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1.SiMBOLOS Y ABREVIATURAS

ADHD
ALA

BLL
Conaive
DMSA

E.l

EPA
GFAAS
ICP - EAS

ICP - MS
ISTP
IUPAC
KED
LoD
LoQ
pg/dL
MRC
NIST
ppb
ppm
QID
RF

uma

Déficit de atencién e hiperactividad

Acido D-aminolevulinico

Niveles de plomo en sangre

Camara Nacional de la Industria del Vestido

Acido dimercaptosuccinico

Estandar Interno

Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos
Espectrometria de absorcién atomica con horno de grafito
Espectrometria de emision atdmica con plasma acoplado
inductivamente

Espectrometria de masas de plasma acoplado inductivamente
Ingesta Semanal Tolerable Provisional

Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada
Discriminacién de energia cinética

Limite de deteccion

Limite de cuantificacién

Microgramos / decilitro

Material de Referencia Certificado

Instituto Nacional de Tecnologia y Estandares

Partes por billon o pg/L

Partes por milléon o ug/ml

Deflector de iones cuadrupolo

Radiofrecuencia

Unidades de masa atomica



2. INTRODUCCION

Dentro del sector de los dulces, se puede encontrar fruta deshidratada
generalmente enchilada, como el mango, que representa una opcion atractiva y
diferente para el consumidor. Este tipo de productos es ampliamente demandado
por la poblacién. Una de las principales amenazas para el ser humano por su
consumo a largo plazo es, que éstos contengan niveles altos de metales pesados,
de los cuales el plomo es el mas conocido. Los nifios y las mujeres embarazadas
suelen ser los principales consumidores de dulces y a su vez, es la poblacién mas
susceptible a una intoxicacion por plomo, como consecuencia es nhecesario
conocer si el consumo de estos productos causa algun dafio potencial a la salud

humana.

Para este estudio se compararon y analizaron muestras de mango deshidratado,
natural y con chile. Teniendo como hipdtesis que, el mango deshidratado
enchilado contendra una mayor cantidad de plomo que el mango deshidratado
natural, ya que el chile por su manipulacién, podria elevar el contenido de plomo

en la muestra.

Se cuantifico la cantidad de plomo presente en mango deshidratado disponible en
la Central de Abastos ubicada en la delegacion Iztapalapa de la Ciudad de México.
Se seleccion6 este mercado, porque de alli se distribuye a gran parte del pais. El
contenido de metales pesados en los materiales estudiados se analizd mediante
espectrometria de masas con plasma acoplado (ICP — MS), aplicandoles antes un
tratamiento fisico (homogeneizacion) y quimico (digestion acida asistida por
microondas).

Se establecid el contenido de plomo en las muestras y en el Material de
Referencia Certificado (MRC) (hojas de durazno NIST 1547, National Institute of
Standards and Technology, USA).

Asi como la validacion parcial del método analitico.



3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos generales

-Desarrollar la metodologia analitica para la cuantificacion de plomo en mango
deshidratado mediante ICP — MS.

-Cuantificar la cantidad plomo en mango deshidratado mediante espectrometria de
masas con plasma inductivamente acoplado (ICP — MS); para saber si excede los
limites maximos permisibles reportados en Normas Nacionales e Internacionales
y por ende causar un dafo potencial a la salud humana por su consumo.

- Se espera obtener una mayor cantidad de plomo en las muestras de mango
deshidratado enchilado debido al chile que contiene la muestra; ya que se sabe
que se recoge y se muele sin tener una limpieza minuciosa y el chile puede
contener restos de tierra que a su vez contribuyen a una mayor cantidad de plomo

en la muestra.

3.2 Objetivos especificos

-Optimizar la metodologia analitica aplicando el método gravimétrico

- Conocer el funcionamiento del ICP — MS

- Evaluar la metodologia analitica desarrollada a través de los siguientes
parametros de desempeno: limite de deteccion, limite de cuantificacion, intervalo
lineal, intervalo de trabajo, exactitud, veracidad, precision, repetibilidad,

reproducibilidad, recuperacion, sensibilidad.



4. MARCO TEORICO

Las frutas pueden contener y acumular metales pesados dependiendo del lugar de
cultivo y de las propiedades naturales de las plantas (Wagner, 1993),
contribuyendo de esta manera a la ingesta dietética de metales particularmente
peligrosos, entre ellos: plomo.

