg/K,) de cada una de las lineas es
de suma importancia para el proceso de cuantificacion con PIXE. Las mismas permiten
separar las lineas traslapadas presentes en el espectro. Por ejemplo, las que se traslapan en
la region de la K, del elemento Z y la Kp del elemento Z-1, para el caso de las lineas K.
Estas intensidades relativas han sido calculadas con una gran variedad de aproximaciones
tedricas, usandose para la determinacion de las concentraciones las mas rigurosas.

Un espectro tipico de PIXE se muestra en la Fig.1.5. Esta compuesto fundamentalmente por
las lineas K, y Kg de los elementos ligeros y medios y las lineas L de los elementos
pesados.
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Fig.1.5: Espectro tipico de PIXE de una

muestra de agua de lluvia.

En la figura 1.5 se observan los rayos X caracteristicos presentes en el espectro, sobre un
fondo continuo, que es el que determina principalmente el limite de deteccion para
cualquier elemento. Es por esto que resulta fundamental, para el andlisis con PIXE,

entender el origen de este fondo.

1.2.2 Origen del fondo en los espectros de rayos X.

Este fondo continuo se origina por los siguientes procesos:

1. Bremsstrahlung de los protones incidentes:

Como ya se habia mencionado, este

proceso contribuye de manera insignificante al fondo y se observa como una

pequefia cola en la region de alta energia del

espectro.

2. Bremsstrahlung de los electrones: Este es el principal contribuyente al fondo y se
debe a la desaceleracion de los electrones. En la Fig.1.6 se muestran las principales
componentes de la radiacién de frenado de los electrones.
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Fig.1.6: Componentes principales de la radiacion de frenado para los electrones.

QFEB (Quasi-free electron bremsstrahlung): es el bremsstrahlung de los electrones
casi libres. Ocurre cuando la velocidad de la particula incidente es mucho mayor
que la velocidad del electron en el orbital, por lo que puede decirse que esta
practicamente libre y en reposo. Entonces el electrdn es dispersado por el campo
coulombiano de la particula incidente, emitiendo QFEB. Para protones de 3 MeV,
se tiene T,=1.6 keV.

SEB (Secondary electron bremsstrahlung): es el bremsstrahlung de los electrones
secundarios. Ocurre cuando los electrones que fueron arrancados de los a&tomos, son
dispersados por el campo coulombiano de los nucleos atdmicos de la muestra, como
ya se explicé previamente.

AB (Atomic bremsstrahlung): es conocido como bremsstrahlung atémico y ocurre
cuando un electrén que es arrancado del atomo regresa a su nivel inicial en el &tomo
ionizado. Si el estado final es un estado del continuo, entonces el proceso
comprende tanto la ionizacién como la emision de un fotén y se conoce como
ionizacion radiativa. Este es el principal contribuyente al fondo a energias
superiores a T,

Rayos y provenientes de las reacciones nucleares: La presencia de elementos ligeros
en la muestra, causa un fondo inevitable de rayos y con energias de cientos de keV.
La interaccion de éstos en el detector ocurre por efecto Compton, resultando en un
fondo esencialmente plano en la regién 1-30 keV, que es la region donde se
colectan usualmente los espectros de PIXE.

1.2.3 Seccion eficaz de ionizacioén.

Al irradiar la muestra con un haz de protones, se logran extraer los electrones enlazados de
los &omos de las capas K y L, lo que permite la posterior emision de rayos X. El
conocimiento de las secciones eficaces de estos procesos de ionizacion se hace crucial en

10
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La seccion eficaz de ionizacion de la subcapa i-ésima de un elemento de nimero atémico Z
de la muestra se incrementa con la energia de la particula incidente, alcanzando un valor
maximo cuando la velocidad del proyectil se iguala a la del electrén de la subcapa i-ésima
que es extraido. La energia del proyectil es entonces E = (M/m)Ui(Z), donde M y m son las
masas del proyectil y el electrén, respectivamente y U; es la energia de enlace del electrdn.
La energia del proyectil para el caso de los protones, debe ser tres ordenes de magnitud
superior a la energia de enlace del electron, del orden del MeV. Posteriores incrementos en
la energia del proyectil provocan un decremento de la seccion eficaz de ionizacion.

En la figura 1.7 se ilustra el comportamiento y los valores de la seccion eficaz de ionizacion
de la capa K y L para protones, su dependencia con la energia del proyectil E, en el rango
tipico de E en PIXE y con el nimero atomico del material Z. Se observa como la seccion
eficaz de ionizacion decrece con el aumento de Z, hecho que ocurre muy bruscamente para
el caso de la capa K, como ya se habia mencionado anteriormente.
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Fig.1.7. Secciones eficaces de ionizacion de las capas K y L en funcion de la energia del protonE y
el nimero atémico del material Z.

1.2.4 Instrumentacion para PIXE.
Acelerador.
Para realizar los andlisis, se empled el acelerador Tandem de 3 MV (NEC 9SDH-2

Pelletron) del instituto de Fisica de la UNAM. En la Fig.1.8 se presenta esquematicamente
el acelerador y las lineas de PIXE.

11
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Fig 1.8: Representacion esquematica del Peletrdn y las lineas de PIXE.

Para nuestros analisis utilizamos la fuente de iones “SNICS” (Sputter Negative lon
Cessium Source”), donde se pueden obtener iones negativos de una gran cantidad de
elementos quimicos de la siguiente manera: Se prepara un sélido que contenga al elemento
del que se quiere formar un ion negativo. Un “catodo” formado por un cilindro de cobre
libre de oxigeno de aproximadamente 6 mm de didmetro exterior, parcialmente ahuecado,
se rellena con esta sustancia y se inserta en la fuente SNICS. Ahi se le aplica una diferencia
de potencial negativa de aproximadamente 5 kV y se pone en presencia de vapores de
Cesio. Los atomos de Cesio se ionizan facilmente y se impulsan a golpear la superficie de
nuestra sustancia, arrancando de esta manera los &tomos y moléculas mas superficiales. En
presencia de los propios vapores de Cesio, todos los atomos o moléculas con
electronegatividad positiva, iran arrancando electrones a los atomos de Cesio, produciendo
de esta manera mas iones positivos de Cesio y formando al mismo tiempo los iones
negativos de los &tomos y moléculas que ahi se encuentran.

Estos iones negativos recién formados se dirigen hacia el acelerador a través de una nueva
diferencia de potencial de extraccién, de aproximadamente 50 kV. Asi TODOS los iones
negativos formados son extraidos de la fuente. Por esta raz6n se utiliza un iman que obliga
a estos iones a seguir una trayectoria circular cuyo radio depende de su masa. De esta
forma, como todos los circulos se tocan en el punto de entrada al iméan, luego de haber
recorrido un arco de circunferencia de algunos grados, las trayectorias se van separando. El
sistema escoge un radio de curvatura fijo, lo que permite en principio escoger una masa
dada, que sera la que se inyecte finalmente al acelerador.

Todos aquellos iones negativos se inyectan finalmente al acelerador Peletron, que es un
acelerador electrostatico de dos etapas, también llamado tandem y que tiene una terminal de
alta tension positiva en el centro de un tanque. Desde el punto de inyeccion hasta la
terminal de alta tensién hay un “tubo acelerador” que tiene los elementos geométricos
suficientes para permitir a todos los iones negativos ser conducidos al interior de este tubo

12
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al vacio hacia la terminal, acelerdndose gradualmente hasta adquirir finalmente la energia
correspondiente al potencial de la terminal.

Al entrar al interior de la terminal, que es metélica, por la ley de Gauss, el campo eléctrico
es cero. Durante unos 60 cm mantendran su velocidad constante, excepto que en el camino
se encontraran con una cortina de nitrégeno y al interaccionar con esos atomos y moléculas,
los iones trasladdndose a altas velocidades perderdn electrones (“Stripping”),
convirtiéndose ahora en iones con una carga positiva igual al nimero de electrones
perdidos. Ahora tendremos iones positivos con carga 1+, 2+, 3+, etcétera. Para un is6topo
dado, la distribucion de estados de carga no es arbitraria. ES un proceso que ha sido
estudiado y se conoce que si lanzamos un gran nimero de is6topos idénticos a través de un
material dado, obtendremos una distribucion de estados de carga que depende de la
velocidad del ion, de su propia identidad y del material que atraviesa. A esa distribucion se
le conoce como la distribucion de estados de carga en equilibrio.

En el momento en que los iones, ahora positivos, salen del interior de la terminal de alta
tension, por un nuevo tubo acelerador que los conduce siguiendo una linea recta hacia el
exterior de la maquina, en lugar de ser atraidos por el potencial positivo, seran repelidos y
nuevamente acelerados alejandose de la terminal. La segunda etapa también es llamada de
alta energia.

A la salida del acelerador tenemos una mezcla de iones de distintos elementos, estados de
carga y velocidades. Por lo que se hace necesario un segundo campo magnético, el iman
deflector, para producir nuevas trayectorias circulares con radios dependientes del estado de
carga, velocidad y masa, de acuerdo a la fuerza de Lorentz. Para, en esta segunda
oportunidad, hacer una seleccion mas estricta de la masa y energia de los iones que
deseamos conservar e inyectar en la linea de investigacion correspondiente. Luego el haz es
enfocado por los cuadrupolos magnéticos, antes de incidir sobre la muestra.

Todo este sistema se encuentra al vacio para reducir la dispersion de los haces de iones. El
mismo se logra con bombas mecénicas de pre-vacio y turbomoleculares de alto vacio
colocadas en diferentes puntos del sistema. El vacio es del orden de 10°® Torr.

Detectores de rayos X v electrénica asociada [5,8]

Para los andlisis de PIXE, se necesita ante todo una buena resolucién de energia. Por esto,
los detectores de centelleo o los contadores proporcionales no se usan cominmente. La
opcion mas conveniente para PIXE son los detectores semiconductores de Si(Li) o Ge.

Detectores Semiconductores.

Cuando un material tipo p se pone en contacto con un material tipo n, los electrones libres
del tipo n se recombinan con los huecos del tipo p formando una juntura o zona libre de
cargas. Cuando la radiacién incide en esta zona, provoca un par electron-hueco, en un
proceso similar al de las cAmaras de ionizacion. Los electrones fluyen en una direccion y
los huecos en otra y se colectan en electrodos. EI nimero total de cargas colectadas es
proporcional a la energia de la radiacion incidente.

13
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En el caso de espectroscopia de rayos X 0 y es necesario tener un area efectiva mayor que
la juntura que normalmente se logra. Como es complicado producir materiales con un nivel
muy bajo de impurezas, para favorecer las caracteristicas del material puro, se hace un
proceso de compensacion con litio. El litio se difunde en el material original tipo p hasta
lograr un balance entre el material tipo p y el tipo n. Cuando el proceso de difusion se
completa, a lo largo de casi todo el volumen se forma un material con propiedades similares
a las intrinsecas del material puro.

La principal desventaja de este tipo de detectores reside en que la distribucién de litio a
temperatura ambiente resulta sumamente inestable, por lo que estos detectores se deben
almacenar y operar a bajas temperaturas (normalmente a la temperatura de nitrégeno
liquido, 77 K). Este enfriamiento contribuye ademas a la disminucion de los pares electron—
hueco en el cristal.

Aunque este proceso de compensacion con Li, es ampliamente usado en la fabricacion de
detectores de Si(Li), ya no es necesario para los detectores de Ge, debido a que se obtienen
cristales de germanio suficientemente puros desde 1976.

Las ventajas de los detectores semiconductores son:

e Alta densidad del medio ionizado; esto implica una considerable eficiencia de deteccion
por unidad de volumen efectivo del detector.

e La energia necesaria para producir un par de portadores de carga en los semiconductores
es aproximadamente 10 veces menor que en los gases, y 100 veces menor que en un
centellador. Por lo tanto, para una misma energia impartida, la cantidad de portadores de
carga producidos es mucho mayor en los semiconductores, lo cual se traduce en menores
fluctuaciones estadisticas y por lo tanto una mejor resolucion.

o La movilidad de los electrones y huecos es elevada y el volumen efectivo del medio
detector es reducido; ello se traduce en un tiempo de recoleccidn de cargas muy breve
(del orden de nanosegundos), por lo que la resolucion en tiempo es elevada.

Resolucion de un detector.

Una propiedad importante de un detector para su uso en espectrometria es la capacidad para
poder discriminar fotones de energias muy proximas entre si. Supdngase dos detectores
distintos, simultdneamente expuestos a radiacion monoenergética. En la Fig. 1.9 se
presentan las respectivas distribuciones de amplitudes de impulsos (funcion respuesta de
cada detector).

14
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Energia
Fig.1.9: Funcion respuesta de dos detectores.

Aunque ambas distribuciones estdn centradas en el mismo valor E, el ancho de ambas
difiere notablemente. Estos anchos reflejan la magnitud de las fluctuaciones estadisticas de
las sefiales producidas en cada interaccion, suponiendo que por cada interaccién se aportd
la misma energia al detector.

La capacidad de un detector para discriminar las energias de los fotones incidentes es tanto
mayor cuanto menor sea el ancho de su funcion respuesta. Ello se cuantifica con un
pardmetro denominado “resolucién” del detector. La resolucion es un parametro
adimensional.

En el caso de PIXE los espectros de rayos X estan compuestos por varios picos. Cuando se
trata de picos bien distanciados, resulta facil asociar a su posicidn una energia usando una
relacion funcional (lineal o cuadratica) establecida experimentalmente con base en una
medicion de un espectro de fuentes conocidas. Cuando los picos estan parcialmente
superpuestos esta tarea resulta mas dificil dado que deben separarse los picos compuestos
en individuales. Actualmente existen cédigos computacionales que facilitan mucho esta
tarea.

Sistema de adquisicion de espectros.

La carga liberada en el detector como consecuencia de la radiacién incidente, pasa a la
electronica asociada al mismo, que la trasforma en una sefial de pulso o voltaje, cuya altura
es proporcional a la energia de la radiacion incidente. Los principales componentes de la
misma son:

Preamplificador: Es el encargado de generar una sefial de tension proporcional a la carga
que recibe del detector. Como la carga liberada en el detector no provoca una sefial de
tension grande, es necesaria su amplificacién para ser tratada. En este dispositivo, como su
nombre lo indica, se realiza una preamplificacion de la sefial antes de ser tratada y
analizada.
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Amplificador lineal: Este componente realiza un tratamiento de las sefiales previo a su
analisis. El amplificador al recibir sefiales del preamplificador las vuelve a emitir de forma
tal que estan amplificadas, separadas, con mejor definicién y presentan una mejor relacion
sefial-ruido.

Apilamiento de la sefial.

Como los detectores requieren de un tiempo para procesar una sefial, existe una
probabilidad de que dos pulsos lleguen sin que haya transcurrido el tiempo de resolucion
del sistema. Esto implica una distorsion en el espectro final. Este fendmeno se denomina
apilamiento de la sefial. Una reduccidn sustancial de este fendmeno se logra usando un
circuito adicional en el amplificador llamado PUR (del inglés Pile-Up rejector), que elimina
sefiales susceptibles de estar afectadas por el apilamiento de pico.

Sin embargo, aln existe la posibilidad de que dos sefiales alcancen simultaneamente el
detector. Para reducir esta probabilidad debe disminuirse la tasa de conteo reduciendo la
intensidad del haz o reduciendo los picos méas intensos en el espectro de PIXE. Esto se
puede alcanzar tanto por reduccién de la razén de conteo del detector (disminucién de la
corriente o aumento de la distancia muestra-detector), o mediante el uso de absorbedores
apropiados de rayos X que van a disminuir la intensidad en partes selectivas del espectro.

Analizador multicanal: Su mision es hacer corresponder un cierto intervalo de alturas de
sefial, 0 sea un cierto intervalo de energias de los fotones de rayos X, con un valor de una
nueva variable natural. Esta variable se denomina canal y la representacion gréfica del
namero de sefales-canal, es lo que se denomina espectro.

El ndmero de canales elegido es un compromiso entre la estadistica del canal y la
resolucion en energia, o sea, resolucién de los picos asociados a estas energias. Se obtiene
una mejor estadistica con un menor nimero de canales y se diferencian mejor dos picos con
un mayor nimero de canales. El criterio recomendado es que un pico se extienda al menos
5 canales. [5]

Eficiencia de un sistema de deteccion de rayos X.

La eficiencia absoluta de un sistema de deteccion de rayos X viene dada por la siguiente
ecuacion:

e= 2 Filt. g (1.2.4.1)
4
donde:

Q/4x: es la fraccion de angulo soélido definida por el colimador situado justo antes del
detector y referida al centro de la muestra.

Filt: es el factor que introduce la atenuacion que se produce en la lamina del material
introducida antes del detector, denominado filtro.
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¢ es la eficiencia intrinseca, que considera la atenuacién en todos los materiales fijos que
el haz de rayos X encuentra antes de alcanzar el volumen activo de detector y la absorcion
en el volumen activo del detector.

Camaras al vacio y arreglo al aire.

Las camaras

de muestras dependen mucho de las caracteristicas y el tipo de experimento

que se vaya a realizar. Hay numerosas condiciones para la camara de muestras en PIXE,
aunque no todas pueden ser logradas, debido al espacio experimental disponible, el equipo
asociado como valvulas, detectores, etc. y las restricciones que impone la muestra
especifica a analizar. Pese a todo esto hay algunas reglas que debemos asegurarnos que se

cumplan:

El haz de iones debe ser uniforme y estar bien colimado.

El detector de rayos X debe estar colocado de forma tal que pueda medir los
rayos X caracteristicos que se emiten en la superficie de la muestra.

La camara debe ser facilmente evacuada y mantener el vacio necesario.

Los parametros geométricos del experimento deben ser reproducibles.

En las figuras 1.10 y 1.11 se muestran los arreglos experimentales de las lineas de PIXE al
aire y al vacio, en el acelerador Peletrdn del Instituto de Fisica de la UNAM.
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Fig.1.10 Arreglo experimental de la linea de PIXE al aire. [6]
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Arreglo geométrico.

Las pérdidas de energia del haz de iones, la atenuacién de los rayos X y la emision de
radiacion de frenado, por electrones secundarios, son procesos fisicos que van a estar
fuertemente afectados por el arreglo geométrico de los componentes principales en la
camara de PIXE.

El bremsstrahlung de los electrones secundarios y el atémico son anisotrdpicos,
presentando un maximo para un angulo de 90° con respecto de la direccion del haz. Por ello
es recomendable para reducir el fondo, mejorando la relacion sefial-fondo, alejar lo mas
posible de 90° el sistema de deteccidn. El &ngulo mas cominmente usado es el de 135°.

1.2.5 Influencia de la matriz.

Para considerar los efectos de matriz en PIXE, varios fendmenos deben tenerse en cuenta.
Debido a que la irradiacion de la muestra se realiza con particulas cargadas, éstas van
perdiendo su energia en la medida que van penetrando en la muestra y pueden frenarse
totalmente si la muestra es suficientemente gruesa; sin embargo, la densidad de corriente
del haz permanece casi constante.

En tanto, la seccion eficaz de produccidon de rayos X, para la mayoria de los elementos, va
disminuyendo con la disminucion de la energia del haz de protones y esto hace que sélo
unos pocos rayos X caracteristicos se produzcan en las capas mas internas de la muestra.
Ademas hay que considerar el efecto de matriz en el soporte. Este Gltimo efecto se corrige
contando con que la concentracion de impurezas en el soporte, esta por debajo de la
cantidad detectable con PIXE.