Pero no sdlo la fruta puede contener plomo, existen otras fuentes de exposicion al
plomo en el caso del mango deshidratado enchilado, como el -chile.
Frecuentemente el chile no se limpia antes de molerse y la tierra puede tener
plomo que se mezcla con él o bien, el plomo puede ser depositado en el suelo y
/o absorbido por las plantas, incluyendo plantas cultivadas para la alimentacién. El
plomo que entra en la planta no siempre se puede eliminar completamente
mediante lavado u otros pasos en el proceso de los alimentos.

Las frutas son tradicionalmente un importante componente de la dieta humana,
contienen muchos compuestos biolégicamente activos que tienen efectos
benéficos en la salud (Hakkinen, 1999; Awad, 2000, Rahua, 2000). Sin embargo,
una parte considerable de la poblacion mundial las consume en cantidades
insuficientes. La oferta de productos novedosos a base de frutas, listos para
consumir permite contrarrestar el bajo consumo de frutas frescas. El uso de las
frutas tropicales, esta siendo una excelente opcion para obtener un producto con
un valor afadido adecuado. Entre este tipo de frutas, el mango es una de las mas
apreciadas y demandadas por sus extraordinarias propiedades gustativas. En
afnos recientes, los mangos se establecieron como una fruta fresca de mayor
produccion y como productos procesados en el mercado global. El mango ocupa
el quinto lugar en importancia dentro de las frutas producidas en el mundo.

Una parte de la produccién de mango se destina a ser procesada en forma de
mango deshidratado, ya que mediante ésta, se pueden aprovechar frutos no
adecuados para su comercializacion y exportacion en fresco y/6 simplemente
ofrecerle la oportunidad al consumidor de disponer y disfrutar facilmente de una
fruta tropical lista para comer con buenas caracteristicas gustativas y nutritivas.
Desde otra perspectiva, dentro del sector de los dulces, se puede encontrar la
fruta deshidratada natural o enchilada, como el mango, que también debe cumplir



con el nivel maximo permisible de plomo: 0.1 ug/mL (ppm), establecido por la FDA
en dulces consumidos por nifios pequenos; en México la Secretaria de Salud ya
esta trabajando en el proyecto de Norma Oficial Mexicana PROY-NOM-217-
SSA1-2002, Productos y servicios. Productos de confiteria. Especificaciones

sanitarias. Métodos de prueba.

4.1 ;Qué es un metal?

Los metales son tipicamente definidos por las propiedades fisicas del elemento en
el estado sdlido, pero varian ampliamente con el elemento metalico. Entre las
propiedades de los metales en general, destacan la alta reflectividad (brillo), alta
conductividad eléctrica; alta conductividad térmica, ductilidad y resistencia
mecanica. Desde el punto de vista toxicolégico; una caracteristica importante de
los metales es que pueden reaccionar con los sistemas biolégicos por la pérdida
de uno o mas electrones para formar cationes (Vouk, 1986).

Una visién general de la toxicologia de los metales se muestra en la Figura 1.

Ciclo ambiental Ecotoxicidad
Distribucion global Suelo
Biotransformacion |/ Plantas
Biomagnificacion Animales domeésticos
Fauna
/ J‘\“t
) Dosis
Forma qulrr]ica Ccupacional Absorcion
Natural - Especiacion | Ambiental . Distribucion
Antropogénica Esencialidad Dietetico Biotransformacion
Meédico Excrecion
—_— "y
Existencia Quimica Exposicién humana Toxicocinética

T

Unitn accidental, mimetismo

Estrés oxidativo Edad, género, etc.
Efectos adversos Inhibicidn de enzimas Mecanismo adaptativo
para la salud Diafio al DA Transporte del metal
Expresion aenética Proteinas de union de metal
- p-
Mecanismos Factores del organismo

Figura1.Visién de toxicologia de los metales. Curtis D. Klaassen, Ph.D.,
2008



4.2 Metales como toxicos

El uso de metales ha sido fundamental para el progreso y el éxito de la civilizacion
humana. Seria dificil imaginar una sociedad avanzada sin una amplia utilizacion
de compuestos metalicos. Los metales son los unicos entre las sustancias toxicas
contaminantes que ocurren naturalmente y, en muchos casos, se encuentran en el
medio ambiente humano. Por lo tanto, independientemente de que los metales se
utilizan en procesos industriales ¢ productos de consumo, un cierto nivel de
exposicidon humana es inevitable. Ademas, toda la vida ha evolucionado en la
presencia de metales y los organismos se han visto obligados a hacer frente a
estos potencialmente toxicos. De hecho, muchos metales se han vuelto esenciales
en diversos procesos bioldgicos. Su esencialidad, va de la mano de la
acumulacion intencional, transporte, almacenamiento, mecanismo de uso. Sin
embargo, incluso los metales esenciales seran toxicos con el aumento de la
exposicion. Esto da lugar a que el metal no esencial toxico imita la funcidon de los
metales esenciales y por lo tanto, puede tener acceso y potencialmente alterar
funciones celulares clave. Esto también puede explicar la bioacumulacién de los
metales toxicos.

La contribuciéon antropogénica para los niveles de metales en el aire, agua, suelo,
alimentos estan bien reconocidos. El uso humano de los metales también pueden
alterar la forma quimica o especiacion de un elemento y por lo tanto tener un
impacto potencial toxico. Con algunas notables excepciones, la mayoria de los
metales se reciclan con moderacién una vez utilizados. Estos factores se
combinan para hacer metales muy persistentes en el medio ambiente. Los metales
son sin duda uno de los toxicos mas antiguamente conocidos por el hombre
debido a su uso muy temprano. Por ejemplo, el uso del plomo comenzd antes de
2000 a.C. cuando se obtuvieron abundantes suministros a partir de minerales
como un subproducto de la fundicion de la plata. La primera descripcion del colico
abdominal en un hombre que extraia metales se le acredita a Hipocrates en el afo
370 a.C.

Sin embargo, la mayor parte de la utilizacién de los metales se ha producido

desde el inicio de la revolucion industrial. Muchos de los metales que hoy en dia



han generado preocupacién desde el punto de vista toxicolégico se han
descubierto hace relativamente poco tiempo.

Histéricamente, la toxicologia del metal preocupa en gran medida, ya que
manifiesta efectos a altas dosis como los colicos abdominales por plomo o la
sangrienta diarrea y uropenia después de la ingestién de mercurio.

Debido a los avances en la comprension de la toxicidad potencial de los metales,
con las consiguientes mejoras en la higiene industrial y las normas ambientales
mas estrictas, tales efectos agudos de altas dosis ahora son poco frecuentes.
Otros efectos crénicos tdxicos importantes incluyen la carcinogénesis y varios
metales han surgido como carcindgenos humanos.

La asignacion de efectos toxicolégicos para cada metal puede ser dificil, ya que
algunas veces se carece de especificidad, ya que puede ser una enfermedad
compleja causada por un numero de diferentes productos quimicos ¢ incluso
combinaciones de productos quimicos. Ademas los seres humanos nunca se
exponen a soélo un unico metal, sino mas bien a mezclas complejas. Los metales
como una clase de toxicos claramente presentan muchos desafios en la
investigacion toxicoldgica. (Curtis D. Klaassen, Ph.D., 2008)

En esencia, como especies metales elementales no son biodegradables. Esta
indestructibilidad combinada con la bioacumulacion contribuye a la gran
preocupacion que se le tiene a los metales como toxicos.

Los metales mas elementales tienden a formar enlaces iénicos. Sin embargo, la
conjugacion biolégica para formar compuestos organometalicos pueden ocurrir por
diversos metales (Dopp, 2004), en particular con los metaloides, como el arsénico,
que muestran cualidades carbonosas y metalicos mixtos. La capacidad redox de
un metal 6 compuesto metalico también debe considerarse como parte de su
metabolismo. El metabolismo de los metales es complejo y sutil pero puede tener

un impacto téxico potencial directo.

4.3 Movimiento de los metales en el medio ambiente

Los metales se redistribuyen de forma natural en el medio ambiente de forma
geologica y ciclos biolégicos. El agua de lluvia disuelve las rocas y los minerales y
transporta materiales, incluyendo metales, a los rios y agua subterranea (por
ejemplo, el arsénico), depositando materiales adyacentes en el suelo, y
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eventualmente el transporte de estas sustancias al océano para precipitarlas como
sedimento o tomado para la formacion de agua de lluvia para ser reubicados en
otro lugar.