Ademas se debe tener en cuenta la atenuacion de los rayos X caracteristicos dentro de la
muestra. Este efecto ocurre cuando el haz de fotones atraviesa la muestra en direccion al
detector. Los fotones no pierden progresivamente su energia como lo hacen las particulas
cargadas, sino que en cada proceso de interaccion con el medio (por efecto fotoeléctrico,
Compton o produccion de pares) se elimina un foton del haz.

Podemos definir un coeficiente lineal de atenuacién 1, de tal manera que, cuando I, fotones
inciden perpendicularmente en un absorbente delgado de espesor x, su intensidad |, después
de atravesar dicho espesor viene dado por I,=l,e™*. El coeficiente lineal de atenuacion p
depende del medio con el que interacciona el foton y de su energia.

1.2.6 Exactitud, precision y limites de deteccién.

Cuando se realizan los analisis de PIXE prestando una cuidadosa atencion a todos los
parametros que influyen en ellos, pueden obtenerse resultados exactos y precisos. Como se
reporta en la literatura [2,4], una exactitud menor que el 5% y una precisién menor que el
1% son posibles. El factor mas influyente en la exactitud del método es la correccion
apropiada de los efectos de matriz. De las técnicas descritas, la Unica que es virtualmente
libre de estos efectos es AAN. Comparada con AA, PIXE tiene la ventaja de que los
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procesos fisicos de los efectos de matriz son bien conocidos, por lo que su magnitud puede
estimarse a priori para una muestra dada.

La sensibilidad del método depende de una gran cantidad de pardmetros experimentales. La
existencia de radiacién de fondo obliga a tener conteos estadisticamente definidos del
fondo. El criterio recomendado para que una fluctuacion en el espectro sea considerada un
pico, es que el numero de cuentas en el pico Np sea al menos tres veces superior a la
dispersion del nimero de cuentas del fondo Ng, en el mismo intervalo de energias
considerado [5]. Experimentalmente, el factor que mas influye es la carga, el aumento de
ésta (ya sea aumentando el tiempo de coleccidn del espectro o la intensidad del haz) mejora
significativamente el limite de deteccidn, aunque implica mayor tiempo de irradiacién de la
muestra y un posible mayor dafio de la misma.

1.3 AAN (Anélisis por activacion neutrénica)[4,9]
1.3.1 Principios.

El andlisis por activacion neutrdnica, usa la produccion de radionuclidos a partir de los
elementos presentes en la muestra para su identificacion y cuantificacion. Las muestras se
irradian con un flujo de neutrones, usualmente térmicos, en un reactor nuclear. Como
resultado de las reacciones nucleares, usualmente (n,y), entre los neutrones y los isétopos
estables de los elementos presentes en la muestra, pueden producirse radiontclidos.

Un tiempo después de irradiada la muestra, la radiacion emitida por el decaimiento de los
radionuclidos se mide con un detector adecuado. Casi todos los métodos de AAN se basan
en la deteccién de los rayos y emitidos, usando un detector de rayos y de alta resolucion.
Los elementos presentes en la muestra son identificados a través de la energia y la
intensidad relativa de las lineas de emision y (fotopicos) en el espectro y las areas se
relacionan con la cantidad de los mismos en la muestra. De forma simplificada la relacion
entre el area del pico P y la cantidad m de un elemento presente en la muestra viene dada
por la siguiente relacion:

P = eht, TA—H N, odfi—e (1.3.1)

donde:

& es la eficiencia de deteccién del fotopico incluyendo angulo sélido.

h: es la intensidad de los rayos v.

tm: es el tiempo de conteo.

ti: es el tiempo de irradiacion.

©: es la abundancia del isdtopo estable a partir del cual se produce el radiondclido.
M: es el peso atomico del elemento.

Na: es el nimero de Avogadro.

o es la seccion eficaz de la reaccion nuclear.

@ es el flujo de neutrones.

A: es la constante de decaimiento del radiondclido.
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ty: tiempo de decaimiento. Es el tiempo transcurrido desde que se irradia la muestra hasta
que se comienza a contar.

El factor [1-e"] es conocido como factor de saturacion.
1.3.2 Instrumentacion.

Para un analisis multielemental y de alta sensibilidad usando AAN, el acceso a un reactor
nuclear de investigacion es imprescindible. El reactor debe estar equipado con un sistema
de capsulas que permitan un facil y rapido acceso a los sitios de irradiacion en el nicleo del
reactor o cerca de él. La energia de los neutrones en los sitios de irradiacion debe ser
térmica y el flujo debe ser del orden de 10*? neutrones/cm?’s o mayor.

Contar con sistemas eficientes de deteccion de rayos y fue lo que permitio que el AAN se
estableciera como una técnica sensible y multielemental y en particular, el advenimiento de
los detectores de germanio hiperpuro (HPGe) y Ge(Li), ya que la espectrometria y es una
parte fundamental de AAN y consiste en medir la radiacion proveniente de las muestras
activas. La interaccién de la radiacién y con el detector ocurre por tres efectos
fundamentales que son: efecto fotoeléctrico, efecto Compton y formacién de pares, los
cuales se describieron en la seccion 1.1.2.

Para irradiar las muestras se us6 un reactor TRIGA MARK que cuenta con varios sistemas
de irradiacion de muestras. Se uso el sistema fijo de irradiacion de capsulas (SIFCA), con
un flujo neutrénico de 9x10™ neutrones/cm?s. El tiempo de irradiacion de las muestras
depende de la seccion eficaz del elemento, su abundancia isotdpica, la sensibilidad deseada
y de la vida media de los is6topos que se desean cuantificar. Para nuestro caso, los
elementos de interés tienen vida media larga, por lo que requieren mayores tiempos de
irradiacion y conteo. Para colectar el espectro se usé un detector de germanio hiperpuro.
Asociado a éste se encuentran el preamplificador, el amplificador, un dispositivo para
rechazar el apilamiento de la sefial, un convertidor analégico-digital y un analizador
multicanal asociados a una computadora para colectar el espectro.

1.3.3 Métodos analiticos.

Método absoluto: la cantidad de un elemento dado puede ser determinada en principio
usando la ecuacion 1.3.1. Este calculo absoluto no es muy utilizado debido
fundamentalmente a la inexactitud en la determinacion de las constantes nucleares y a la
dificultad del calculo de algunos parametros experimentales, como el flujo neutrénico. El
flujo puede variar dentro de ciertos margenes segln la potencia de operacién del reactor,
disposicion de los elementos del combustible, grado de quemado de los mismos y
proximidad de otras muestras.

Método relativo: consiste en irradiar simultdneamente con la muestra desconocida un peso

conocido del o los elementos a determinar y medir las actividades relativas de la muestra y
el patrén, con el mismo detector y las mismas condiciones geométricas. Como todos los

20



Capitulo 1: Técnicas analiticas

parametros nucleares y de irradiacion son iguales para la muestra y el patron, la cantidad
del o los elementos desconocidos puede ser determinada por la siguiente relacién:

’:\Cm _ % (1.3.3.1)
m =m, /:\Cm (133.2)
donde:

Mm, ¥ Mc son las masas del elemento desconocido y el patrén.
An ¥ Ac son las actividades medidas del elemento a determinar y el comparador
respectivamente. Este fue el método usado en nuestros analisis.

Método del patrén interno: Se usa en algunas ocasiones para corregir errores de
autoabsorcién del flujo neutrénico en el interior de las muestras, cuando éstas contienen
grandes cantidades de uno o varios elementos con altas secciones eficaces de activacion o
absorcion de neutrones, provocando una atenuacion del flujo neutrénico y como
consecuencia una activacion diferente entre la muestra y el patron.

1.3.4 Influencia de la matriz.

Pese a la alta resolucion de los detectores de (HPGe) y Ge(L.i), la deteccion de las lineas de
rayos y presentes en el espectro, estd fuertemente determinada por la presencia de otros
radionuclidos en la muestra. Esto se debe esencialmente a que la mayoria de las
interacciones de los rayos y en el detector estan en la region continua del efecto Compton.
Este fondo se extiende desde 0 keV hasta una energia muy préxima al fotopico. En
consecuencia, la suma de los fondos Compton de emisiones intensas y de alta energia,
puede enmascarar la presencia de lineas poco intensas de baja energia.

Sin embargo, debido a que AAN es un método de andlisis retardado, con la activacion en
una etapa y la deteccién en otra, se pueden encontrar tiempos Optimos de decaimiento e
irradiacion para la deteccion de algin elemento en particular. En la practica, esta
optimizacién no puede realizarse para cada elemento individual, por lo que hay que hacer
ciertos compromisos en los esquemas de irradiacion-deteccion que se propongan.

1.3.5 Exactitud, precision y limites de deteccion.

Tomando ciertas precauciones, los analisis de AAN pueden ser muy exactos. Debido a que
los neutrones y los rayos y no son fuertemente absorbidos por la matriz, las correcciones
por efectos de absorcién son pequefias y en ocasiones despreciables. Las interferencias de
ciertas reacciones nucleares, por ejemplo en la determinacion de Mg a través de la reaccién
%®Mg(n, y)*Mg que interfiere con #’Al(n, p)*’Mg, pueden corregirse y casi nunca son
importantes. Las variaciones en el flujo neutrénico pueden ser importantes, pero son
corregidas facilmente mediante el uso de monitores de flujo. Las interferencias en el
espectro como la superposicién de dos lineas y de diferentes radiondclidos, pueden ocurrir
pero son tomadas en cuenta en el analisis.
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La mayoria de las fuentes de error en AAN pueden controlarse, por lo que el factor
fundamental que influye en la precision del analisis es la estadistica de conteos. En los
mejores casos, pueden alcanzarse precisiones del orden de 1-2%.

Los limites de deteccion en AAN estadn determinados por numerosos factores. Como se
puede ver en la ecuacion (1.3.1), influyen en el andlisis las constantes naturales y los
parametros experimentales. Para analisis sensibles se requiere un flujo alto de neutrones y
para la deteccion, usar elementos de vida media larga con grandes periodos de irradiacion
es lo deseable. La sensibilidad va a depender también del fondo de y presente en el espectro
y éste a su vez depende de la composicidn de la muestra. Por estas razones, no pueden
reportarse limites generales de deteccion.

1.4 Absorcién atémica [4].
1.4.1 Principios.

En absorcion atémica se utiliza el hecho de que los a&tomos en estado gaseoso son capaces
de absorber radiacién dptica con frecuencias bien definidas. Suministrando energia térmica
a la muestra en un atomizador, el elemento a determinar se convierte en una poblacién de
atomos libres (vapor atdmico), casi todos en estado base. Estos atomos pueden absorber
cuantos de energia y pasar a un estado excitado, para luego volver a su estado base
emitiendo exactamente la misma cantidad de energia. Estas transiciones desde y hacia el
estado base, se Ilaman transiciones resonantes. Haciendo pasar a través del vapor atdmico
radiacion Optica de la frecuencia correspondiente a las transiciones resonantes y midiendo
la intensidad transmitida de la misma, se puede cuantificar la cantidad del elemento
presente en la muestra. De acuerdo a la ley de Lambert-Beer, existe una relacién lineal
entre la absorbancia A y el nimero de 4&tomos del analito en el vapor atomico.

De todo esto resulta evidente, que la instrumentacion para AA consiste esencialmente de
una fuente de radiacion, un atomizador, un monocromador y un detector de radiacién. Este
Gltimo es generalmente un fotomultiplicador.

1.4.2 Influencia de la matriz.

Las interferencias por efectos de matriz en AA son consecuencia de que el analito esta
acompafiado por contaminantes en la muestra. Si no se consideran adecuadamente estas
interferencias, la determinacién incurre inevitablemente en errores. Es Util dividir estas
interferencias en dos categorias: interferencias espectrales y no espectrales.

Interferencias espectrales: Provienen de la superposicion directa de la linea del analito con
lineas de resonancia de otros elementos presentes, o mas importante, por la absorcion de la
radiacion proveniente de la fuente por las bandas moleculares superpuestas de los
contaminantes o de la dispersion de la radiacién por particulas no volatilizadas. La
interferencia espectral causada por el primer efecto es facilmente evitada usando lineas de
resonancia alternativas del analito. Para la correccion de los dos Gltimos efectos, se usan
técnicas instrumentales.
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Interferencias no espectrales: Afectan la sefial del analito directamente. Son
convenientemente clasificadas de acuerdo al lugar, etapa o proceso donde se originan y por
lo tanto se discrimina transporte, volatilizacion del soluto, fase vapor e interferencias de
distribucién espacial. Las interferencias no espectrales pueden ser reducidas haciendo a las
muestras y las soluciones estandares lo mas similares posibles.

1.4.3 Exactitud, precision y limites de deteccion.

Bajo condiciones apropiadas, la precisién de AA es de 1-2%. Sin embargo la exactitud esta
fuertemente determinada por la habilidad de lidiar adecuadamente con los efectos de
matriz. La sensibilidad esta influenciada por numerosos factores; el mas importante es la
fluctuacion del fondo. Los limites de deteccién se determinan frecuentemente por la
variabilidad de los valores de los blancos.
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La preparacion de muestras para analisis y determinacién de trazas, juega un papel muy
importante para PIXE. Tradicionalmente la preparacion de muestras para determinar
especies inorganicas en alimentos incluye la digestion &acida, la combustién y la fusion
alcalina, las cuales requieren de una gran cantidad de reactivos quimicos para eliminar la
fuerte interferencia y/o efecto quelante de la matriz organica. Estos tipos de preparacion de
muestras usualmente las contaminan con elementos provenientes de los reactivos, ademas
de consumir mucho tiempo y generar gran cantidad de desechos. El caso de la combustion
tiene la desventaja adicional de la volatilizacién de algunos elementos de interés debido a
las altas temperaturas. [1,2]

Como alternativas a estos métodos tradicionales se encuentran la Fotdlisis con luz
ultravioleta (Fotolisis UV) con lamparas de mercurio y la digestion con microondas. En
esta Ultima, el contenedor de la muestra es transparente a las microondas por lo que la
muestra absorbe directamente la radiacion (MHz a GHz). Esta transmite su energia a las
moléculas polares presentes en la muestra, agua, acidos, etc, forzandolas a vibrar a altas
frecuencias. Esto produce un calentamiento de la muestra sin que se caliente el contenedor,
lo que implica una insignificante contaminacién y muy baja absorcion de los elementos por
el contenedor. Pero la descomposicion de materia orgénica requiere de precauciones
estrictas lo que conlleva a tediosos procedimientos y no se evita la contaminacion de la
muestra por los reactivos quimicos. [2]

La preparacion de muestras de alimentos con Fotdlisis UV con lamparas de mercurio,
presenta claras ventajas con respecto a otros metodos debido fundamentalmente a la baja
contaminacién de la muestra, debido al poco uso de reactivos, ademas de ser un proceso
que consume poco tiempo y genera pocos desechos.

Como el objetivo principal de este proyecto es la cuantificacion de elementos traza en
frutas y verduras, debemos emplear métodos rapidos de preconcentracion de muestras.
Como parte del proyecto, se propone un nuevo método con este fin. Ademas, se utilizaran
algunos métodos convencionales para comparar los resultados obtenidos con esta nueva
propuesta.

2.1 Preparacion de muestras.

La nueva metodologia que se propone para la degradacion de la materia organica es la
fotolisis con luz UV en presencia de H,O, usando un laser excimero, lo que nos permite
realizar este proceso mucho mas rapido que con las lamparas convencionales de mercurio.
Este es un método eficiente, rapido y simple de digestion de muestras para una mejor
deteccion de elementos traza con PIXE.

Para el mismo se emplea un haz pulsado de luz UV (248 nm) de gran intensidad, en
presencia de H,O,. La materia organica es oxidada por los radicales libres producidos por
la fotolisis del H,O, y del H,O resultando en una descomposicién rapida y simple de la
materia organica. Se puede comprobar que la degradacion de la matriz organica ocurre
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indirectamente por los radicales OH y no por la radiacion UV directamente. Aunque se
producen estos radicales por la fotélisis del agua presente en la muestra, no son suficientes
para degradar el alto contenido de materia organica que tienen los alimentos, por lo que la
introduccion de H,0, permite disminuir considerablemente el tiempo de reaccién.

Los radicales hidroxilos oxidan sustancias organicas principalmente mediante sustraccion
de hidrégeno. Esta reaccion genera radicales orgénicos, que mediante la adicion de
oxigeno, originan radicales intermedios que terminan, por sucesivos pasos oxidativos, en
dioxido de carbono, agua y sales inorganicas.

La digestion UV para cualquier tipo de muestras es directamente proporcional a la
intensidad de la radiacion y al tiempo de irradiacion. Crece con el aumento de la
temperatura de la muestra, lo cual requiere de una optimizacion debido a la posible pérdida
de elementos de interés. Es inversamente proporcional a la concentracion de materia
organica. [2]

2.1.1 Modelo completo de reaccion [2]:

Formacién de radicales:

H,0—“5H" +HO" (2.1.1)
H,0, —“ 5 2HO" (2.1.2)

Descomposicién del H,O:

HO™ + H,0, > H,0+ Hog (2.1.3)
HOQ +H,0, >0, +H,0+ HO" (2.1.4)
Reacciones finales:

HO +e” > OH" (2.1.5)
HO" +H - H,O (2.1.6)
2HO" —> H,O, (2.1.7)

El electrén de la ecuacion 2.1.5 puede ser producido por efecto fotoeléctrico.
Consideraciones para el modelo cinético del proceso de oxidacién con UV/H,0; [3].

e La desaparicion del sustrato debida a la fotolisis directa con UV es muy baja en
comparacion con la obtenida durante el proceso de oxidacién UV/H202.

e La concentracion de H,O, permanece constante e igual al valor inicial, durante el
experimento, suponiendo que la concentracion de los intermediarios de la reaccion
no influye sobre la concentracién de los radicales OH .
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El paso inicial para el proceso de oxidacion con UV/H,0; es la fotolisis del peréxido de
hidrogeno a 248 nm y la formacion de radicales hidroxilo:

H,0, —“52HO" (2.1.8)

Los radicales HO™ atacan el sustrato (2.1.9) o el H,0; (2.1.10)

HO" +S—f g~ (2.1.9)
HO" + H,0, —H,0 + HO, (2.1.10)

Los radicales HO, pueden generar H,0, mediante la siguiente reaccion:
2HO, —>H,0, + O, (2.1.11)

Entonces la degradacion del sustrato puede escribirse como: ([]: concentracion.)

%:_kP[HO*IS] (2.1.13)
con:

d[l;:)*]:2¢Hzoz \\"/’abs ~k,JHO"TH,0,] -k [HO"]s] (2.1.14)
donde: *

$y.,0, - Rendimiento cuantico primario por la fotélisis directa del peroxido de hidrogeno.
V., : Volumen de la solucién acuosa que contiene la materia organica.

sol *

W, : Poder de absorcion de la solucion y se puede expresar de la siguiente manera:

W, = 1o[L—exp(-2.31(e [S]+ &1, [H,0, D) f1i0, (2.1.15)
donde:

I, : Intensidad de la radiacion ultravioleta.
| : Camino optico.
£s Y &y, Coeficientes de extincion molar del sustrato y del H,O, respectivamente, a

248 nm.
f,1,0, 1 Fraccion de radiacion UV absorbida por el HzO,.