Los ciclos biolégicos mueven a los metales incluyendo la biomagnificacion por las
plantas y los animales resultando la incorporacion en el ciclo de los alimentos.

En comparacién, la actividad humana a menudo intencionalmente acorta el tiempo
de residencia de los metales en los depdsitos minerales, y puede resultar en la
formacion de nuevos compuestos metalicos, no naturales. Por ejemplo, la
distribucion de cadmio proviene principalmente de las actividades humanas. La
industria mejora en gran medida la distribucion del metal en el ambiente global por
descarga a la tierra, al agua y al aire.

El aumento de la distribucion de metales y compuestos metalicos en el medio
ambiente, especialmente a través de las actividades antropogénicas, plantea
aumentar la preocupacion por los efectos ecotoxicolégicos. Informes de
intoxicacion por metales son comunes en las plantas, los organismos acuaticos,
invertebrados, peces, mamiferos marinos, aves y animales domésticos. Por
ejemplo la intoxicacion por mercurio, por el consumo de pescado que contiene
altos niveles de metilmercurio y la intoxicacion por cadmio debida al consumo de
arroz cultivado en suelos contaminados con cadmio de los vertidos industriales,
son ejemplos de las consecuencias humanas de la contaminacion del medio
ambiente.

No toda la toxicidad humana se produce a partir de metales depositados en la
biosfera por la actividad humana, Por ejemplo, la intoxicacion crénica por arsénico
de altos niveles de arsénico natural inorganico en el agua potable es un problema
de salud importante en muchas partes del mundo. (Curtis D. Klaassen, Ph.D.,
2008)

4.4 Mecanismos quimicos de la toxicologia de los metales

Quimicamente, los metales en su forma iénica pueden ser muy reactivos y pueden
interactuar con los sistemas bioldgicos en una gran variedad de maneras. En este
sentido, una célula presenta numerosos ligandos de union a metales. Por ejemplo,
los metales como el cadmio y el mercurio se adhieren facilmente al azufre en las

proteinas como un bio — ligando preferido. Tal unién accidental es un mecanismo
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quimico importante por el cual los metales exdgenos ejercen efectos toxicos que
pueden resultar en un re — arreglo estérico que perjudica la funcién de las
biomoléculas (Kasprzak, 2002). Un ejemplo, seria la inhibicion de la actividad de la
enzima por la interaccion de metal en distintos sitios del centro activo, tales como
la inhibicién por plomo en la enzima de sintesis del grupo hemo. La inhibicién de
enzimas biolégicas criticas es un mecanismo molecular importante de la
toxicologia del metal.

Los metales pueden mostrar formas especificas de ataque quimico a través del
mimetismo. En este sentido, los metales toxicos pueden actuar como imitadores
de metales esenciales, que se unen a sitios fisiologicos que normalmente estan
reservados para un elemento esencial. Debido a su privilegiada quimica, éstos
estdn involucrados en una variedad de claves metabdlicas y funciones de
sefalizacion (Kasprzak, 2002; Primos, 2006).

A través del mimetismo, los metales téxicos pueden tener acceso e interrumpir
potencialmente una variedad importante de funciones celulares mediadas por
metales. Por ejemplo, el mimetismo y la sustitucion de zinc, es un mecanismo de
toxicidad para el cadmio, cobre y niquel. El talio imita al potasio y el manganeso
imita al hierro como un factor critico en su toxicidad. EI mimetismo del arseniato y
vanadato de fosfato permite el transporte celular de estos elementos téxicos,
mientras que el selenato, molibdato y cromato mimetizan al sulfato y pueden
competir con los acarreadores de sulfato y en las reacciones quimicas de
sulfatacion (Puentes y Zalpus, 2005).

El' mimetismo molecular o idénico a nivel de transporte es a menudo un
acontecimiento clave en la toxicidad de los metales.

Otra reaccién quimica clave en la toxicologia del metal es el dano oxidativo
mediado por metales. Muchos metales pueden actuar directamente como centros
cataliticos para reacciones redox con oxigeno molecular u otros agentes oxidantes
endégenos, la modificacion oxidativa de la produccion de biomolécula, tales como
proteinas 6 ADN. Esto puede ser un paso clave en la carcinogenicidad de ciertos

metales (Kasprzak, 2002).