Suponiendo la hipdtesis de estabilidad para los radicales, la concentracién de OH " puede
escribirse como:
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« 20, 0 Iob-_EXp(_z-3|(5Ho [H202]+85[S]))J
HO™ | = 20 22 (2.1.16)
[ ]E Vsol (kh [H202]+ kp[S]) e
Sustituyendo en la ecuacion (2.1.13) queda:
d[s 2¢,, o I, [L—expl- 2.3l H,O, |+ &5 |S|)IS
[ ]z—k H,0, o|_ ( (5H202[ 2 2] gs[ ]))I ]szoz 2.1.17)

dt P Vsol (kh [H202]+ kp[S])
De la ecuacion (2.1.17) se puede estimar experimentalmente el valor de k ;.

2.1.2 Esquema de preparacion de muestras.

La preparacion de muestras para los diferentes analisis se realizé segiin se muestra en el
siguiente esquema:

Muestras
colectadas

\ 4 \ 4
Suelos Plantas de
superficiales interés
A 4 A 4
Pastilla
(blanco grueso) A 4 A 4
Fotdlisis UV Cenizas
\ 4
A 4 A 4
'd
Deposito en Preconcentracion
filtros de Teflon como carbamatos
&
P
Secar muestras Secar muestras
(blanco delgado) (blanco delgado o
grueso)
\ 4 \4 A 4

A\ 4
[ Analisis con PIXE ]
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2.2 Materiales y Métodos.

Todos los reactivos utilizados son de grado analitico o suprapure. El agua utilizada es
desionizada con un sistema Millipore.

Reactivos:

APDC (Ammonium pyrrolidinedithiocarbamate,CsH12N,S;) (Merck)

DDTC (diethyldithiocarbamate sodium, CsH;oNNaS, 3H,0) (Merck)

Acido ascorbico L (+) (Merck)

Cupferron GR CgHgN30, (Merck)

Oxina (8-Hidroxiquinolina CgH;NO) (Merck)

Solucion estandar de Paladio 1000 mg/kg CertiPUR (Merck)

HNOj3 (acido nitrico) 65 % Suprapur (Merck)

H20, 30 % Suprapur (Merck, Fulka o Aldrich)

Agua desionizada.

NH4OH 25 % Suprapur (Merck)

2-Propanol GR (Merck)

Solucion estandar ICP VIII de 24 elementos, (Merck), cada uno se encuentra a la
concentracién de 100 mg/L. Contiene los siguientes elementos: Al, B, Ba, Be, Bi,
CaCd, Co, Cr, Cu, Fe, Ga, K, Li Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Se, Sr, Te, Tly Zn.

2.2.1 Estudio de campo.

Se estudid la concentracion de metales traza en plantas de dos zonas de cultivo cercanas a
la Ciudad de México, el Valle del Mezquital y Tldhuac. Las mismas han sido regadas con
aguas residuales provenientes de actividades domeésticas, industriales y comerciales de la
ciudad por mas de 50 afios. La localizacion de ambas zonas se muestra en la figura 2.1. El
anélisis se llevé a cabo en diferentes partes de plantas de frutas y vegetales, cultivados en
estas dos zonas. Esta informacion es relevante tanto para futuros estudios de transporte y
acumulacion de metales traza en tejido vegetal y por supuesto, para su potencial toxicidad,
debida a la concentracion en partes comestibles que forman la cadena alimenticia de seres
humanos y animales.

El Valle del Mezquital se encuentra en la subcuenca del rio Tula, la cual pertenece a la
cuenca del rio Moctezuma, Alto Panuco. En el valle existen tres corrientes principales de
régimen perenne: el rio Tula, el rio Actopan y el rio Salado, las cuales cruzan la zona con
direccion predominante de sur a norte. Ademas existe un sistema de presas derivadoras y de
canales de distribucién para el manejo y control de las aguas de riego y un sistema de
drenaje para los volimenes excedentes. Los embalses mas importantes son la presa
Requena y Endho.
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Fig.2.1: Ubicacion geografica de las dos zonas de cultivo estudiadas.

Transporte y Caracteristicas de las Aguas Residuales

El Valle de México, donde se asientan la Ciudad de México y su zona metropolitana, es una
cuenca cerrada que drena sus aguas residuales y pluviales de sur a norte, a través de tres
salidas artificiales: el Gran Canal, el Emisor Central y el Emisor Poniente. Estas aguas han
sido conducidas a las areas de riego del Valle del Mezquital desde 1890.

El agua transportada al Valle del Mezquital tiene en promedio un flujo de 50.7 m%s de los
cuales 38.1 m®/s corresponden a aguas residuales domésticas, industriales y comerciales y
los restantes 13 m%/s, calculados como promedio anual, provienen de la lluvia que se
concentra en los meses de mayo a octubre. Esto provoca una elevada variabilidad en la
cantidad de agua durante el afio.

Las aguas naturales contienen una cantidad reducida de impurezas, lo que permite la vida
animal, su uso en la agricultura y en actividades pecuarias. El uso de aguas residuales para
irrigacion, sin ningun tratamiento previo, las convierte en fuente de contaminacion para los
suelos y las plantas. En la zona se observa poca variedad de cultivos y aungque no se puede
demostrar que sea causada por la concentracion de metales pesados a niveles tdxicos,
analisis de los suelos y plantas colectados en la region, muestran una clara acumulacion de
los metales pesados. [4]

En contraste, en la delegacion de Tlahuac, se cultiva una gran variedad de frutas, vegetales,
tubérculos y flores. En la actualidad, en esa region se produce el 15% de los productos
agricolas y sus acuiferos proveen alrededor del 8% del agua que se consumen en la Ciudad
de México. La explotacion de los acuiferos causd que se secaran los manantiales que
alimentaban de agua fresca los canales. Para mantener el agua necesaria para la irrigacion,
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se bombean aguas residuales en los mismos. Sin embargo, a finales de los 80, la mayoria de
los canales estaban secos.

La contaminacién de los canales se debe a las aguas residuales (aguas negras) provenientes
de la ciudad y de los desechos domésticos de méas de 20,000 habitantes de asentamientos
irregulares. Ademas la disminucion de la vegetacion y el aumento de la urbanizacion de la
zona, han traido como consecuencia una disminucion del 30% en el promedio anual de
precipitaciones. [5]

2.2.2 Preparacion de muestras con fotdlisis UV.

Las muestras colectadas se lavan previamente para eliminar restos de suelo y otros
materiales particulados depositados en la misma. Este proceso se realiza primeramente con
bastante agua potable y luego con agua destilada y agua desionizada varias veces. Después
se secan en una estufa a 90 °C, se muelen y se tamizan lo més fino posible (150-200 mesh),
de acuerdo al tipo de matriz. Para la digestion de las muestras con fotdlisis UV, se pesan de
50-100 mg del polvo. Estos 50-100 mg se colocan en un tubo de cuarzo de 12 mL de
capacidad y se agrega la cantidad de H,O, correspondiente, 3, 4.5 6 6 mL de H,0, (30%).

Se usa un laser excimero Lambda Physik LPX200 (248 nm), con una energia de 400
mJ/pulso. La frecuencia del pulso es de 60 Hz y el &rea de irradiacion es de 2.5x1.5 cm?.
Los tubos con las muestras se colocan a 30 cm del laser, en un porta muestras con
capacidad para 12 tubos sujeto a un rotor de 15 rpm, el cual va alternando la posicion de las
mismas frente al laser. Las muestras se agitan constantemente durante todo el proceso. Para
las muestras digeridas a temperatura ambiente, se usa un sistema de enfriamiento para
mantener la temperatura a 30 °C. Las muestras a 90 °C se calientan usando una placa
calefactora. Después de la irradiacion (el tiempo total se calcula multiplicando la cantidad
de muestras por el tiempo de digestion individual), se filtran por un filtro de membrana
Nuclepore de 0.45 um, previamente pesado, para eliminar la materia organica no digerida.
En la figura 2.2 se muestran los arreglos experimentales usados.
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ARREGILLO EXPERIMENTAL

Expanded PUV
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Fig.2.2: Arreglo experimental para la irradiacion de muestras con UV.
2.2.3 Preparacion de las muestras para su analisis con PIXE después de la fotdlisis UV.

Para el andlisis con PIXE se requiere eliminar el liquido restante de la digestion y
concentrar sobre un soporte los elementos de interés. La materia organica no digerida
durante el proceso se filtra a través de un filtro de membrana Nuclepore de 0.45 pm,
previamente pesado. La preparacion de muestras para el andlisis con PIXE se realiza de las
siguientes maneras:

1. Depositando una o varias alicuotas sobre un filtro de Teflon, dejando secar y
realizando el anélisis como blanco delgado. En este caso se hace el andlisis al aire y
se logra que el tamafio de la muestra sea comparable con las dimensiones del haz.
Este tiene la desventaja de que solo se detectan los elementos en concentraciones
mayores que 1 mg/kg.

2. Preconcentrando los metales presentes en la muestra como carbamatos y realizando
el analisis como blanco delgado, grueso o semigrueso. Aunque el factor de
concentracion es mayor, permitiendo detectar virtualmente todos los elemento que
forman carbamatos, se pierden algunos que no llegan a formarlos. El anélisis se
realiza en la camara de vacio [6], donde se logra un tamafio de haz mucho mayor
que al aire, comparable con el tamafio de la muestra.

En la variante de extraer los elementos traza como carbamatos, se requiere una

manipulacién minima de la muestra. Esta técnica se basa en la gran estabilidad de los
carbamatos de numerosos elementos y su baja solubilidad en agua determinada por el pH.
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El paladio es usado como coprecipitante y estandar interno, ya que sus carbamatos tienen
muy alta estabilidad y es un elemento raro en el tipo de muestras a analizar. [7]

Se caracterizaron dos métodos de extraccion de los elementos como carbamatos. Para ello,
se usO el estandar de Merck de 24 elementos. Se prepard cada muestra independiente,
afiadiendo 5 pg totales de cada metal. Se prepararon doce réplicas para cada caso con su
respectivo blanco. A cada muestra se le afiadid la cantidad de H,O, correspondiente a
muestras reales, segun el caso y se aford a 50 mL. En este caso no se irradiaron con UV.

Método 1:

1.

no

©Co~NoOm

Se prepara una solucion de 40 mL agua conteniendo 100 ug/L de 24 elementos
(Solucion patron).

Se ajusta el pH de la solucién a 4.

Se aflade 1 mL de una solucion de APDC y DDTC al 10% preparada en el momento
de usarla.

Se agregan 100 pL de una solucion de Pd a 1000 mg/kg como coprecipitante y
estandar interno.

Se aforaa 50 mL

Se agita por 5 minutos y se deja reposar por 30 minutos.

Se filtra a través de un filtro Nuclepore de ésteres de celulosa de 0.45 um de poro.
El filtro se seca y se guarda en un desecador, para su posterior anélisis con PIXE.
Este procedimiento se realiza para cada muestra.

Metodo 2: [8]

1.

2.
3.

©Co~No O

Se prepara una solucion de 40 mL agua conteniendo 100 ug/L de 24 elementos
(Solucion patron).

Se ajusta el pH de la solucién a 3.5 — 4.

Se afladen 30 mg de APDC, 300 mg de &cido ascorbico, 20 mg de cuferron, y 15
mg de bisulfito, previamente disueltos en 5 mL de agua desionizada y 30 mg de
oxina previamente disuelta en 2 mL de propanol.

Se le agregan 100 pL de una solucion de Pd a 1000 mg/kg, como coprecipitante y
estandar interno.

Se afora a 50 mL.

Se agita por 5 minutos y se deja reposar por 30 minutos.

Se filtra a través de un filtro Nuclepore de ésteres de celulosa de 0.45 um de poro.
El filtro se seca y se guarda en un desecador, para su posterior analisis con PIXE.
Este procedimiento se realiza para cada muestra.

Para AAN se usaron las mismas muestras que para el analisis con PIXE y para AA solo se
digirieron con UV vy se filtraron previamente por un filtro de membrana Nuclepore de 0.45
um, previamente pesado, para eliminar la materia organica no digerida.
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2.2.4 Pastillas de suelos.

Se pesan 0.5 g de suelo, previamente secado y molido. Utilizando un pastillador, se prensa
el suelo pesado para obtener una pastilla de aproximadamente 4 mm de espesor. Las
pastillas son analizadas con PIXE como blancos gruesos.

2.2.5 Calcinacion.

Para la descomposicion de la materia organica por calcinacion se pesan 3 g de la muestra en
un crisol (ésta no debe sobrepasar la mitad del crisol) previamente pesado, después de
haberlo puesto a peso constante durante 2 h (aprox.) en la estufa a 600 °C. Se calcina la
muestra, primero por una horas a 350 °C hasta que no se desprendan humos y luego se va
aumentando la temperatura 100 °C cada hora, hasta llegar a 550 °C. Se mantiene a esta
temperatura por 2 h, cuidando que no aumente. Se repite la operacion anterior si es
necesario, hasta conseguir unas cenizas blancas o ligeramente grises, homogéneas. Se
enfrian en el desecador y se pesan entre 0.25 g y 0.5 g, que son disueltos en agua
desionizada a la cual se le disminuy0 el pH a 1, usando HNOs. Luego se preconcentran los
elementos de interés como carbamatos.

2.3 Analisis con PIXE.

El anélisis con PIXE se llevo a cabo con el acelerador PELETRON NEC 9SDH de 3 MV
del IFUNAM. Las muestras de plantas preconcentradas (blancos delgados, semigruesos o
gruesos) fueron bombardeadas al vacio con un haz de protones de 3 MeV con una corriente
de 20-50 nA durante 5-10 minutos. Las pastillas de suelos (blancos gruesos) fueron
bombardeadas al aire con protones de 3 MeV con una corriente de 50 nA durante 5 minutos
al igual que los filtros de Teflon, s6lo que para éstos la corriente usada fue de 10 nA.

Los rayos X emitidos fueron detectados con un detector de germanio Canberra LEGe.
Debido a que este trabajo sélo se basé en la deteccion de elementos pesados y traza fue
necesario colocar un filtro de aluminio de 38 pm de espesor frente al detector para
disminuir los conteos en la parte de baja energia del espectro de PIXE. La calibracion del
sistema de deteccion se llevd a cabo utilizando peliculas de Micromatter para blancos
delgados y pastillas de material certificado de suelo IAEA-SOIL-7, sedimento lacustre
IAEA-SL-1, sedimento lacustre Buffalo River NIST 1547, Peach Leaves NIST 1547a y
Tomato Leaves NIST 1573a, para blancos gruesos. Los arreglos geométricos se
describieron en el capitulo 1.

2.3.1 Tipos de blancos.

Si el haz de protones pierde energia a su paso por la muestra, por debajo de un porcentaje,
(> 1%) sobre el cual es relevante la pérdida de energia en el calculo de la composicion de la
muestra, se dice que ésta es delgada. Si pierde toda su energia, o sea, se frena
completamente dentro de la muestra, se dice que ésta es gruesa. Si pierde energia en un
porcentaje relevante, pero no se frena dentro de la muestra, se dice que ésta es semigruesa.
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El uso de blancos gruesos y semigruesos tiene sus ventajas y desventajas. Entre las dltimas
tenemos que el célculo de las concentraciones se hace méas complejo al requerir
correcciones por el frenado de los protones y la atenuacion de los rayos X caracteristicos, la
muestra se carga mas, la medida de la carga se hace mas dificil, al no poderse hacer
colocando una caja de Faraday al final de la cAmara y ademés la muestra puede dafiarse por
el calentamiento que se produce en ella, al ceder el haz toda su energia. Todos estos
inconvenientes son superables. Sus ventajas son que la preparacion de muestras es mas facil
y rapida, que hay menos riesgo de contaminacion o pérdida de elementos en la preparacion
y que la homogeneidad es menos critica al promediarse sobre un volumen mayor.
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Capitulo 3: Obtencidn de las concentraciones (Programa GUPIX)
3.1 Cuantificacion con PIXE. [1,2]
El anélisis de la emisidn de rayos X involucra dos pasos igualmente importantes:

1. El mecanismo de excitacion de los atomos de la muestra para lograr la emision de los
rayos X caracteristicos.

2. La deteccion e identificacion de estos rayos X, lo cual nos permite clasificar el
elemento en estudio y la intensidad de la emision nos permite conocer la concentracion
de dicho elemento.

Existen cuatro procesos fisicos de importancia para PIXE, que se representan graficamente
en la figura 3.1:

1. Las particulas cargadas (protones o iones pesados) entran al material o muestra y sufren
numerosas colisiones con nucleos y electrones.

2. La energia de las particulas cargadas va disminuyendo a lo largo de la trayectoria de
acuerdo con el poder de frenado de la muestra.

3. Enalgunos de los atomos ionizados se emiten rayos X caracteristicos, y la probabilidad
viene dada por la seccidn eficaz de produccion de rayos X.

4. Los rayos X emitidos por la muestra, son atenuados en la matriz (blancos gruesos).

haz de protones detector

Fig.3.1: Representacién esquematica de PIXE, para una muestra de espesor d.

Ademas de que la emision de rayos X ocurre con una cierta probabilidad, la composicion
de la muestra influye también en el frenado del haz de iones y en la atenuacién de los rayos
X.

En el caso del andlisis por PIXE, el campo de radiacién (rayos X) en el elemento Z de la
muestra que sale en la direccion del detector, puede escribirse de de la siguiente forma:

v(z)=NeWebete ¢ 0BT (B) e (3.1.1)
Az Eo S(E)
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donde: Np es el nimero de protones que incidieron sobre la muestra, Az es la masa atdmica
del elemento, w7 es la produccion de fluorescencia de rayos X (K o L), bz es la fraccion de
rayos X totales que aparecen como lineas K, o L,, &z es la eficiencia absoluta del sistema
de deteccion para la linea en cuestion, N,y es el numero de Avogadro, S es la seccion
transversal del haz, que se supone tiene una distribucion de carga uniforme, C; es la
concentracion del elemento Z. El término Tz(E) describe la transmision de los fotones
desde las profundidades sucesivas dentro de la muestra y puede escribirse como:

_expl_| 4| Cos¢T dE
TZ(E)—eXp{ (pl senei S(E)} (3.1.2)

donde: ¢ es el angulo que forman la normal de la muestra y el haz de protones, & es el
angulo formado entre la normal de la muestra y el detector y (Wp)z es el coeficiente masico
de atenuacion.

Queda claro del analisis anterior que para llevar a cabo un analisis confiable por PIXE,
muchas condiciones deben cumplirse. Un analisis exitoso puede realizarse con una buena
caracterizacion de la muestra (superficie plana, espesor y composicion de la matriz
conocidos), y un control absoluto sobre las condiciones experimentales. En el caso de
muestras delgadas el anélisis es mucho mas simple que en el caso de las muestras gruesas.

El proceso de cuantificacion puede llevarse a cabo de dos formas:

1. Con un célculo aproximado de los pardmetros fundamentales.
2. Comparando la muestra desconocida con una muestra estandar (se determina
experimentalmente una constante de calibracion).

Los factores méas importantes de incertidumbre para PIXE, que influyen en su exactitud y
precision como técnica analitica son los siguientes:

1. Energia de la particula E(0).

2. Laexposicion total de la muestra debida al haz incidente Q.

3. Geometria del experimento (6, ¢), donde ¢ es el angulo que forman la normal de la
muestra y el haz de protones y #es el angulo formado entre la normal de la muestra y el
detector.

Eficiencia en la deteccion (g).

Composicion de la matriz.

Incertidumbre estadistica en la determinacion del area del pico.

Incertidumbre en la determinacién de las secciones eficaces de produccion de rayos X y
de los coeficientes de atenuacion de los rayos X.

No ok

3.2 Programa para el calculo de las concentraciones (GUPIX). [1,2,3]

“The GUelph P1Xe software package” (GUPIX) [1,2], es un programa para computadoras
desarrollado en la Universidad de Guelph, Ontario, con el objetivo de analizar los espectros
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obtenidos con PIXE. Las primeras versiones del programa fueron realizadas en la década de
los 80.