1Propiedad de algunos metales para asemejarse a otros metales.



Alternativamente, los metales pueden desplazar elementos esenciales activos
redox de su ligando celular normal, que a su vez, puede resultar en el dafo celular

oxidativo.

4.5 Factores que impactan en la toxicidad del metal

Los factores estandar que impactan el potencial toxico de todos los productos
quimicos aplican también para los metales. Factores relacionados con la
exposicidon incluyen la dosis, la via de exposicion, la duracion y frecuencia de la
exposicion. Los metales pueden ser muy reactivos, y la puerta de entrada es a
menudo inicialmente el 6rgano mas afectado, como sucede con los pulmones
después de la inhalacion.

Factores basados en el organismo hospedero? pueden afectar la toxicidad de los
metales; entre los que se incluyen la edad en la exposicidn, el género y la
capacidad de biotransformacion. Por ejemplo, es evidente que los sujetos mas
jovenes suelen ser mas sensibles a intoxicacién por metales, como por ejemplo,
con la neurotoxicidad de plomo en los nifios. La principal via de exposicion a
muchos metales tdéxicos en los nifios es la comida y los nifios consumen mas
calorias por kilogramo de peso corporal que los adultos. Ademas, los nifios tienen
una mayor absorcion gastrointestinal de metales, en particular; el plomo. El rapido
crecimiento en el prenatal representan oportunidades para los efectos téxicos,
incluyendo potencialmente la carcinogénesis de agentes metalicos y varios
metales (por ejemplo, arsénico, niquel, plomo y cromo) son carcindgenos
transplacentarios en los roedores.

En la etapa fetal |la toxicidad de los metales esta bien documentada, asi como los
efectos teratogénicos de muchos metales.

Para muchos compuestos inorganicos no hay impedimento para el transporte
transplacentario, al igual que con el plomo o el arsénico, los niveles fetales de
plomo en la sangre humana son similares a los niveles maternos. Generalmente,
se cree que las personas mayores son mas susceptibles a la toxicidad de los

metales que los adultos mas joévenes. El reconocimiento de los factores que

2Organismo que alberga a otro en su interior o que lo porta sobre si.
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influyen en la toxicidad de un metal es importante en la determinacion de riesgo,
particularmente en sub-poblaciones susceptibles.

Factores quimicos afectan directamente el potencial toxico de los metales. Esto
incluiria el compuesto metalico preciso y su estado de valencia o su especiacion.
Por ejemplo, el metilmercurio es una potente neurotoxina, mientras que los
mercuriales inorganicos atacan principalmente el rifion. Del mismo modo, el
estado de oxidacion del cromo puede diferenciar lo esencial (de origen natural de

cromo trivalente) de especies tdxicas (cromo hexavalente).

La importancia de los metales tiene relacion directa con el potencial téxico de un
metal. Cualquier metal idnico -tbre” seria potencialmente toxico debido al potencial
reactivo. La necesidad de acumular metales esenciales dicta la evolucion de los
sistemas para el transporte, almacenamiento y utilizacion, asi como, dentro de los
limites, el exceso de eliminacion.

Respecto a esto, se esperaria que los elementos metalicos esenciales mostraran
una curva de dosis — respuesta -J”, en la cual a bajos niveles de exposicion, los
efectos toxicos adversos ocurririan por deficiencia, pero a niveles altos de
exposicion también se produciria toxicidad. Los metales toxicos no esenciales
pueden imitar a los elementos esenciales y alterar la homeostasis, al igual que con
el cadmio, que puede desplazar potencialmente al zinc para unirse a factores de
transcripcion y enzimas dependientes de zinc (Waalkes, 2003).

Los mecanismos adaptativos pueden ser criticos para los efectos toxicos de los
metales, y los organismos tienen una variedad de rutas en las cuales se pueden
adaptar de otro modo a las alteraciones del metal.

Tipicamente, la adaptacion se adquiere después de las primeras exposiciones y
puede ser de larga duracion o transitoria después de que la exposicion cesa.