Los espectros de PIXE son usualmente complejos, presentando un gran nimero de picos de
varios elementos, aproximadamente de forma gaussiana y situados sobre un fondo continuo
cuya intensidad depende de la energia del proton para una muestra dada. Para lograr
cuantificar concentraciones elementales a partir de este espectro, es necesario determinar
primeramente el area de un pico por cada elemento presente en el espectro, generalmente
de su linea principal, ya sea K o L. Luego hay que convertir esa area a concentraciones
elementales.

La primera etapa se realiza generalmente ajustando por minimos cuadrados un modelo al
espectro. Este modelo tiene una parte para los picos y otra para el fondo. Es necesario en
esta etapa conocer la respuesta del detector (forma de los picos), la forma del fondo y las
calibraciones en energia y resolucion del espectro. Se requiere ademas de una base de datos
con las intensidades relativas de los rayos X de cada elemento, asi como de la informacion
fisica pertinente para modificarlas teniendo presentes los efectos de matriz y de absorbente
sobre ellas.

En la segunda etapa se hace uso de la expresion matematica de PIXE para obtener las
concentraciones elementales a partir de las areas de los picos. La intensidad de los rayos X
Y(Z.M) de la linea principal de un elemento Z en una matriz M dada es:

Y(Z,M)=YIt(Z,M)xCzxQx fgxQx g x (trans) (3.2.1)
donde:

YIt(Z,M): es la intensidad teorica.

Cz: es la concentracion real del elemento Z en la matriz M.

Q: es la carga medida.

fg: es el factor de conversion de la carga a pC.

Q: es el &ngulo solido del detector en estereorradianes.

& es la eficiencia intrinseca del detector (cerca de 1 para energias entre 5-20 keV).

trans: es la transmision a través de filtros o absorbedores colocados entre la muestra y el
detector.

Se combina fq y ©Q en una constante instrumental llamada H la cual es en principio
independiente del elemento a determinar y de la matriz. H se determina corriendo
estandares que tengan preferiblemente similitud con la matriz de la muestra a analizar.
Cuando la carga se mide en puC, H es solo el angulo sélido del detector.

Entonces la ecuacion para determinar las concentraciones elementales es:

. Y(Z,M)
YIt(Z,M) x H xQ x & x trans

(3.2.2)
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3.2.1 Modelo de los picos.

Denotemos por In, la intensidad relativa de la linea m-ésima de un elemento Z, con esta
cantidad normalizada a la unidad para la linea principal considerada. Sea I'y; dicha cantidad
extraida del espectro de la muestra considerada. I'nn €s 1mn modificada por la atenuacion de
los rayos X en la muestra, ty;, (si ésta no fuera fina), por la atenuacion de los rayos X a
través de los filtros que colocamos entre la muestra y el detector, fy;, y por la eficiencia
intrinseca del detector, em;. La relacion entre ambas puede escribirse como:

I'me =NI_t f ¢ (3.2.1.1)

mz = mz " mz™ mz

Donde N es un factor de normalizacion para mantener la linea principal con intensidad
relativa a la unidad. Para conocer las magnitudes de ty;, fmz, em; €S Necesario conocer los
espesores masicos de los filtros, angulos de incidencia de los protones y del detector y la
energia de los protones. Ademas debemos usar bases de datos de secciones eficaces de
ionizacion, coeficientes masicos de atenuacion, y poderes de frenado y para calcular los dos
ultimos, debemos conocer la composicién de la matriz.

Las cuentas canal a canal del espectro de rayos X de un elemento Z seréan:

E,(c)=AD F(c,z,ml', (3.2.1.2)

donde c denota el canal, F(c,z,m) es la funcidon que describe la forma del picoy A; es la
amplitud de la gaussiana del pico principal del elemento Z. La contribucién de los rayos X
caracteristicos en el espectro de PIXE es entonces:

E(c)=> E,(c) (3.2.1.3)

Las lineas superpuestas en el espectro, se tratan para su separacion y, resumiendo, las
intensidades relativas de las lineas de rayos X de cada elemento se pueden evaluar y el
espectro de un elemento se puede construir, sea cual sea el grosor de la muestra,
suponiendo que conocemos la matriz (concentracién de los elementos mayoritarios (>1%) y
minoritarios (0.1%-1%) de la muestra). El espectro total es simplemente una suma de los
espectros elementales. Finalmente, si la calibracion energia-canal es dada y la forma de los
picos a través de la funcion F(c,z,m) conocida, entonces las Unicas magnitudes
desconocidas son las amplitudes de las gaussianas A, de las lineas principales de cada
elemento, lo cual reduce el nimero de parametros en el ajuste, haciendo mas rapido el
calculo.

Una opcidn interesante que brinda el programa, es la posibilidad de designar como linea
principal de uno o mas elementos otra de sus lineas, refiriendo el resto de las lineas a la
linea elegida. Esto es util si la linea principal del elemento de interés se superpone a una
linea de otro elemento, ya que en este caso, el pico tendria no s6lo que sobresalir
estadisticamente de una manera significativa del fondo, sino también del pico con el que se
traslapa, lo que estropea el limite de deteccion (LDD). Cuanto mas intensa es la linea que se
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traslapa con la linea principal que nos interesa, mas Util resulta esta posibilidad, mejorando
los resultados obtenidos.

3.2.2 Filtrado del fondo.

Existen dos formas de modelar el fondo en los espectros de PIXE, ya que la funcidon que
describe la forma del pico es analitica, algunos autores siguen también esta linea para
modelar el fondo. Otros prefieren eliminarlo a través de operaciones matematicas, evitando
cualquier eleccién de una forma funcional para describirlo. De esta Gltima manera es que se
realiza el modelado de fondo con el programa GUPIX, que convoluciona con ese fin el
espectro con un filtro sombrero de copa, el cual describiremos a continuacion.

Si se ve el eje de energias del espectro como un eje temporal, se observa que el espectro
contiene tres bandas de frecuencias: (a) el continuo, que tiene baja frecuencia, (b) los picos,
que tienen frecuencia intermedia y (c) las fluctuaciones canal a canal de altas frecuencias
debidas a la estadistica de conteos. Bajo esta perspectiva, una operacion matematica sobre
los datos experimentales, capaz de eliminar bandas de frecuencia (filtrado de datos) seria
interesante para eliminar el fondo. Se usa un filtro sombrero de copa de area cero que
reduce el tiempo de calculo por ser mas simple.

3.2.3 Subrutinas del programa.

En la mayoria de los analisis realizados se usé la subrutina 2 (trace calc), en la cual se
supone conocida la matriz y se introduce en el programa para que la tenga en cuenta. Si la
muestra es fina, bastard con ajustar por minimos cuadrados el modelo de los picos filtrado
al espectro de la muestra filtrado y calcular las concentraciones elementales a través de la
ecuacion (3.2.2), tras conocer las areas de los picos con el ajuste. En este caso no es
necesario corregir las intensidades relativas de las lineas por el factor de atenuacion en la
matriz de la muestra de los rayos X, segun la energia del mismo. Para el analisis de
muestras gruesas esta correccion si es necesaria, lo que obliga a conocer la composicion de
la matriz.

También, en caso de desconocer la matriz, el programa tiene una subrutina que permite
determinar primero los componentes de la misma y luego realizar el calculo de las trazas.

3.2.4 Control de errores. [1,2,3,4]

El programa incluye y reporta los errores cometidos durante el proceso de ajuste. Para el
caso de blancos gruesos, un estudio de las bases de datos de los parametros dentro de la
integral, para el calculo de las concentraciones, concluy6 que el programa deberia ser capaz
de medir una concentracion elemental con una incertidumbre del 3%, usando una linea K,
la cual aumenta ligeramente para el caso de una linea L, debido a mayores errores en las
bases de datos de la seccion eficaz de produccion de rayos X. Sin embargo para lograr esto,
la muestra debe ser lisa, tener bien definido el angulo de la muestra con el haz y se debe
considerar optima la deconvolucion que se realice del espectro. La consideracion de otros
errores se deja en manos del usuario.
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En nuestro caso sélo consideramos los errores que incluye el programa, debido a que, como
ya se ha mencionado anteriormente, se utiliza un estandar interno, calculando las
concentraciones de los elementos presentes en la muestra de la siguiente manera:

c
=—R ¢, (3.2.4.1)
GE
donde crz es la concentracion real del elemento Z en la muestra, cre €s la concentracion
real del estandar que adicionamos en la muestra, cge Y Csz Son las concentraciones del

estandar y del elemento Z obtenidas con el programa GUPIX, respectivamente.

CRZ

Con este procedimiento, eliminamos los posibles errores en el célculo de Q, el cual se
dificulta bastante sobre todo para arreglos al aire como el que usamos en ocasiones, o0 en el
analisis de blancos gruesos. Ademas eliminamos los errores instrumentales incluidos en H.

Sélo nos queda considerar la incertidumbre en la preparacién de las muestras, la cual esta
bien caracterizada con los instrumentos que usamos tanto para pesar como para pipetear. En
la validacion del método, que se detalla en los capitulos siguientes, se obtiene una precision
y exactitud del método con un coeficiente de variacion (CV) menor que el 5% para
muestras independientes.

Para el caso de las muestras de suelo, donde no es posible incluir un estandar interno, la
calibracion del sistema se lleva a cabo analizando patrones externos de matriz similar,
como el estandar certificado de suelo IAEA-SOIL-7, sedimento lacustre IAEA-SL-1 y
sedimento lacustre Buffalo River NIST 1547, alternandolos con las muestras a analizar.
Ademas se controlan rigurosamente los parametros como geometria del experimento y
corriente del haz, para garantizar que el anlisis sea lo mas preciso posible.
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Capitulo 4: Optimizacion y validacion del método.

4.1 Disefio de experimento factorial para la optimizacion del proceso de digestion con
fotdlisis UV. [1,2]

Todas las actividades relacionadas con la planeacién y la realizacién de estudios de
investigacion tienen implicaciones estadisticas. Es posible que las comparaciones entre
tratamientos de un método especifico, se vean afectadas de manera sustancial por las
condiciones en las que ocurren. Con frecuencia, las interpretaciones claras de los efectos
para un factor de tratamiento, deben tomar en cuenta los efectos de otros factores. Para
investigar mas de un factor a la vez se utilizan los disefios factoriales.

Los disefios factoriales producen experimentos mas eficientes, pues cada observacion
proporciona informacion sobre todos los factores y es factible ver las respuestas de un
factor con diferentes niveles de otros factores en el mismo experimento. La respuesta a
cualquier factor observado en diferentes condiciones, indica si los factores actdan en las
unidades experimentales de forma independiente. La interaccion entre los factores ocurre
cuando su actuacion no es independiente.

Como parte de la propuesta de un nuevo método para la digestion de matrices organicas y
su posterior analisis con PIXE, se propone un disefio factorial para optimizar los factores
mas importantes que intervienen en la reduccion de masa y los porcentajes de recuperacion
de los elementos de interés, cuando la muestra es digerida con fotélisis UV. Ademas se
comparan los resultados obtenidos con el método optimizado y un método convencional, en
este caso la calcinacion.

4.1.1 Disefio factorial.

Hipdtesis principal: La digestion con fotolisis UV permite concentrar ciertos elementos
traza presentes en frutas y verduras, a un nivel detectable y cuantificable con PIXE.

Hipotesis Secundaria #1: Se pueden encontrar las condiciones Optimas de la digestion,
teniendo en cuenta el tiempo de irradiacién, la relacién masa a digerir/cantidad de H,O,,
para lograr una Optima reduccion de masa y Optimos porcentajes de recuperacion de los
elementos de interés.

Hipotesis Secundaria #2: Se puede establecer un patrén de disminucion de la
concentracion de ciertos elementos durante el proceso de digestion, en dependencia de su
concentracion y el tipo de matriz.

Hipotesis Secundaria #3: Para cada tipo de matriz se obtiene una reduccion de masa, con la

cual se concentran ciertos elementos por encima de su limite de deteccion y cuantificacion
con PIXE.
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Factores que intervienen en el disefio para las pruebas de hipotesis 1y 2:

=

Tiempo de irradiacion: se realizo la irradiacion de las muestras por 5 min'y 10 min.

2. Relacion masa a digerir/cantidad de H,O,. Se probaron tres relaciones: 50 mg/3
mL, 50 mg/4.5 mL y 50 mg/6 mL.

3. Concentracion de los

elementos de interés.

Se probaron

las siguientes

concentraciones: 0 ug, 10 pug, 20 pg, 100 pg y 200 pg del estandar de 24 elementos.

En la tabla 1 se muestra el disefio factorial utilizado para las preubas de hipdtesis 1y 2.

Tiempo de digestion

Cant.H,0,/masa a digerir

masa total (ug)

5 min

50mg/3mL

0 Hg

10 ug

20 pg

100 ug

200 g

50mg/4.5mL

0 ug

10 pg

20 pg

100 ug

200 ug

50mg/6mL

0ug

10 pg

20 pg

100 pg

200 ug

10 min

50mg/3mL

0 Hg

10 ug

20 pg

100 pg

200 ug

50mg/4.5mL

0 pg

10 pg

20 pg

100 ug

200 pg

50mg/6mL

0ug

10 pg

20 pg

100 pg

200 pg

Tabla 1: Disefio factorial.
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Cada punto del disefio se repitio para una matriz de frutas y una de verduras. Se hicieron 3
réplicas de cada experimento, generando un total de 180 muestras con un total de 5
concentraciones a estudiar.

Para la prueba de hipdtesis #3 se realizé la digestion con estandares internacionales de cada
una de las matrices y en las condiciones Optimas encontradas en las pruebas de 1y 2, para
los limites de deteccion y cuantificacion con PIXE, con 12 réplicas cada una.

Para la interpretacion de los resultados se determino si los factores son independientes o si
de lo contrario, era necesario realizar el analisis de los efectos de los factores,
entendiéndose por efecto, algin cambio en la respuesta medida (reduccién de masa y
porcentaje de recuperacion de los elementos de interés) por un cambio en el nivel de dicho
factor.

Para estudiar el efecto de la temperatura, que como ya se ha visto, favorece la reduccién de
masa pero puede causar volatilizacion de los elementos de interés, comparamos las mejores
condiciones encontradas a 30 °C, realizando ahora la digestion durante 5 min a 90 °C. Al
igual que en el caso anterior, se estudiaron los porcentajes de recuperacion después de la
digestion y despues de preconcentrar los elementos como carbamatos.

Materiales y Métodos:

Las muestras a estudiar (en este caso espinaca y ciruela) son previamente secadas, molidas
y tamizadas. Se toman 50 mg de polvo y se le afiaden las concentraciones correspondientes
del estandar de 24 metales dentro de los cuales se encuentran los de interés. El proceso de
digestion se realiza manteniendo una temperatura constante de 30 °C 0 90 °C segun el caso.

Luego del proceso de digestion, se filtran en un filtro de membrana Nuclepore de 0.45 pm
previamente pesado, para eliminar la materia organica no digerida. La solucion se afora a
un volumen constante y se toman alicuotas de 200 pl a los cuales se le agregan 25 pL de
una solucion de Pd a 1000 mg/kg como estandar interno. Después se realiza el deposito de
80 pl en un filtro de teflon previamente pesado, este depdsito se realiza de 20 pL cada vez,
para mantener el tamafio de la muestra comparable con las dimensiones del haz de
protones. Se determina la reduccion de masa pesando los filtros antes y después de
depositar la muestra. Los porcentajes de recuperacion después de la digestion se determinan
a partir de las concentraciones determinadas con PIXE.

El resto de la muestra se somete a otro proceso de preconcentracion de los elementos como
carbamatos, previamente caracterizado y se cuantifican las concentraciones con PIXE. En
este paso podemos estudiar las pérdidas de elementos durante la preconcentracion cuando
la muestra fue sometida previamente a la UV, ya que los grados de oxidacion de algunos
elementos cambian durante el proceso, lo cual puede implicar que no formen carbamatos.
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4.2 Validacion de un método analitico. [2,3,4,5]

Un método analitico es la secuencia de actividades, recursos materiales y parametros que se
deben cumplir para llevar a cabo el anélisis de los componentes de una muestra. Analito es
el o los componentes especificos de una muestra a medir en un andlisis. Este proceso de
medicion debe ser confiable para ser utilizado con un propésito dado.

Con este objetivo se realiza la validacion del método analitico, que es el proceso mediante
el cual se demuestra, con estudios de laboratorio, que la capacidad del método satisface los
requisitos para la aplicacion analitica deseada, es decir cumple con su propoésito. Un
proceso de validacion debe incluir todo lo que se requiera para demostrar que un método
puede cuantificar la concentracion de un analito (o series de analitos) en una matriz dada
con confiabilidad.

Los parametros de desempefio a estudiar, para que el método quede validado son los
siguientes:

Precision.

Es el grado de concordancia entre ensayos individuales cuando el procedimiento se aplica
repetidamente a maltiples alicuotas de una muestra homogénea. Esta relacionada con la
dispersion de las medidas alrededor del valor medio o central y se expresa
matematicamente como la desviacion estandar relativa (RSD) o coeficiente de variacion
(CV).

La precision de un método analitico se determina sobre el sistema, al estudiar la respuesta
analitica del mismo ante una cantidad agregada de analito, y sobre el método que es la
Ilamada precision intermedia o tolerancia interdia/analista.

La precision del sistema se evalud analizando un sextuplicado de muestras a 4 niveles de
concentracion agregando alicuotas de un estandar de 24 elementos en solucion a 100
mg/kg. Se midié la respuesta analitica y se determind la media aritmética, desviacion
estandar y el coeficiente de variacion.

El criterio de aceptacion fue CV < 5%.
Linealidad.

Es lo que nos permite asegurar que los resultados obtenidos directamente o mediante una
transformacion matematica definida, son proporcionales a la concentracion del analito,
dentro de un intervalo definido.

El método que nos permite ajustar valores estadisticos a una recta se denomina minimos
cuadrados y consiste en construir dicha recta de manera que la suma de cuadrados de las
desviaciones verticales de todos los puntos respecto a la recta sea minima. Conjuntamente
se determina el rango lineal, que es la concentracion minima y méaxima del analito donde se
ha probado la linealidad.
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Linealidad del sistema: Es la proporcionalidad entre la respuesta analitica del sistema (y)
y la concentracién agregada del analito (x). El analisis debe realizarse con estandares
certificados de referencia y las curvas se construyen con al menos 5 niveles de
concentracién por triplicado.

Se determin0 la linealidad del sistema mediante la construccion de una recta con 12 niveles
de concentracion cada uno por triplicado, con la respuesta analitica del sistema en funcion
de la concentracion del analito. Se decidid incluir todos los niveles en el analisis debido a la
variabilidad en la concentracién de los elementos de interés en las matrices a estudiar.

Se calcularon la pendiente (b;), la ordenada al origen (by), el coeficiente de determinacion
(%) y el intervalo de confianza para la pendiente IC(B.). Como criterios de aceptacion se
usaron r> > 0.98 y que el intervalo de confianza para la pendiente no incluyera el cero.

Linealidad del método: Es la proporcionalidad que existe entre la cantidad adicionada del
analito en la muestra (x) y la cantidad recuperada del mismo (y). En este analisis se debe
involucrar toda la metodologia de preparacion de muestras (digestion y preconcentracion),
para asegurar que los resultados obtenidos sean directamente proporcionales a la
concentracién del analito en la muestra. Las curvas se construyen con al menos tres niveles
de concentracidn por triplicado.

Se determino la linealidad del método mediante la construccion de una recta con 12 niveles
de concentracion cada uno por triplicado, con la concentracion recuperada en funcion de la
concentracion adicionada del analito. Se analizaron las mismas concentraciones que para la
linealidad del sistema.

Se calcularon la pendiente (b;), la ordenada al origen (by), el coeficiente de determinacion
(r%) el intervalo de confianza para la pendiente IC(B,), el intervalo de confianza para la
ordenada al origen IC(Bo), y el coeficiente de variacion de regresion (CVyx)

Como criterios de aceptacion se usaron r’ > 0.98, que el intervalo de confianza para la
pendiente incluya la unidad, que el intervalo de confianza para la ordenada al origen
incluya el cero y que el coeficiente de variacion de regresion no exceda el 5%.

Exactitud v repetibilidad del método.

La exactitud es la concordancia entre el valor obtenido empleando el método y el valor de
referencia. Es también conocida como error sistematico o tendencia y corresponde a la
diferencia entre el valor de referencia y el valor obtenido del analito. Este Gltimo se expresa
como porcentaje de recobro del analito.

La repetibilidad es la precision del método analitico, expresada como la concordancia

obtenida entre determinaciones independientes aplicando el método analitico y realizadas
por el mismo analista usando los mismos instrumentos.
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Estabilidad analitica de la muestra.

Es la propiedad de una muestra, preparada para su cuantificacion, de conservar su
integridad fisicoquimica y la concentracion de los elementos de interés, después de
mantenerse bajo condiciones especificas durante un tiempo determinado.

Sensibilidad.

Es la minima concentracion de analito que puede producir un resultado significativo, ya sea
para detectarlo o cuantificarlo. Se expresa a través de los limites de deteccion y
cuantificacion.

Limite de deteccion: Es la minima concentracion de analito que se puede detectar pero no
necesariamente cuantificar. Esta cantidad corresponde a tres veces la relacion sefial/ruido.
Se expresa en unidades de concentracion.

Limite de cuantificacion: Es la minima concentracion de analito que puede ser determinada
con una exactitud y precision aceptables, bajo las condiciones de operacion establecidas.
Esta cantidad corresponde a diez veces la relacion sefial/ruido. Se expresa en unidades de
concentracion.

Robustez.

Es la capacidad del método analitico de mantener su desempefio al presentarse variaciones
pequefas pero deliberadas, en los parametros normales de operacion del método. Se refiere
a factores internos del método.

Materiales y Métodos.

Con las condiciones Optimas encontradas para la digestion se prepararon las muestras para
las pruebas de validacion. La digestion se realizé con 50 mg por muestra del estandar de
hojas de espinaca NIST 1570a y agregando las cantidades correspondientes del estandar de
24 elementos. En todos los casos se prepararon los blancos correspondiente y se
preconcentraron las muestras para su posterior analisis con PIXE.

Para la preparacion de muestras, se utilizd Pd como estandar interno y como respuesta
analitica del sistema, las concentraciones, ajustadas a dicho estandar, obtenidas con el
programa GUPIX, segun se explica en el capitulo 3.

Las formulas utilizadas para el célculo de los diferentes pardmetros se encuentran en el
anexo I.

46



Capitulo 4: Optimizacién y validacién del método

Bibliografia.

[1] Kuehl, R. O. Disefio de experimentos. Principios estadisticos para el disefio y andlisis
de investigaciones. 2% Edicién (2001), Thomson Learning. Caps. 1-6.

[2] Croxton, F. E. y Dudley J. Cowden. Estadistica general aplicada. 2% Edicion (1954).
Fondo de cultura econdmica.

[3] Comision de validacion de métodos analiticos. Métodos analiticos. Guia de Validacion.
Edicion (2002). Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos, A. C.

[4] Romero Guzman, C. J. Validacion de un método para cuantificar aminoacidos en
cereales y leguminosas por HPLC. Tesis de Licenciatura, Facultad de Quimica, UNAM
(2003).

[5] Delgado Martinez, L. Desarrollo de un método analitico para medir el contenido de

alcaloides en lupinos por cromatografia de gases. Tesis de Licenciatura, Facultad de
Quimica, UNAM (1998).

47



Capitulo 5: Importancia toxicolédgica de los metales traza.

Capitulo 5: Importancia toxicoldgica de los metales traza.
5.1 Introduccion.

De los més de 106 elementos conocidos por el hombre, 84 son metales, por lo que no es
de extrafiar que las posibilidades de contaminacion metalica en el ambiente sean
numerosas. Hay que tener presente que los metales son elementos naturales que (desde
la edad del cobre) han desempefiado un papel fundamental en el desarrollo de las
civilizaciones. El problema surge cuando prolifera su uso industrial y su empleo
creciente en la vida cotidiana termina por afectar a la salud. De hecho, el crecimiento
demografico en zonas urbanas y la rapida industrializacion han provocado serios
problemas de contaminacion y deterioro del ambiente, sobre todo, en los paises en vias
de desarrollo.

Pero no todos los metales son peligrosos; algunos, pese a su toxicidad, se presentan de
forma muy escasa o indisoluble, por lo que el nimero de estos elementos dafiinos para
la salud s6lo engloba a unos pocos. De entre ellos, destacan el plomo y el mercurio,
seguidos por el berilio, el bario, el cadmio, el cobre, el manganeso, el niquel, el estafio,
el vanadio y el zinc. Aungue su presencia natural no deberia ser peligrosa (es parte del
equilibrio de la naturaleza), lo que sucede es que, desde la Revolucion Industrial, su
incorporacion al medio ambiente por diferentes vias ha crecido vertiginosamente.

La peligrosidad de los metales pesados es mayor al no ser quimica ni biolégicamente
degradables. Una vez emitidos, pueden permanecer en el ambiente durante cientos de
afios. De hecho, la toxicidad de estos metales ha quedado documentada a lo largo de la
historia: los médicos griegos y romanos Yya diagnosticaban sintomas de
envenenamientos agudos por plomo, mucho antes de que la toxicologia se convirtiera
en ciencia.

5.2 Efectos del hierro en la salud humana.

El hierro es un elemento esencial en la nutricion humana. Se encuentra en una serie de
proteinas de importancia bioldgica, entre ellas la hemoglobina y los citocromos, y
también en muchas enzimas de oxidacion-reduccion [1]. La mayor parte de los
alimentos, excepto la leche, lo contienen en cantidades suficientes como para que no
exista déficit de este metal en la dieta [2]. Sin embargo, el hierro se absorbe con
dificultad y la mayoria de los individuos apenas cubren sus necesidades diarias [3].

Aproximadamente, s6lo se absorbe un 10% del hierro ingerido [1,3] y la composicion
de la dieta condiciona su absorcion; la presencia de iones carbonato, fosfato, oxalato y
fitatos dificultan este proceso [2]. Los fitatos se encuentran presentes en los cereales,
cacao, nueces, mandarinas, etc., mientras que los oxalatos abundan en espinacas, cacao,
platanos, café, té y ajonjoli [4]. Los agentes reductores como la vitamina C aumentan la
absorcion.

Las necesidades varian segun la edad, el sexo y el estado fisioldgico del individuo y el
organismo es capaz de regular la absorcion a dichas necesidades [1]. Se han establecido
niveles entre 7 y 14 mg/dia para un individuo adulto. Las mujeres gestantes necesitan
ademas 15 mg/dia. La deficiencia de hierro da lugar a desérdenes musculares y
disminucion de la capacidad fisica al esfuerzo, anomalias en el comportamiento como
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apatia, somnolencia e irritabilidad, disminucién del rendimiento intelectual, asi como
una incidencia mas elevada de infecciones en nifios.

Su ingestion en exceso produce hemosiderosis [2,5] y hemocromatosis. Hoy, se piensa
que esta Gltima se produce por un defecto congénito del metabolismo, el cual origina un
aumento en la absorciéon del hierro. Ademas, el aporte desmesurado interfiere en el
proceso de absorcion y la utilizacion consiguiente del cobre, zinc y manganeso.

5.3 Efectos del cobre en la salud humana.

El cobre es un elemento esencial para el hombre [6]. Interviene en el desarrollo de los
huesos y del tejido elastico, en el funcionamiento del sistema nervioso central y en la
sintesis de hemoglobina. Las recomendaciones diarias para su consumo se estiman en 2
mg [7,8]. Dada su gran distribucion, es practicamente imposible preparar una dieta que
contenga menos de esta cantidad.

La absorcion del cobre es del orden del 30% y es disminuida por altas ingestas
alimentarias de hierro, molibdeno y zinc. Este elemento se almacena preferentemente en
el higado, rifidbn, muasculos, corazén y cerebro. Su deficiencia produce anemia,
neutropenia y desmineralizacion 0sea, mientras que la ingestion en exceso es toxica.

Aunque no son frecuentes las intoxicaciones agudas por este metal, dadas sus
propiedades laxantes, se caracterizan por nauseas, vomitos, dolor de cabeza y debilidad.
En los casos mas graves causa taquicardia e hipertension, que pueden ir seguidas por
ictericia, anemia hemolitica, uremia y muerte.

5.4 Efectos del zinc en la salud humana.

El zinc es un micronutriente esencial y por lo general se le considera como uno de los
elementos menos peligrosos [8]. La absorcién gastrointestinal es del 20 al 30%, si bien
existen factores que la condicionan. Asi, se ve favorecida por los aminoacidos cisteina,
metionina e histidina, por los azucares fructosa y lactosa y por la vitamina C. Por el
contrario es entorpecida por dosis elevadas de fitatos, fosforo, cobre, manganeso, hierro
y estafio. Se acumula en higado, pancreas, rifiones y prostata.

La presencia de zinc en una amplia variedad de enzimas demuestra su importante papel
en el metabolismo [8]. La Food and Nutrition Board de la Academia Nacional de
Ciencias de EUA, recomienda una ingesta diaria de este elemento de 15 mg para adultos
[9]. Su carencia provoca disminucion del crecimiento, hipogonadismo marcado y piel
aspera y seca.

A pesar de ser un elemento esencial para el hombre, a dosis elevadas resulta toxico.
Entre los sintomas de toxicidad se incluyen vémitos, deshidratacion, desequilibrio
electrolitico, dolor abdominal, letargo, mareos y pérdida de coordinacién muscular.
Dosis diarias de 150 mg interfieren con el metabolismo del cobre y del hierro.

La toxicidad de este elemento se incrementa por la presencia de cobre y niquel. Sin

embargo, hay que resaltar que el zinc tiene un papel antitoxico muy importante como
antagonista metabolico del cadmio.
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5.5 Efectos del plomo en la salud humana.

El plomo es un metal carente de valor bioldgico, es decir, no es requerido para el
funcionamiento normal de los seres vivos. Debido a su tamafio y carga, el plomo puede
sustituir al calcio (Pb®": 0.84 A; Ca®*: 0.99 A), y ademés de manera preferente, siendo
su sitio de acumulacion, los tejidos 6seos. Esta situacidn es particularmente alarmante
en los nifios, que debido a su crecimiento incorporan altas cantidades de calcio. Altas
dosis de calcio hacen que el plomo sea "removido” de los tejidos dseos, y que pase a
incorporarse al torrente sanguineo. Una vez ahi puede inducir nefrotoxicidad,
neurotoxicidad e hipertension. Niveles de plomo en sangre de 0.48 pg/L pueden inducir
en los nifios:

Dafio durante el desarrollo de los érganos del feto.
Dario en el sistema nervioso central.

e Reduccion de las habilidades mentales e iniciacion de desérdenes del
comportamiento.

e Daifio en las funciones del calcio (anteriormente discutido).

A su vez, niveles del orden de 1.2 pg/L pueden inducir:

e Descenso del coeficiente intelectual (CI). Problemas de desarrollo
cognitivo y del comportamiento.

e Déficit neurologico que puede persistir hasta la adolescencia.

e Elevacion de los umbrales auditivos.

e Peso reducido en recién nacidos. Desarrollo cognitivo temprano anormal.

En adultos que trabajan en ambientes expuestos a la contaminacién con plomo, el metal
puede acumularse en los huesos, donde su vida media es superior a los 20 afios. La
osteoporosis, embarazo, o enfermedades crénicas pueden hacer que este plomo se
incorpore mas répidamente a la sangre. Los problemas relacionados con la
sobreexposicion al plomo en adultos incluyen:

Dafio en los rifiones.

Dafio en el tracto gastrointestinal.

Dafio en el sistema reproductor.

Dafio en los 6rganos productores de sangre.
Dafios neurolégicos.

Abortos.

La comision conjunta FAO/OMS, propone limitar el consumo de Pb por los seres
humanos, basado en los efectos conocidos para la salud. Para vegetales y derivados los
limites estan entre 0.05 y 0.2 mg/kg.
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Capitulo 6: Resultados y discusion.

En este capitulo se reportan y se discuten los resultados obtenidos durante el desarrollo del
proyecto, tanto de la optimizacion, la validacion y las aplicaciones de la nueva metodologia
propuesta.

6.1 Optimizacién de la fot6lisis UV. [1]

La fotdlisis UV en presencia de H,O, resultdé un procedimiento simple (facil de operar) y
rapido (5-10 min) para digerir matrices organicas. La descomposicion de la materia
orgénica en la mayoria de las matrices fue casi completa y en los otros casos, solo quedaron
pequefias moléculas organicas que se eliminaron con el paso de filtracion.

Para realizar la optimizacion del método, estudiamos la influencia de los siguientes
factores:

1. Tiempo de irradiacion: se realizo la irradiacion de las muestras por 5y 10 min.

2. Relacién masa a digerir/cantidad de H,0,, se probaron tres relaciones 50 mg/3 mL,
50 mg/4.5 mL y 50 mg/6 mL.

3. Concentracion de los elementos de interés. Se prepararon muestras conteniendo Oug
(sin elementos), 10ug, 20ug, 100ug y 200ug de cada uno de los 24 elementos del
estandar.

Como respuestas del sistema para medir la influencia de cada uno de estos factores se
usaron la reduccion de masa y el porcentaje de recuperacion de los elementos presentes en
la muestra.

Para el factor 2, lo ideal hubiese sido probar con mayores concentraciones de H,O; pero no
se encontro comercialmente H,O, Suprapur a una mayor concentracion.

Reduccion de masa: Para todas las condiciones experimentales probadas, se encontr6 que la
reduccion de masa era independiente de la concentracion de los analitos en la muestra, por
lo que se agruparon todas las réplicas con condiciones similares de tiempo de irradiacion y
relacion masa a digerir/cantidad de H,O,, en un solo punto experimental, haciendo un total
de 15 réplicas. Los coeficientes de variacion fueron del orden de 3-6%, en todos los casos.

En las figuras 6.1 y 6.2 se muestran los porcentajes de reduccién de masa para ciruela y
espinaca respectivamente. Se muestran los resultados obtenidos con 5 y 10 minutos de
irradiacion a 30 °C y se incluye el punto a 90°C a efectos de comparacién. Para la
irradiacion a 90 °C se encontro también independencia de la concentracion de los analitos.

En todos los graficos mostrados a continuacion, las barras de incertidumbre corresponden a
la incertidumbre estadistica (de n réplicas) para muestras independientes.
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Fig.1: Porcentaje de reduccién de masa para ciruela en las diferentes condiciones experimentales.
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Fig.2: Porcentaje de reduccion de masa para espinaca en las diferentes condiciones experimentales.

Como se puede observar en las figuras 6.1 y 6.2, las condiciones Optimas para una mayor
reduccion de masa se obtienen cuando se digieren 50 mg de muestra en 3 mL de H,0, y 10
min de irradiacion. Como ya se habia visto en el capitulo 2, la reduccién de masa es
directamente proporcional al tiempo de irradiacion. Una dptima digestion con sélo 3 mL de
H.O, se explica por el tamafio del area de iluminacion del laser, que en este caso es de

53



Capitulo 6: Resultados y discusion

2.5x1.5 cm?, cubriendo casi totalmente las muestras de 3 mL, ya que éstas se encuentran
contenidas en tubos de cuarzo de 1 cm de diametro, que se van colocando secuencialmente
frente al haz.

Aunque se agita la muestra constantemente durante todo el proceso, el tiempo de vida
media de los radicales es muy corto ya que son muy activos quimicamente, por lo que
resulta més eficiente irradiar la mayor area posible de muestra. Ya para 4.5 mL y 6 mL la
relacion superficie de muestra / area de iluminacion se hace mayor, en detrimento de la
reduccion de masa. Una mayor area de iluminacion se puede obtener colocando una lente
divergente entre el laser y las muestras, sin embargo en esta configuracion la intensidad del
laser se reduce, en el mejor de los casos, a un 10% de la intensidad de salida.

En las fotos 6.1, 6.2, 6.3, 6.4 y 6.5 se observan muestras antes y después de ser digeridas
con fotolisis UV.

Foto 5.2: Espinaca sin tratamiento.

Foto 5.1: Ciruela sin tratamiento.

Foto 5.5: Espinaca digerida a 90 °C, 3, 4.5y 6 mL. Ciruela digerida a 90 °C, 5 miny 3 mL.
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El aspecto de las muestras después del tratamiento con fotolisis UV depende de la matriz a
digerir y del tipo de tratamiento, como se observa en las fotos 6.3, 6.4 y 6.5. En la mayoria
de los casos se obtienen soluciones claras e incoloras. En la foto 6.5, se observa para
espinaca, la misma densidad aparente en los tres volimenes, lo que indica que un aumento
en la cantidad de H,O, no favorece la digestion y si comparamos las fotos 6.4 y 6.5, se
observa como los mejores resultados de reduccion de masa se obtienen con 10 min a 30 °C,
en concordancia con los resultados mostrados en la figura 6.2. En cambio para la ciruela, la
digestion es casi completa a 90 °C, para todos los puntos experimentales probados, como se
observa en las fotos 6.3 y 6.5, de acuerdo a los resultados de la figura 6.1.

Cuando se compara el punto de 10 min a 30 °C con el punto de 5 min a 90 °C, se observa
una dependencia con el tipo de matriz a digerir, por lo que no pueden ser concluyentes los
resultados. Para tratar de estudiar esta dependencia en matrices representativas, se realizé la
digestion de raices, tallos, hojas y frutos de una variedad de plantas comestibles. Los
resultados se muestran en la figura 6.3, en la que se puede ver que si bien la fotolisis UV a
30 °C es eficaz en la digestion de hojas y frutos, se puede concluir que con la UV a 90 °C
por 5 min se obtiene mayor reduccion de masa para casi todas las matrices que con la UV a
30 °C por 10 min.

[ Juvas3oC

- B UV a 90°C
Quelite hojas
Quelite tallos
Jitomate tallos

Verdolaga tallos
by —
Jitomate verde
Betabel hojas
Betabel
Pera
. N—

Pera tallos
Rabano
Coliflor |

Coliflor hojas
Jitomate hojas
Jitomate raiz
Jitomate maduro

F———T— T T T

0 20 40 60 80 100

% de reduccion de masa

Fig.6.3: Porcentaje de reduccién de masa para diferentes matrices.
6.1.1 Comparacion entre la reduccion de masa con UV y cenizas.
Para comparar el nuevo método de digestion con el método convencional de calcinacion, se
digirieron varias matrices, usando las mejores condiciones encontradas para la reduccion de

masa. Como se puede ver en la figura 6.4, la fotdlisis UV se comporta de manera similar a
la descomposicidn de materia organica por calcinacion.
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Es necesario sefialar que para la fotolisis UV la digestion toma de 5-10 minutos mientras
que la calcinacién consume de 4 a 5 horas, con lo cual cumplimos nuestro objetivo de
proponer un método lo suficientemente rapido como para analizar frutas y verduras frescas.