La adaptacion puede estar en el nivel de la absorcion o excrecion o con algunos
metales, a través del almacenamiento a largo plazo en una forma toxicoldgica
inerte. Por ejemplo, parece haber una mejora en el flujo de salida de arsénico que
esta implicado en la tolerancia adquirida al metaloide en el nivel celular (Liu et al.,
2001). Por el contrario, el secuestro intencional de metales tdxicos es otra tactica
de adaptacién y hay ejemplos de almacenamiento a largo plazo que implican

inclusiones de plomo en el cuerpo, los cuales se forman en varios 6rganos y
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contienen proteinas inmovilizadas por plomo, lo cual aumenta claramente los
efectos cronico téxicos por el plomo, incluyendo la carcinogénesis (Waalkes,
2004).

La exposicion a metales también puede inducir una cascada de respuestas
genéticas / moleculares que pueden a su vez, reducir la toxicidad, tales como el
estrés oxidativo inducido por la respuesta del metal (Valko, 2006). Esta claro que
adquirié la adaptacion al metal, aunque permite la superviviencia celular inmediata
y puede de hecho ser un factor potencial que contribuye a la toxicidad a largo
plazo. Por ejemplo, adquirié auto — tolerancia al cadmio o la apoptosis® inducida
por arsénico puede contribuir realmente a la eventual carcinogénesis permitiendo
la supervivencia de las células dafiadas que de otra manera tendrian que haber
sido eliminadas. (Hart, 2001; Pi, 2005).

4.6 Biomarcadores de la exposicion al metal

Los biomarcadores de exposicion, la toxicidad y la susceptibilidad son importantes
en la evaluacion del nivel de preocupacion con la intoxicacion de metales. Los
biomarcadores de exposicidn, tales como las concentraciones en sangre u orina
han sido ampliamente usados con metales. Las técnicas en la toxicologia
molecular han ampliado en gran medida las posibilidades de los biomarcadores.
Por lo tanto, en el caso del cromo, los complejos DNA — proteina pueden servir
como un biomarcador a la exposicion y al potencial carcinogénico. La capacidad
para la expresion de genes que juega un papel protector contra la toxicidad del
metal, tal como, con la metalotioneina y la hemo-oxigenasa, parecen prometer
como biomarcadores de efecto y susceptibilidad. El uso de dichos biomarcadores
bien podria permitir la identificacion de sub — poblaciones particularmente
sensibles.

La dosis de un metal es un concepto multidimensional y es una funcién del tiempo,

asi como la concentracion. La definicion de dosis mas relevante,

®Destruccion o muerte celular programada provocada por ella misma, con el fin de autocontrolar su

desarrollo y crecimiento.
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toxicologicamente hablando es la cantidad de metal activo dentro de las células
del 6rgano afectado. La forma activa se presume que es el metal libre, pero es
realmente dificil o imposible determinarlo con precision.

Un indicador critico de la retencion de un metal es su vida media biolégica, o el
tiempo que toma para que el cuerpo u érgano excrete la mitad del monto
acumulado. La vida media biolégica varia segun el metal, asi como el 6rgano o
tejido. Por ejemplo, la vida biolégica media del cadmio en el rifidn y la del plomo
en los huesos son de 20 a 30 afios respectivamente, mientras que para algunos
metales, tales como arsénico o litio, son solo de un par de horas a dias. Para
muchos metales, se necesita mas que la vida media para describir
completamente la retencion.

La vida media del plomo en la sangre es sélo de unas pocas semanas, en
comparacioén con la vida media mucho mas larga en el hueso.

La sangre, la orina y el pelo son los tejidos mas accesibles para la cuantificacion
de exposicién a metales. Los resultados de las mediciones individuales pueden
reflejar la exposicion reciente o de larga duracion o exposicion en el pasado, en
funcién del tiempo de retencion en un tejido en particular.