En el anexo Il se encuentran los resultados de reduccion de masa obtenidos para otras
matrices por calcinacion.

[ Cenizas
I UV a 90°C

Ciruela

Jitomate verde

Betabel hojas

Betabel

e ——————
eeesssss———
—e—————
Rébeno N
—————
ﬁ—'
_:

Espinaca

Jitomate hojas

Tomate

% de reduccion de masa

Fig.6.4: Comparacién de los porcentajes de reduccion de masa para diferentes matrices con dos
métodos de digestion fotolisis UV y calcinacion.

6.1.2 Porcentajes de recuperacion después de la fotolisis UV.

Un paso importante para la caracterizacién del método propuesto, es conocer las pérdidas
de algunos elementos de interés durante el proceso de digestion. Con este objetivo, después
de la fotolisis UV preparamos blancos delgados (80 L de la solucion con Pd que se dejan
secar sobre un filtro de teflon) para su posterior analisis con PIXE. La recuperacién de cada
elemento con 5 y 10 minutos de digestion a 30 °C se muestra en las figuras 6.5 y 6.6 para
espinaca y figuras 6.7 y 6.8 para ciruela.

Se encontrd que el porcentaje de recuperacion para elementos tales como el Fe, Co, Ni, Cu,
Zn, Ga, Se, Sr, y Pb varian entre 92 y 100%. Sin embargo elementos como el Cr y Mn
muestran una recuperacion del 60 y 80%, respectivamente, cuando se digieren con fotolisis
UV. Estos porcentajes de recuperacion de los elementos, son independientes de los
siguientes factores: composicion de la matriz, condiciones de la digestion en general y
concentracion de los analitos.
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Fig.6.6: Porcentajes de recuperacion
para espinaca 10 min.
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Fig.6.8: Porcentajes de recuperacion
para ciruela 10 min.

En la figura 6.9 se muestra la recuperacion de los elementos cuando la muestra se digiere
con fotdlisis UV a 90 °C. De manera general no se observan variaciones significativas en la
concentracion recuperada excepto para Se y Sr que son entre un 2 y un 4% menores que
para 30 °C. Estas magnitudes pueden considerarse dentro de la incertidumbre experimental.
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Fig.6.9: Porcentajes de recuperacion para espinaca a 90 °C.

Como se puede observar de las graficas anteriores, sélo se pudo cuantificar con este método
a partir de 20 pg totales en la muestra, por lo que los puntos de 0 y 10 pg no se pudieron
analizar reproduciblemente. Para convertir a mg/kg, solo hay que dividirlo por los 50 mg de
muestra original. Siendo la recuperacion de los elementos independiente de los demas
factores, podemos decir con base en lo planteado en las pruebas de hipétesis 1y 2, que se
encontraron las mejores condiciones experimentales para la digestion y que el patrén de
pérdida de los elementos es siempre el mismo.

6.1.3 Porcentajes de recuperacion después de la preconcentracion. [2]

Con la digestion se logra eliminar gran parte de la materia orgénica para casi todas las
matrices estudiadas, pero ahora quedan los metales, en forma de sales inorganicas, en una
solucion de aproximadamente 3.0 mL. Por esto se hace necesario un paso de
preconcentracion para su posterior analisis con PIXE, ya que para lograr gran sensibilidad
con el método anteriormente descrito, se necesita evaporar toda la muestra, lo cual se
traduce en mayor manipulacién de la misma y tiempo.

Con este objetivo se caracterizan dos métodos de preconcentracion de los elementos como
carbamatos. De esta forma la manipulacion de la muestra es minima y es un procedimiento
rapido como ya se explicd en el capitulo 2. Al aplicar los métodos descritos a las muestras
se obtienen los porcentajes de recuperacion mostrados en la figura 6.10, de donde se
observa claramente que el método dos tiene mejor comportamiento para la mayoria de los
analitos estudiados. Con este método elementos traza tales como el Fe, Co, Ni, Cu, Zn, Ga,
Se y Pb son concentrados como carbamatos y recuperados a un nivel cercano al 100%.
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Fig.6.10: Porcentajes de recuperacion para los dos métodos caracterizados.

Este método tiene la ventaja adicional de que elimina elementos mayoritarios 0 menores
como el Na, K, Cay P, lo cual permite realizar la cuantificacién de trazas de metales
pesados con PIXE con mayor precision (disminuye el fondo debido a reacciones nucleares).
Ademas, el eliminar estos elementos es muy importante para las muestras que se analizan
con AAN, debido a que estos elementos, en especial el Na, al tener una alta seccion eficaz
de activacion, introduce un fondo considerable en los espectros obtenidos con esta técnica.

[3]

En las figuras 6.11, 6.12. 6.13, 6.14 y 6.15 se muestran los porcentajes de recuperacion para
cada elemento después de preconcentrarlos como carbamatos con el método 2 tanto para 30
°C como para 90 °C. Nuevamente se observa independencia de las condiciones
experimentales, es decir que el porcentaje de recuperacién no depende de la matriz, del
tiempo de irradiacion, o de la temperatura a la que se efectud la fotolisis UV, ya que en
todos los casos la recuperacion es la misma, con sus variaciones dentro de la incertidumbre
experimental.

Sin embargo, es importante sefialar que los elementos Cr, Mn, Se y Sr no forman
carbamatos en las condiciones de aplicacion del método 2. Esto se debe fundamentalmente
a tres factores: al pH, ya que algunos elementos solo forman carbamatos a partir de
determinado valor; a cambios en el grado de oxidacion durante la fotdlisis UV y otros
elementos que como el Cr, forman mayoritariamente hidroxidos. [2]

59



% de recuperacion Preconcentracion

120 =

100

80

60 -

40

20

Cr

Fe

Co

Ni  Cu

Elemento

Zn

I 10 ug totales
[ 20 ug totales
I 100 g totales
1200 ug totales

Se Sr Fb

Fig.6.11: Porcentajes de recuperacion para
espinaca, 5 min de exposicion a UV.

% de recuperacion Preconcentracion

120 =

100

80

60 -

40

20

Cr

Fe

Co

Ni  Cu
Elemento

Zn

I 10 pg totales
[ 20 pg totales
I 100 g totales
[1 200 ug totales

Se Sr Fb

Fig.6.13: Porcentajes de recuperacion para
ciruela, 5 min de exposicion a UV.

% de recuperacion Preconcentracion

Fig.6.

Capitulo 6: Resultados y discusion

I 10 ug totales
[ 20 g totales
I 100 pg totales
1200 pg totales

120 =

100 -

80

60+

404

20+

Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Se
Elemento

12:Porcentajes de recuperacion

para espinaca, 10 min de exposicion a UV.

% de recuperacion Preconcentracion

I 10 g totales
[ 20 g totales
I 100 pg totales
[0 200 pg totales

120 =

Cr Mn Fe Co N Cu Zn Se Sr Pb
Elemento

Fig.6.14: Porcentajes de recuperacion
para ciruela, 10 min de de exposicion a UV.
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6.1.4 Resultados del método optimizado en estandares internacionales.
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|

Fig.6.15: Porcentajes de recuperacion para espinaca a 90 °C.

Para comprobar la validez de la prueba de hipétesis 3, se aplicd el método ya optimizado a
la cuantificacion de trazas de estandares del NIST de hojas de espinaca y de durazno, por
las tres técnicas propuestas. Los resultados obtenidos se muestran en las tablas 1 y 2. Para
las concentraciones no detectadas se uso n.d.

Hojas de Espinaca NIST 1570a
Elemento | Certificado Observado Observado Observado
(mg/kg) PIXE (mg/kg) | AAN (mg/kg) | AA (mg/kg)

Mn 75.9 (3.8) nd nd nd
Co 0.39 (0.02) 0.36 (0.02) 0.4 (0.01) n.d
Ni 2.14 (0.11) 2.1(0.1) . 2.16 (0.2)
cu 12.2 (0.61) 13.2 (0.3) . 12 (0.5)
Zn 82 (4.1) 84 (6) 80 (6) 83 (5)
Se 0.117 (0.01) n.d n.d nd
Sr 55.6 (2.78) n.d n.d n.d

Tabla 6.1:; Porcentaje de recuperacion de trazas en hojas de espinaca. Los resultados observados son
el promedio de 12 réplicas.
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Hojas de Durazno NIST 1547a
Elemento Certificado Observado Observado
(mg/kg) PIXE (mg/kg) | AAN (mg/kg)
Cr 1 (0.05) n.d 1.2 (0.06)
Mn 98 (4.9) n.d n.d
Fe 218 (10) 200 (7) 223 (15)
Co 0.07 (0.004) n.d 0.1 (0.01)
Ni 0.69 (0.03) 0.64 (0.05) n.d
Ccu 3.7(0.19) 3.7(0.2) n.d
7n 17.9 (0.9) 19(1) 16.9 (1)
Se 0.12 (0.01) n.d n.d
S 53 (2.65) n.d n.d
Pb 0.87 (0.04) 0.84 (0.05) n.d

Tabla 6.2: Porcentaje de recuperacion de trazas en hojas de durazno. Los resultados observados son

el promedio de 12 réplicas.

6.1.5 Descripcion de la metodologia final.

Finalmente, el método FUV/PIXE quedo definido como una combinacién de los siguientes
procedimientos secuenciales:

1.
2.
3.

5.

6.

Se toman 50 mg de la muestra a analizar, previamente seca y molida.

Se irradia por 5 min a 90 °C con el laser UV de 248 nm.

La solucién resultante se filtra por un filtro de membrana Nuclepore de 0.45 um
previamente pesado, para eliminar la materia organica no digerida y determinar la
reduccion de masa.

Si las concentraciones que se requiere cuantificar son muy bajas, se unen varias
soluciones hasta completar 150 0 200 mg de muestra original (segun los limites de
deteccion y cuantificacion reportados).

Se preconcentran los metales como carbamatos siguiendo el procedimiento
previamente caracterizado.

Se cuantifican las trazas con PIXE.

6.1.6 Porcentaje de recuperacion de los elementos con cenizas.

Para esta caracterizacion se usaron 6 réplicas de estandares del NIST de hojas de espinaca,
hojas de tomate y hojas de durazno sin y con estandar de 24 elementos. Se degrado la
materia organica por calcinacion y luego las cenizas fueron disueltas en acido nitrico al
65%. Se aplico el método 2 para preconcentrar las trazas como carbamatos. EI promedio de
recuperacién con su desviacion estandar y su coeficiente de variacion para cada elemento,
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se muestran en la tabla 3. De ella podemos concluir que para la mayoria de los elementos
tiene un comportamiento similar a la FUV/PIXE.

Elemento | 09 s CV (%)
recuperacion.
Fe 99 1 147
Co 95 5 511
Ni 95 6 6.73
Cu 95 6 6.43
Zn 56 5 9.47
Pb 9% 5 5.29

Tabla 6.3: Porcentaje de recuperacion de trazas con cenizas y preconcentracion, promediados para
tres estandares.

6.2 Validacion. [4, 5, 6]
Precision del sistema

La prueba de la precision con que el GUPIX determina las concentraciones que son
posteriormente ajustadas al Pd como estandar interno, se aplicd para una concentracién
total depositada en un filtro que varié entre 0.025 pg/cm?® y 5.0 ug/cm?. Esta prueba resultd
satisfactoria para concentraciones a partir de 0.05 pg/cm?.

El primer valor de concentraciones probado (0.025 pg/cm?) resulté tener un CV del orden
del 10%, cuando nuestro criterio de aceptacion es del 5%. Como se vera mas adelante este
punto esté por debajo de los limites de cuantificacion calculados para cada elemento. En las
tablas 6.4 a la 6.7 se muestran los promedios de las respuestas del sistema con sus
respectivas desviaciones estandar y coeficientes de variacion.

Respuesta
Elemento (uglem?) c CV (%)
Fe 0.024 0.002 8.58
Co 0.024 0.002 7.40
Ni 0.024 0.002 8.46
Cu 0.024 0.002 7.19
Zn 0.021 0.002 10.93
Pb 0.024 0.002 7.54

Tabla 6.4: Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion (n=6) de la respuesta del
sistema para la concentracion de 0.025 pg/cm?.
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Respuesta
Elemento (ug /sz) c CV (%)
Fe 0.051 0.002 4.26
Co 0.051 0.002 4.80
Ni 0.050 0.003 5.30
Cu 0.051 0.002 4.39
Zn 0.048 0.004 7.33
Pb 0.051 0.002 4.64

Tabla 6.5: Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion (n=6) de la respuesta del
sistema para la concentracion de 0.05 pg/cm?.

Respuesta
Elemento (uglem?) c CV (%)
Fe 0.245 0.008 3.11
Co 0.244 0.007 2.83
Ni 0.233 0.011 4.73
Cu 0.249 0.006 2.56
Zn 0.235 0.012 4.97
Pb 0.239 0.008 3.32

Tabla 6.6: Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion (n=6) de la respuesta del
sistema para la concentracion de 0.25 pug/cm? (Concentracion de referencia).

Respuesta
Elemento (uglem?) c CV (%)
Fe 5.02 0.04 0.88
Co 5.04 0.03 0.54
Ni 5.03 0.03 0.60
Cu 5.09 0.06 1.13
Zn 4.93 0.06 1.14
Pb 4.96 0.07 1.43

Tabla 6.7: Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion (n=6) de la respuesta del
sistema para la concentracion de 5 pg/cm?.

Aunque la concentracién de referencia usada fue de 0.25 pg/cm? (equivalente a 5 mg/kg en
50 mg de muestra digerida), se probo la precision del sistema en el intervalo presente en las
tablas, debido a la variabilidad de concentraciones que presentan las frutas y verduras para
los diferentes elementos estudiados. Es pertinente sefialar que, en todos los casos
estudiados, el andlisis involucra la preparacion de muestras y la cuantificacion con PIXE.
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Linealidad del sistema.

El sistema es lineal para todos los elementos estudiados en el intervalo de concentraciones
de 0.025-20 pg/cm?. Nétese que en este caso se reporta el Se, porque el analisis se hace con
un placebo analitico. En la tabla 6.8 se muestran los parametros fundamentales de la
linealidad del sistema.

Todos los r* son mayores de 0.98 y los intervalos de confianza para la pendiente no
incluyen el cero, que eran los criterios de aceptacidn para esta prueba. Esto significa que en
todos los casos la respuesta del sistema es directamente proporcional a la concentracion de
cada uno de los analitos. Los modelos matematicos sélo tienen validez en el intervalo
generado, aunque se conoce que para PIXE, el sistema se comporta lineal en un amplio
intervalo de concentraciones.

Las curvas de linealidad tanto del sistema como del método y sus pardmetros
correspondientes se encuentran en el anexo Il11.

Intervalo de confianza de la
2 ; Intervalo de
Elemento y=mx+Db r pendiente linealidad ( /sz)
(o = 0.025) Hg
Fe 1.016x -0.025 1.000 1.010-1.023 0.025 - 20
Co 1.011x -0.023 0.999 1.002 - 1.019 0.025 - 20
Ni 1.008x -0.014 1.000 1.004 - 1.012 0.025 - 20
Cu 1.023x -0.014 1.000 1.016 - 1.029 0.025 - 20
Zn 0.968x -0.022 0.999 0.956 - 0.981 0.025 - 20
Se 0.953x +0.016 0.999 0.945 - 0.962 0.025 - 20
Pb 0.979x -0.009 1.000 0.972 - 0.986 0.025 - 20

Tabla 6.8: Ecuacion de la recta (y=mx+b), coeficiente de determinacion, intervalo de confianza para
la pendiente e intervalo de linealidad para los elementos estudiados.

Exactitud y repetibilidad del método.
El método es preciso y reproducible segun se muestra en las tablas 6.9, 6.10 y 6.11. Los
intervalos de confianza para la media poblacional que no incluyen el 100%, son aquéllos de

los elementos con mayor variabilidad en la eficiencia de formacién de carbamatos y en su
estabilidad.
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Concentracion 0.025 pglem? 0.05 pg/cm?
Elemento haes o CV (%) vhak o CV (%)
recuperacion recuperacion
Fe 97 6 6.12 98 3 2.75
Co 96 6 5.60 97 2 2.24
Ni 90 6 6.35 97 3 3.31
Cu 99 6 5.66 98 2 2.43
Zn 91 9 10.26 92 5 5.55
Pb 93 5 5.52 98 3 2.75

Tabla 6.9: Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacion (n=6) de los porcentajes de
recuperacion de cada elemento para la concentracion de 0.025 pg/cm? y 0.05 pg/cm?. En negritas

los CV>5%.
Concentracion 0.25 pglcm? 5 pg/cm?
Elemento does . CV (%) ke . CV (%)
recuperacion recuperacion
Fe 99 3 3.07 98 2 2.48
Co 100 3 2.80 99 2 1.94
Ni 98 3 3.20 99 2 155
Cu 101 3 2.55 101 3 2.80
Zn 87 4 4.99 95 1 1.56
Pb 99 3 3.30 96 1 0.58

Tabla 6.10: Promedio, desviacion estandar y coeficiente de variacién (n=6) de los porcentajes de
recuperacion de cada elemento para la concentracion de 0.25 pg/cm?y 0.5 pg/cm?.

Intervalo de confianza para la media poblacional
Elemento (o =0.025)
0.025 pg/cm?® | 0.05 pug/cm? | 0.25 pglem® | 5 pg/em?
Fe 90.8-103.5 95-100.6 95.6-101.9 95.9-101
Co 90.5-102.2 95-99.6 96.8-102.7 96.9-100.9
Ni 83.3-96.4 93.9-100.6 95-101.6 97.4-100.6
Cu 92.8-104.8 95.8-100.8 98-103.4 97.9-103.8
Zn 81.7-100.5 87.1-97.8 82.8-91.9 93.7-96.8
Pb 87.8-99.2 94.8-100.5 95.3-102.1 95.4-96.5

Tabla 6.11: Intervalos de confianza para los promedios de los porcentajes de recuperacién de cada
elemento, en negritas los que no incluyen el 100%.
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Linealidad del método.

En la tabla 6.12 se muestran los principales pardmetros estudiados en la linealidad del
método. Todos los coeficientes de determinacion son mayores de 0.98, los intervalos de
confianza de la pendiente que no incluyen el 1, son nuevamente los elementos que
presentan mas variabilidad en la eficiencia de formacion de carbamatos. Todos los
intervalos para la ordenada al origen incluyen el cero. Algunos coeficientes de variacion de
regresion sobrepasan el 5%, pero no se considera significativo.

Tanto la preparacion de muestras como la cuantificacion con PIXE, han demostrado ser
viables para el anélisis rutinario de metales traza en frutas y verduras.

Intervalos de confianza
Elemento | y=mx+b r? (o =0.025) CVyx(%)
. Ordenada al
Pendiente .
origen
Fe 1.009x-0.03 0.999 0.996-1.022 -0.114-0.060 7.2
Co 1.001x-0.02 0.999 0.992-1.009 -0.073-0.041 47
Ni 0.996x-0.01 1.000 0.99-1.001 -0.049-0.029 3.2
Cu 1.016x-0.02 0.999 1.008-1.024 -0.075-0.034 4.4
Zn 0.940x-0.02 0.999 0.931-0.950 -0.079-0.046 55
Pb 0.954x+0.003 1.000 0.952-0.957 -0.014-0.019 14

Tabla 6.12: Ecuacién de la recta (y=mx+b), coeficiente de determinacién, intervalos de confianza
para la pendiente y ordenada al origen e intervalo de linealidad para los elementos estudiados. En
negritas los intervalos de confianza para la pendiente que no incluyen el 1y los CV mayores del
5%.

Estabilidad analitica de la muestra.

Para evaluar la estabilidad analitica de la muestra, solo se considerd critico el tiempo que
transcurria desde que se agregaban los reactivos para formar los carbamatos hasta el
filtrado de la misma. En este caso, se conocia de la literatura que el reactivo debe ser fresco
(preparado el mismo dia) y no se requieren condiciones especiales para almacenar la
muestra una vez preparada.

En las tablas de la 6.13 a la 6.18 se muestran las diferencias entre las cantidades agregadas
(Yo=100.00 %) y las recuperadas del analito (y,), para Fe, Co, Ni, Cu, Zn y Pb, para
periodos de tiempo antes de filtrar de 0.5, 1, 3, 8, 12 y 24 horas. Las diferencias en casi
ningln caso sobrepasan el 5%, que es nuestro criterio de aceptacion, por lo que se puede
concluir que la muestra es estable. Esta prueba se realiz6 a la concentracion de referencia
de 0.25 pg/cm?.
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Tiempo antes de filtrar

Fe Vo (%) 05h 1h 3h 8 h 12 h 24h
y1 (%) Y2 (%) ys (%) Ya (%) ys (%) Ys (%)
A 100.00 100.24 | 100.26 99.24 99.68 98.21 98.34
Yo- Ya 0 -0.24 -0.26 0.76 0.32 1.79 1.66

Tabla 6.13: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Fe.

Tiempo antes de filtrar

o Vo (%) 05h 1h 3h 8h 12 h 24h
y1 (%) Y2 (%) y3 (%) ya (%) ys (%) Yo (%)
A 100.00 97.13 99.95 97.11 96.79 100.14 99.79
Yo- Yn 0 2.87 0.05 2.89 3.21 -0.14 0.21

Tabla 6.14: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Co.

Tiempo antes de filtrar

Ni Vo (%) 05h 1h 3h 8h 12 h 24h
y1 (%) Y2 (%) ys (%) Ya (%) ys (%) Ys (%)
)_/n 100.00 95.58 98.77 98.56 102.04 97.21 97.18
Yo - 9n 0 4.42 1.23 1.44 -2.04 2.79 2.82

Tabla 6.15: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Ni.

Tiempo antes de filtrar

cu vo (%) 05 h 1h 3h 8h 12 h 24h
Yi(%) | y2(%) | y3(%) | ya(%) | Ys(%) | Ys(%)

Vi 100.00 100.83 | 101.02 | 10049 | 9830 | 100.35 | 101.27
Yo - Yn 0 -0.83 -1.02 -0.49 1.70 -0.35 -1.27

Tabla 6.16: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Cu.
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Tiempo antes de filtrar
7n Yo (%) 05h 1h 3h 8h 12 h 24h
~ ’ Yi(%) | ¥2(%) | ys(%) | va(%) | ys(%) | ys(%)
A 100.00 94.25 97.39 93.96 97.63 95.20 95.11
Yo- Vn 0 5.75 2.61 6.04 2.37 4.80 4.89

Tabla 6.17: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Zn. En
negritas las diferencias que sobrepasan el 5%.

Tiempo antes de filtrar
0.5h 1h 3h 8h 12 h 24h
P %
P YO0 ] o) | v | v | vae) | ys(®) | ye (%)
Yn 100.00 95.89 97.28 95.79 94.15 93.29 96.17
Yo- Vn 0 4.11 2.72 4.21 5.85 6.71 3.83

Tabla 6.18: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Pb. En
negritas las diferencias que sobrepasan el 5%.

Sensibilidad.

Los limites de deteccion y cuantificacion se muestran en la tabla 6.19 y se calcularon con
base en la curva de calibracion y la desviacion estandar de regresion. Con esta metodologia
de preparacion de muestras logramos bajar, para la mayoria de los casos, los limites de
deteccion 5 veces, 0 sea a 0.2 mg/kg en 50 mg de muestra digerida, tomando como
referencia 1 mg/kg para muestras bioldgicas, que es el limite de deteccion reportado en la

literatura.

Limite de deteccion Limite de cuantificacion
Elemento 2 2
(ng/em®) (ng/cm®)
Fe 0.012 0.036
Co 0.013 0.040
Ni 0.014 0.041
Cu 0.014 0.042
Zn 0.018 0.055
Se 0.015 0.044
Pb 0.016 0.048

Tabla 6.19: Limites de deteccion y cuantificacion.
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Robustez.

Para evaluar la robustez, s6lo se consideraron criticas las variaciones en el pH de la muestra
en el momento de agregar los reactivos para formar los carbamatos. El intervalo de pH del
método esta entre 3.5 y 4. Se amplié un poco mas para esta prueba, con el objetivo de
considerar pequefias modificaciones en esta magnitud debidas a errores instrumentales o de
manipulacion.

En las tablas de la 6.20 a la 6.25 se muestran las diferencias entre las cantidades agregadas
(Y0o=100.00 %) y las recuperadas del analito (y,), para Fe, Co, Ni, Cu, Zn y Pb, a distintos
pH (entre 3.0 y 4.5). Nuevamente se observa que en casi ningun caso sobrepasan el 5%, que
es nuestro criterio de aceptacion, por lo que se puede concluir que la muestra es robusta a
pequefias variaciones del pH. Esta prueba se realizé a la concentracion de referencia de
0.25 pg/cm?.

pH de la muestra
3.0 35 3.7 4.0 45
F %
L v | v @) | v ) | ve®) | ys (%)
Vi 100.00 98.37 99.40 98.48 96.80 99.18
Yo- Vn 0 1.63 0.60 1.52 3.20 0.82

Tabla 6.20: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Fe a

diferente pH.

pH de la muestra
3.0 35 3.7 4.0 4.5
%
Co ] WO |y | v ) | vs®) | ya(®) | ys (%)
Yn 100.00 98.19 100.27 99.03 100.39 99.24
Yo- Vn 0 1.81 -0.27 0.97 -0.39 0.76

Tabla 6.21: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Co a

diferente pH.

pH de la muestra
. 3.0 3.5 3.7 4.0 45
%
N L YO0 ] yios) | v | ys () | e | ys (6)
Yn 100.00 97.67 97.22 95.66 100.48 93.98
Yo- Vn 0 2.33 2.78 4.34 -0.48 6.02

Tabla 6.22: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Ni a

diferente pH. En negritas las diferencias que sobrepasan el 5%.
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pH de la muestra
3.0 3.5 3.7 4.0 4.5
%
cu ] |y | v | v | ve®) | ys(%)
Y 100.00 102.40 | 102.71 | 101.20 | 101.32 | 100.23
Yo- Yn 0 -2.40 -2.71 -1.20 -1.32 -0.23

Tabla 6.23: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Cu a

diferente pH.

pH de la muestra
3.0 3.5 3.7 4.0 4.5
z %
N L YO o) | v 6 | ya () | @) | ys(%)
Yo 100.00 97.37 94.70 96.20 95.43 95.16
Yo- Vn 0 2.63 5.30 3.80 4.57 4.84

Tabla 6.24: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Zn a
diferente pH. En negritas las diferencias que sobrepasan el 5%.

pH de la muestra
3.0 3.5 3.7 4.0 4.5
Pb %
P YO e | v | v | v | ys ()
Yn 100.00 95.17 96.45 96.17 95.36 95.03
Yo- Vn 0 4.83 3.55 3.83 4.64 4.97

Tabla 6.25: Diferencias entre la cantidad agregada y la cantidad recuperada del analito para Pb a
diferente pH.

6.3 Analisis de metales traza en suelos y plantas de dos zonas cercanas a la Ciudad de
México irrigadas con aguas residuales.

6.3.1 Estudio de suelos.

Para tener un estudio completo de las zonas de interés, se colectaron en cada una los suelos
superficiales donde estaban creciendo las plantas estudiadas. Las muestras se prepararon de
manera convencional, secando, moliendo y haciendo pastillas para su posterior analisis con
PIXE (ver capitulo 2). Para los suelos no es necesario un paso de preconcentracion debido a
que los elementos de interés estan presentes en concentraciones cuantificables. La
calibracion del sistema se realizé utilizando un estandar de suelo IAEA-SOIL-7 y sedimento
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lacustre IAEA-SL-1. Una comparacion entre los valores certificados y los obtenidos con
PIXE para la concentracion de los elementos de interés en sedimento lacustre Buffalo River
NIST 1547se muestra en la figura 6.16.

I Concentracion GUPIX
50000 ~ [ Concentracion de referencia

40000 -

30000 »

AN

500 <

400 +

Concentracion (mg/kg)

300
200

100 4 Il
] II e I

0_ —
V Cr Mn Fe Co Ni Cu Zn Ga As Br Rb Sr Pb
Elemento

Fig.6.16: Comparacion de las concentraciones obtenidas con PIXE y las certificadas, para 5
espectros.

Los resultados obtenidos para los suelos se muestran en las figuras 6.17, 6.18 y 6.19. Para
los dos primeros, los resultados son el promedio de 5 réplicas y el tercero es un promedio
de todos los suelos colectados en cada zona. En los suelos del Valle del Mezquital, las
concentraciones de Cr, Co y Cu exceden los niveles considerados como potencialmente
peligrosos, mientras que la concentracion de otros elementos como Ni, Zn y Pb esta cercana
a estos valores. Notese que las concentraciones de los suelos irrigados por 50 y 100 afios
son muy similares, lo que sugiere que en este Gltimo periodo de 50 afios se originaron
niveles mas altos de contaminacion.

Para los suelos de Tl&huac, la situacién es mas critica en cuanto a los niveles de Pb, que
exceden los niveles considerados como potencialmente peligrosos junto con el Cr, Coy Cu.
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Fig.6.17: Niveles m&ximos encontrados en
suelos de Tlahuac.
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I Suelo del Mezquital (50 afios)
B Suelo del Mezquital (100 afios)
[ Niveles potencialmente peligrosos

1000 <

100

Concentracién (mglkg)

=]
sl

Cr Mn Co Mi Cu Zn Fb
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Fig.6.18: Comparacion entre suelos
irrigados por 50 y 100 afios en el VM.

I Suelos del Mezquital
I Suelos de Tlahuac
[ Niveles potencialmente peligrosos

Ni
Element

Fig.6.19: Comparacion entre las concentraciones promedio de 8 suelos de Tlahuac y el Mezquital.

6.3.2 Estudio de plantas. [7]

Los elementos traza en plantas y su funcién metabdlica se pueden caracterizar de acuerdo a

los siguientes procesos:

Procesos enzimaticos

Deficiencia y toxicidad.
Competencia idnica e interaccion.

agbrwnE

Absorcion y transporte dentro de la planta.

Concentracion y formas en que ocurre.

73



Capitulo 6: Resultados y discusion

Estos procesos estan bien estudiados para algunos elementos traza y para otros se requiere
mas investigacion. La reaccion de la planta ante el estrés quimico causado tanto por la
deficiencia como por el exceso de elementos traza no esta bien definida, debido a que las
plantas han desarrollado mecanismos bioguimicos durante su desarrollo y evolucion, que
les permiten adaptarse y tolerar los cambios quimicos del medio ambiente.

Las plantas revelan varias tendencias en la absorcion de elementos traza. Tres
caracteristicas generales pueden distinguirse: acumulacion, indicacion y exclusion. Estas
dependen en gran medida de las habilidades especificas de cada planta y difieren mucho de
especie en especie.

Con el andlisis cuantitativo de elementos traza en plantas, propusimos estudiar la
distribucién de varios metales en diferentes partes de plantas de frutas y vegetales. Ademas
de probar las potencialidades analiticas del nuevo método propuesto, ahora aplicado a
estudios de campo. Entre las frutas y verduras analizadas se encuentran quelite, membrillo,
calabaza, calabacita, jitomate, ciruela, lechuga, espinaca, nopal, alfalfa, etc. También se
debe tener en cuenta que algunos de estos productos se emplean en la alimentacion animal.
Los nombres cientificos de las plantas estudiadas se encuentran en el anexo 1V.

En este estudio se determinaron las concentraciones y en algunos casos la distribucion en
diferentes partes de la planta, de algunos elementos traza. Los resultados en mg/kg para
masa seca estan resumidos en las figuras 6.20 — 6.25 y en las tablas 6.28 — 6.33. Para el
caso de las figuras, se incluye la comparacion con los niveles toxicos reportados en la
literatura para plantas [18] y se hizo una seleccidn para ilustrar plantas con concentraciones
reportadas como normales y plantas con niveles de Cu, considerados toxicos para las
plantas.
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Quelite
13563 63 25 30 62 13 Conc. suelo
(mg/kg)
20
100 O Nivel téxico

10 M hojas
15 30

M| tallos

O raiz

Fe Co Ni Cu Zn Pb

Fig.6.20: Concentraciones en plantas de quelite cultivadas en Tlahuac. Para la raiz y los tallos los

niveles de Cu sobrepasan los considerados tdxicos.

Calabacita
16866 78 30 38 69 36 Conc. suelo
(mg/kg)
275 20
10 100 O Nivel téxico
15 O flor
30| mhojas
649 O tallos
a7
Fe Co Ni Cu Zn Pb

Fig.6.21: Concentraciones en plantas de calabacita cultivadas en Tlahuac. Para la flor y las hojas los

niveles de Cu sobrepasan los considerados tdxicos.
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Memobrillo
17955 71 29 38 51 36 Conc./ li uelo
m
10 (mg/kg)
O Nivel téxico
% 20 100 O fruto
10 .
15 30| mhojas
O tallos
22
Fe Co Ni Cu Zn Pb

Fig.6.22: Concentraciones en plantas de membrillo cultivadas en Tlahuac.

Chile Serrano

14928 72 36 39 61 69 Conc. suelo
(mg/kg)
54
20 10d O Nivel toxico
10 O fruto
154 15 30| @ hojas
W tallos
G = = B
Fe Co Ni Cu Zn Pb

Fig.6.23: Concentraciones en plantas de chile serrano cultivadas en Tlahuac.
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Lechuga romana
10451 51 23 35 63 25 Conc. suelo
T (mg/kg)
20
100 O Nivel toxico
223 n O corazon
15 30| @hojas
O raiz
167
Fe Co Ni Cu Zn Pb

Fig.6.24: Concentraciones en plantas de lechuga romana cultivadas en Tlahuac. Para las hojas y el
corazén los niveles de Cu sobrepasan los considerados téxicos.

Jitomate
13563 63 25 30 62 13 Conc. suelo
— o (mg/kg)
01 Nivel toxico
10 100 | fruto maduro

m fruto verde

15 .
l 30| m hojas
212
. | tallos
493 !

- Oraiz
Fe Co Ni Cu Zn Pb

Fig.6.25: Concentraciones en plantas de jitomate cultivadas en Tlahuac. Para las hojas, la raiz y el fruto
maduro los niveles de Cu sobrepasan los considerados toxicos.

En las tablas 6.26 — 6.33 se muestran las concentraciones para Fe, Co, Ni, Cu, Zny Pb de
todas las plantas analizadas, tanto con el método FUV/PIXE como con calcinacion y
preconcentracion. Las tablas estan clasificadas por el suelo donde se colectaron las
diferentes plantas estudiadas. En total se estudiaron 8 sitios (suelos 1-8). En cada caso, las
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concentraciones en las plantas fueron comparadas con el analisis de muestras del suelo
superficial donde se encontraban creciendo. La desviacion estandar (n=8) esta incluida en
las concentraciones reportadas para los suelos. Los niUmeros en negritas, corresponden a
valores obtenidos con el método de calcinacion + preconcentracion.

Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb
Suelo1 | 14000 (1000) 63 (6) 25 (1) 30 (3) 62 (5) 12.8 (0.7)
raiz 240 (10) 0.81(0.04) | 2.30(0.1) 31(2 31(2 1.9 (0.1)
Quelite tallos 85 (4) 0 0.98 (0.05) 18 (1) 25 (1) 0.75 (0.04)
hojas 210 (10) 0 1.43(0.07) | 13.8(0.7) 31(2) 0.57 (0.03)
fruto m 330 (20) 0.91 (0.05) 4.1(0.2) 16 (1) 22 (1) 0.54 (0.03)
fruto v 330 (20) 0.20 (0.01) | 1.77(0.09) | 14.8(0.7) 24 (1) 0
Jitomate raiz 400 (20) 0 1.73 (0.09) 21 (1) 30(2) 0.79 (0.04)
tallos 110 (5) 0.89 (0.04) 4.9(0.2) 10.6 (0.5) 21 (1) 0.45 (0.02)
hojas 240 (10) 0 3.9(0.2) 17 () 22 (1) 0.29 (0.01)

Tabla 6.26: Concentracion de elementos traza en Quelite, Tomate y Jitomate cultivados en el suelo 1 de
Tl&huac (en mg/kg).

Parte

Fe

Co

Ni

Cu

Zn

Pb

Planta

Suelo 2

17000 (1000)

78 (5)

305 (2)

38 (1)

69 (5)

37(2)

Calabazag. | tallos 85 S42 0.08 50.004g 0.82 50.04! 4.6 SO.Zg 14 !1! 0.36 !0.02!

_ tallos 40 (2) 0.04 (0.002) | 1.22(0.06) | 4202 [ 8(0.4) | 0.33(0.02)
Calabacita | hojas 640 (30) 3.20(0.16) | 2.60(0.13) 17 (1) 30 (1) 0
flor 270 (10) 1.03(0.05) | 6.1(0.3) 18 (1) 24(1) | 1.18(0.06)

Tabla 6.27: Concentracion de elementos traza en Calabaza guia y Calabacita cultivadas en el suelo 2 de
Tlahuac (en mg/kg).

Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb
Suelo 3 | 18000 (2000) 71 (3) 29 (2) 38 (4) 51 (2) 36 (1)
Nopal fruto 33(1) 0.11 (0.01) 1.6 (0.08) 3.8(0.2) | 16.2(0.8) | 0.05(0.003)
hojas 48 (2) 076(004) | 059(003) | 121(0.6) 3102 077 (0.04)
tallos 21 (1) 0.09 (0.005) | 0.1 (0.01) 1.8 (0.1) 5.8(0.3) | 0.07(0.004)
Membrillo | hojas 88 (4) 0.24 (0.01) | 0.48(0.02) 2.9(0.1) 7.4 (0.4) 0.68 (0.03)
fruto 33(1) 0.04 (0.002) | 0.39 (0.02) 2.2(0.1) 2.5(0.1) 0.13 (0.01)

Tabla 6.28: Concentracion de elementos traza en Nopal y Membrillo cultivados en el suelo 3 de Tlahuac
(en mg/kg).
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Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb
Suelo4 | 15000 (1000) 76 (4) 32(3) 34 (1) 64 (6) 49 (2)
Romero  |Noias 63 (3) 0 3.2(0.2) 15 (1) 24(1) | 0.33(0.02)
raiz 58 (2) 0.43 (0.02) 1.5(0.1) 13 (1) 12 (1) 0
Acelga tallos 21 (1) 0 0.1 (0.007) 5.1 (0.3) 8.5(0.4) | 0.12(0.01)
hojas 130 (6) 2.4 (0.1) 2.7(0.1) 48 (2) 55 (3) 0
tallos 115 (5) 1.7 (0.1) 2.2(0.1) 16 (1) 24 (1) 0.94 (0.05)
Pera hojas 150 (7) 0.7 (0.04) 1.2 (0.1) 13 (1) 33(2) 0.13 (0.01)
fruto 77 (3) 1.34 (0.07) 1.2 (0.1) 16 (1) 29 (1) 1.47 (0.07)

Tabla 6.29: Concentracion de elementos traza Romero, Acelga y Peras cultivadas en el suelo 4 de Tlahuac

(en mg/kg).
Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb

Suelo 5 15000 (1000) 72 (6) 37 (3) 39 (2) 61 (2) 69 (3)
fruto 34 (1) 0.04 (0.002) | 0.96 (0.05) | 4.4(0.2) 20 (1) 0.12 (0.01)
Chiles hojas 152 (7) 0.38(0.02) | 1.21(0.06) | 8.7 (0.4) 21 (1) 0.82 (0.04)
tallos 53 (2) 0.11(0.01) | 0.47(0.02) | 4.4(0.2) | 5.2(0.3) | 0.07 (0.004)
raiz 128 (6) 0.49 (0.02) 4.1(0.2) 20 (1) 31(2) 0.94 (0.05)

Verdolaga | hojas 152 (7) 1.22 (0.06) 3.8(0.2) 10.5 (0.5) 26 (1) 0.6 (0.03)

tallos 90 (4) 1.67 (0.08) | 1.6(0.08) | 7.4(0.4) 25 (1) 0.18 (0.01)
Coliflor hojas 127 (6) 0 2.3(0.1) 26 (1) 20 (1) 1.18 (0.06)
corazon 116 (5) 0 1(0.05) 12.4 (0.6) 17 (1) 0.21 (0.01)

Tabla 6.30: Concentracién de elementos traza en Chiles, Verdolaga y Coliflor cultivados en el suelo 5 de
Tlahuac (en mg/kg).

Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb
Suelo 6 13600 (800) 76 (6) 28 (3) 37 (1) 53 (2) 7.1(0.5)
Cilantro hojas 63 (3) 0 0.16 (0.01) 5.9 (0.3) 20 (1) 0.46 (0.02)
raiz 161 582 0.49 (0.02) | 0.73(0.04) 9.2 (0.5) 13 (1) 0.47 (0.02)
Espinaca raiz 270 (10) 0.61 (0.03) 2.8(0.1) 11 (0.6) 28 (1) 1.62 (0.08)
hojas 240 (10) 0 1.12 (0.06) 5.5 (0.3) 25 (1) 0
Hierbabuena | tallos 79 (3) 0.04 (0.002) | 0.32(0.02) 4.9(0.2) 17 (1) 0.44 (0.02)
hojas 170 (8) 1.02 (0.05) | 0.68(0.03) | 11.5(0.6) 23 (1) 0.76 (0.04)

Tabla 6.31: Concentracion de elementos traza en Cilantro, Espinaca y Hierbabuena cultivadas en el suelo
6 de Tl&huac (en mg/kg).
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Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb
Suelo 7 10500 (1000) 51 (1) 23 (1) 35 (3) 63 (2) 26 (1)
planta 80 (4) 0 0.63 (0.03) 7.1(0.4) 27 (1) 0.55 (0.03)
Betabel raiz 280 (10) 0.67 (0.03) 5.7 (0.3) 8.2(0.4) 31(2) 4.6 (0.2)
tubérculo 320 (20) 2.7 (0.1) 6.7 (0.3) 20 (1) 59 (3) 6.3 (0.3)
hojas 181 (9) 1.19 (0.06) | 1.16 (0.06) 17.3 (0.9) 26 (1) 0
corazén 47 (2) 0 0.33 (0.02) 23 (1) 21 (1) 0.15 (0.01)
Lechuga
romana hojas 220 (10) 0 0.59 (0.03) 29 (2) 25(1) 0.8 (0.04)
raiz 165 (8) 0.61 (0.03) | 0.79 (0.04) 7.4 (0.4) 12 (1) 1.11 (0.06)
Habas raiz 420 (20) 3.5(0.2) 1.63 (0.08) 6.2 (0.3) 13 (1) 1.9 (0.1)
tallos 220 (10) 0.53(0.03) | 0.86 (0.04) 6.3 (0.3) 32(2) 1.34 (0.07)

Tabla 6.32: Concentracion de elementos traza en Betabel, Lechuga Romana y Habas cultivadas en el
suelo 7 de Tlahuac (en mg/kg).

Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb
Suelo 8 | 9800 (900) 60 (5) 23 (1) 35 (2) 69 (5) 15.4 (0.8)
Lechuga raiz 350 (20) 1.82 (0.09) 5.2 (0.3) 17.1(0.9) 36 (2) 3.13(0.16)
hojas 158 §72 0.16( 0.01) 1.13 (0.06) 3.8(0.2) 17 (1) 0.46 (0.02)
Epazote tallos 35 (1) 0.09 (0.005) | 0.24 (0.01) 3.3(0.2) 24 (1) 0.24 (0.01)
hojas 140 (6) 0 3.4(0.2) 32 (2) 45 (2) 3.8(0.2)

46 (2) 0.13(0.01) | 073(0.04) | 4.4(0.2) 6.2(0.3) | 0.18(0.01)

Rabano | tubérculo 480 (20) 1.16 (0.06) 0.94 (0.05) 11.4 (0.6) 39 (2) 5.1(0.3)

Tabla 6.33: Concentracion de elementos traza en Lechuga, Epazote, Chile y Rabano cultivados en el suelo
8 de Tlahuac (en mg/kg).

En ciertos vegetales, frutas y tubérculos mostrados (partes comestibles), se observa una
concentracion de Pb que supera el limite mayor recomendado por la FAO/OMS para la
ingesta en vegetales y sus derivados, (0.2 mg/kg). Las partes comestibles para las que se
encontraron estos valores incluyen: hojas de quelite, jitomate maduro, flor de calabaza,
pera, verdolagas, hierbabuena y epazote. Valores ain mayores se observaron en los
tubérculos (betabel y rabano). Esto puede considerarse potencialmente peligroso para la
salud humana.

Para los otros elementos estudiados, no existen niveles maximos establecidos para un
consumo seguro, por lo que los resultados se discuten con base en los niveles considerados
como fitotdxicos o al porcentaje de captacion comparado con el nivel del suelo.

En el caso del Fe los sintomas de toxicidad no son especificos y difieren significativamente
entre las especies. Pero en este caso, la concentracion de Fe, se compara con los intervalos
normales de variacion reportados en la literatura [8], que son de 39-130 mg/kg, para las
plantas comestibles. En nuestro caso, resultan elevados para plantas tales como: quelite,
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jitomate, flor de calabaza, hierbabuena, lechuga y particularmente altos (mayor que 300
mg/kg), en los tubérculos. Estos niveles corresponden aproximadamente a una captacion
del orden del 1% del nivel reportado en el suelo.

La captacion de Co no super0 el 1% del nivel del suelo en la mayoria de los casos. Niveles
ligeramente mayores se observaron sélo en jitomate maduro, flor de calabaza, acelga y
hierbabuena, los cuales rebasaron los niveles méximos (0.2 mg/kg) reportados como
normales para algunas plantas comestibles.

Pese a que el Ni es un metal facilmente captado por las plantas y los niveles fitotdxicos
varian entre 10-100 mg/kg, dependiendo de la especie, nunca se observaron estos niveles en
las plantas colectadas en Tlahuac.

La captacion de Cu en cambio, es bastante elevada y alcanza niveles cercanos al 50%, con
respecto al nivel del suelo, en plantas como quelite, tomate, betabel, lechuga, epazote,
jitomate, flor de calabaza, pera y cercanos al 100% en la acelga. Pero sélo la acelga, la
lechuga y el epazote presentan concentraciones dentro del intervalo considerado fitotoxico
(20-100 mg/kg).

El Zn, al igual que el Cu, es captado en proporciones elevadas, cercanas al 50% del nivel en
el suelo. Sin embargo, cuando se compara con los niveles fitotoxicos (100-400 mg/kg), los
niveles observados son mucho menores.

En general, aungue los niveles en suelos son altos, los metales no son transferidos a las
plantas en sus diferentes partes (con algunas excepciones). Esto puede deberse al pH
altamente alcalino de los suelos de Tlahuac (entre 7 y 8.6) y al alto contenido de materia
orgénica que favorece la formacion de complejos que inmovilizan a los metales, reduciendo
su disponibilidad para ser tomados por las plantas. [8]

En la tabla 6.34 se muestran los resultados obtenidos para plantas de alfalfa, calabacita,
avena y pasto cultivadas en el Valle del Mezquital, con sus respectivos suelos. Es
importante sefialar que en la zona, practicamente lo que encontramos fueron cultivos de
alfalfa, por lo que la variedad de plantas estudiadas fue muy pequefa.
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Planta Parte Fe Co Ni Cu Zn Pb
Suelo 2 | 19000 (1000) | 61 (6) 35 (3) 130 (10) 770) 43(2)
Calabacita | tallos | 420(20) | 017(001) | 13(0.07) 9.6 (0.5) 18 (1) 0.98 (0.05)
hojas 210 (10) | 0.95(0.05) | 1.04(0.05) | 10.1(05) 32(2) 0.6 (0.03)
Suelo 2 | 19000 (1000) | 61 (6) 35 (3) 130 (10) 77 () 43(2)
Alfalfa |__hoias 230 (10) | 0.16 (0.01) 2.7(0.) 6.9 (0.3) 9(0.5) 1.14 (0.06)
tallos 91 (4) 0.2(0.01) | 085 (0.04) 3.8(0.2) 9.2(05) | 044 (0.02)
raiz 440 (20) 1.4 (0.07) 3(0.1) 105 (0.5) 104(05) | 1.9(01)
Suelo4 | 20000 (2000) | 64 (5) 36 (1) 128 (8) 67 (3) 32(2)
espigas 92(4) | 0.02(0.001) | 68(0.3) 9.6 (0.5) 16 (1) 0.25 (0.01)
Avena allosy | o1 0.53 (0.03 2.4 (0
o (10) 53 (0.03) 4(0.1) 3.2(0.2) 54(03) | 04(0.02)
planta 129(6) | 0.66(0.03) 2.5 (0.1) 9(0.5) 8.6(04) | 0.79(0.04)
basto | SUelo3 [ 18000 (1000) [ 66 (3) 33 (1) 107 (4) 80 (5) 52 (2)
pasto 114(5) | 054(0.03) 8.6 (0.4) 8.1(0.4) 55 (3) 0.45 (0.02)

Tabla 6.34: Concentraciones en plantas de alfalfa, calabacita, avena y pasto cultivadas en el Valle del

Mezquital (en mg/kg).

Se observa que los niveles de Cu en suelos, estdn considerablemente mas altos que los
reportados en Tlahuac, aunque no se observa absorcion significativa por parte de las
plantas. Estos cultivos de la zona del Valle del Mezquital, se destinan fundamentalmente al
consumo animal, pero se debe prestar atencion a los niveles de ciertos elementos que
pueden pasar al ser humano a través del consumo de carnes y productos animales
derivados.
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Conclusiones

Durante el desarrollo de este trabajo se ha cumplido con los objetivos propuestos. Se
desarrolld, se optimizd y se validé un nuevo método de cuantificacion de trazas en
frutas y verduras: FUV/PIXE. ElI mismo permite estudiar las concentraciones de Fe, Co,
Ni, Zn. Cuy Pb, presentes en las plantas desde 0.2 mg/kg, en 50 mg de masa digerida.

Un paso importante dentro del método es la preconcentracion de los elementos como
carbamatos, que no solo permitio bajar los limites de deteccidn, sino también eliminar
selectivamente ciertos elementos ligeros de la misma, con el propdsito de disminuir el
fondo en el espectro debido a reacciones nucleares. Otra ventaja de FUV/PIXE es que
no requiere de altas temperaturas para la digestion, reduciendo asi la posibilidad de que
se volatilicen elementos de interés de la muestra.

El método es preciso, exacto, lineal, estable y robusto, para el intervalo de
concentraciones estudiadas [0.2-400 mg/kg], que abarca ampliamente la concentracion
a la que se encuentran la mayoria de estos elementos traza en las plantas.

Aungue no se validaron los resultados para otros elementos de interés, la limitacion
fundamental en este sentido fue la preparacion de muestras después de la fot6lisis UV.
De los resultados mostrados, se puede concluir que después de la digestion, una gran
cantidad de elementos se recuperan entre el 92-100%, entre ellos Fe, Co, Ni, Zn. Cu,
Ga, Se, Sry Pb. Otros son reproducibles como el Cr y el Mn, aunque los porcentajes de
recuperacion son mas bajos, 60 y 80%, respectivamente.

Este hecho deja abiertas futuras lineas de investigacion que tengan como objetivo
detectar y cuantificar tanto las trazas que no formaron carbamatos, como trazas de
elementos que no se probaron, como Hg, Cd y As en frutas y verduras. Otros métodos
de preconcentracion y variaciones en sus condiciones de aplicacion (i.e. pH), podrian
probarse como alternativas para estos elementos.

El uso de una fuente de luz laser intensa en el UV para la formacion de radicales libres a
partir de H,O, en disolucion acuosa, reduce considerablemente el tiempo de digestion
de la materia organica, en comparacion con otros métodos ya establecidos. La reduccion
de masa que se logra de esta forma es comparable con la de estos métodos, aunque
depende del tipo de matriz. La fot6lisis UV no requiere de acidos minerales y en general
reduce las fuentes de contaminacion presentes en otros métodos, a causa de los reactivos
quimicos y las altas temperaturas que se requieren.

La simplicidad y brevedad de la preparacion de muestras propuesta también pueden
favorecer la realizacion de estudios de otros recursos naturales (i.e. aguas de riego
residuales, rios, lagos, agua potable) en peligro potencial de contaminacion.
Frecuentemente, estos estudios se ven seriamente limitados por la complejidad y por el
tiempo requerido para los andlisis. En general, con el método desarrollado, se puede
cuantificar un gran nimero de muestras en poco tiempo. Esto permite aumentar el
namero de réplicas en cada estudio, mejorando asi la estadistica. También se podria
extender su campo de aplicacion a otros productos alimenticios tanto solidos como
liquidos e incluso, productos procesados.
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Conclusiones

El empleo de la técnica FUV/PIXE en el anélisis de plantas y suelos de Tlahuac y del
Valle del Mezquital ha arrojado resultados que indican que estas regiones de cultivo
requieren de tratamiento. Los niveles de Cr, Co, Cu y en algunos casos de Pb
encontrados en los suelos, superan a los considerados potencialmente peligrosos para el
cultivo de plantas de consumo animal o humano.

Del estudio realizado en las plantas, se puede concluir que en la mayoria de los casos,
solo un pequefio porcentaje de las cantidades encontradas en los suelos, es absorbida
por la planta. De hecho, sélo en pocos casos encontramos que las concentraciones
superan las consideradas fitotoxicas.

No obstante, es importante sefialar que las concentraciones de Pb en algunas partes
comestibles de las plantas analizadas, excedieron los niveles considerados seguros en
vegetales y derivados por la FAO/OMS para el consumo humano. La presencia del Pb a
estos niveles requiere de futuros estudios, particularmente por los efectos a largo plazo
que tiene este elemento en la salud humana.
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Anexo 1: Formulas de calculo

Formulas de célculo empleadas en la validacion. [1]

Precision, exactitud y repetibilidad.

Media aritmética:

Desviacidn estandar:

Coeficiente de variacion:

n: nimero de mediciones o réplicas.

Linealidad.

Pendiente:

Ordenada al origen:

Coeficiente de determinacion:

Intervalo de confianza para la pendiente:

S:Jn(zyZ)—(zy)z

n(n-1)

CV =2 %100
y

- N xy=> x>y
oy X -0 x)?

b _Zy_blzx
=S

e () -0y’
(X x*) - (X0 y) - (X 0)?)

IC(ﬁ1) = b1 * t0.975,n—28bl

Sp =39S

1
y/x , (ZX)Z
Sl

‘ _JZW—QZW—%Zy
xly —

n-2

Intervalo de confianza para la ordenada al origen: 1C(,) =b, * 4,5, .S,
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1 (9’
SbO = Sy/x —+
n St Q0°
n
Coeficiente de variacion de regresion: CV,,, = —X %100
y

Exactitud y repetibilidad.

: : : - S
Intervalo de confianza para la media poblacional: 1C(x) = y£t;4 4 T
n

Para el resto de las pruebas se usan las férmulas de media aritmética, desviacion estandar y
coeficiente de variacion. En el caso de la sensibilidad, los limites de deteccion y
cuantificacion se calcularon con el método de curva de calibracion basada en la desviacion
estandar de regresion y se usan las mismas formulas que para la linealidad.

. . 3.3*S,,,
Limite de deteccion: LD = b—y
1
. e, 10*S,,,
Limite de cuantificacion: LC = -
1
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Anexo Il: Porcentaje de reduccion de masa de diferentes matrices usando la
descomposicion de la materia organica por calcinacion o cenizas y su desviacion estandar
correspondiente (n=3).

Haba raiz
Cilantro raiz
Hojas de chile
Haba tallos | H
Verdolaga raiz —
Tallos de acelga | H
Chiles
Epazote tallos
Lechuga rom.
Lechuga raiz
Quelite raiz
Rabano hojas H
Hierbabuena T T H
Membrillo tallo —
Espinaca raiz |
Betabel planta | H
Cilantro [ H
Nopal Tuna B
Durazno
Espinaca
Tomate hojas

% de reduccion de masa (cenizas)
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Avena espigas
Calabacita hojas
Alfalfa raiz

Anexo Il.

Betabel raiz

Alfalfa tallos

Avena

Betabel raiz

Betabel T |

Rabano |

Membrillo fruto i

Lechuga hojas
Chile fruto
Tallos de chile
Alfalfa hojas
Membrillo H
Hierbabuena H
Lechuga rom.R
“lor de calabaza
Raiz de romero

Tomate hojas I

% de reduccion de masa (cenizas)

89



Anexo Ill; Linealidad

ANEXO I1I: Curvas de linealidad del sistema y del método.

Linealidad del sistema para Co, Cu, Fe, Ni, Pb, Se y Zn. Curvas de respuesta del sistema en
funcidn de la concentracion agregada.

Linealidad del sistema para Co | Linealidad del sistema para Cu
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' = 0.999436647 » = 0.999665021 /
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Propiedad medida (concentracion pgicm’)
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Concentracion (uglem’) Concentracion (uglem’)

Linealidad del método para Fe | Linealidad del sistema para N_u]

y = 1.009x -0.026815288 y = 1.00B4x - 0.0136 /

r = 0.998656738 v ¥ = 0.999862757
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n
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Anexo Ill; Linealidad

Linealidad del método para Co, Cu, Fe, Ni, Pb, y Zn. Curvas de concentracion recuperada

en funcion de la concentracion agregada.
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Anexo Ill; Linealidad
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Anexo IV: Nombres cientificos de algunas de las plantas estudiadas.

Planta Nombre cientifico
Quelite Chenopodium spp.
Jitomate Lycopersicum esculentum
Calabaza guia Cucurbita maxima
Calabacita Cucurbita pepo
Nopal Opuntia robusta
Membrillo Cydonia oblonga
Romero Rosmarinum officinalis
Cilantro Coriandrum
Acelga Beta vulgaris
Espinaca Spinacia oleracea
Pera Pyrus communis
Chiles Capsicum annum
Hierbabuena Mentha piperita
Betabel Beta vulgaris
Verdolaga Portuclaca oleracea
Lechuga romana Lactuca sativa longifolia
Habas Vicia faba
Coliflor Brassica oleracea L.
Lechuga Lactuca sativa
Epazote Chenopodim ambrosioides
Réabano Raphanus sp.
Alfalfa Medicago sativa
Avena Avena sativa L.
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