Las concentraciones en sangre y orina por lo general, aunque no siempre, son el
reflejo de las exposiciones mas recientes o correlaciona los efectos adversos
agudos. Una excepcion es el cadmio urinario, lo que puede reflejar el dafio renal
relacionado con una acumulacion de cadmio renal a lo largo de varias décadas. El
pelo puede ser util en la evaluacidon de la exposicion del metal durante el periodo
de su crecimiento. Los analisis se pueden realizar en varios segmentos de cabello
y comparar el contenido de metal en los mas nuevos con las exposiciones
pasadas. Se ha encontrado en los niveles de mercurio en el cabello una medida
fiable de la exposicidon a metilmercurio. Sin embargo, para la mayoria de otros
metales, el pelo no es un tejido fiable para medir la exposicion debido a depdsitos
de metal de fuentes de contaminacion externa, que pueden complicar el analisis.
(Curtis D. Klaassen, Ph.D., 2008)

4.7 Proteinas de unién a metal y transportadores de metal
Las proteinas de union a metales son un aspecto critico en el metabolismo de

metales esenciales y toxicos (Zalpus y Koropatnick, 2000). Hay diferentes tipos de
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proteinas que juegan un papel importante en la disposicion de los metales en el
cuerpo.
La unién no especifica a las proteinas, como la albumina de suero o hemoglobina,

actua en el ftransporte del metal y la distribucion en los tejidos.

Los metales varian en su sitio de unioén a la proteina y pueden atacar una variedad
de residuos de aminoacidos. Ademas, las proteinas con la propiedad especifica
de union a metal desempenan papeles especiales en el transito de metales
esenciales especificos, y los metales toxicos pueden interactuar con estas
proteinas a través del mimetismo. Las proteinas de unidon a metal son una parte

importante, es un tema emergente en la fisiologia y toxicologia de los metales.

Las metalotioneinas son una clase importante de proteinas de uniéon a metal que
funcionan en la homeostasis del metal esencial y la detoxificacion de metales
(Klaassen, 1990). Son pequenas (6000 Da), solubles, y ricos en ligandos tiol
orientados internamente. Estos tiol ligandos proporcionan la base para la alta
afinidad de union de varios metales esenciales y toxicos, incluyendo zinc, cadmio,
cobre y mercurio.

Las metalotioneinas son altamente inducibles por una variedad de metales u otros
estimulantes.

La transferrina es una glicoproteina que se une a la mayor parte del hierro férrico
en el plasma y ayuda al transporte de hierro a través de las membranas celulares.
La proteina también transporta aluminio y manganeso.
La ferritina es principalmente una proteina de almacenamiento de hierro. Se ha
sugerido que la ferritina puede servir como una proteina desintoxicante de metales
en general, porque se une a una variedad de metales toxicos, incluyendo cadmio,
zinc, berilio y aluminio.

La ceruloplasmina es una glicoproteina oxidasa que contiene cobre en plasmas
que convierte el hierro ferroso a hierro férrico, que luego se une a la transferrina.
Esta proteina también estimula la absorcion de hierro por un mecanismo

independiente de transferrina.
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En todas las células existen mecanismos para la homeostasis de iones de metal
que frecuentemente implican un equilibrio entre los sistemas de captacién y de
flujo de salida.

Un rapido incremento en el numero de proteinas transportadoras de metal esta
siendo descubierto, que transportan metales a través de la membrana celular y
organelos dentro de las células.

Los transportadores de metal son importantes para la resistencia celular a metales
o metaloides.

La importancia de transportadores de metales en enfermedades humanas esta
bien ilustrado por la enfermedad de Menkes y la enfermedad de Wilson, que son
causadas por mutaciones genéticas en el cobre y transporte gen de proteina
ATP7A, resultando una deficiencia de cobre (enfermedad de Menkes), o ATP7B,

resultando una sobrecarga de cobre (enfermedad de Wilson).

4.8 Farmacologia de los metales

Los metales y los compuestos metalicos tienen una larga historia de uso
farmacoldgico. Agentes metalicos en gran parte debido a su potencial de toxicidad,
han sido usados en entornos quimioterapéuticos. Por ejemplo, en el siglo XVI ya
se utilizaba el mercurio en el tratamiento de la sifilis.

Hoy en dia, muchos productos quimicos metalicos siguen siendo valiosas
herramientas farmacoldgicas en el tratamiento de las enfermedades humanas,
como se ejemplifica para el uso altamente eficaz de los compuestos de platino en
la quimioterapia para el cancer. Ademas los complejos de galio y titanio son
compuestos metalicos prometedores también en la quimioterapia del cancer.
Otros metales medicinales incluyen el aluminio (antiacidos y tampones
analgésicos), bismuto (Ulcera péptica), litio (trastornos bipolares) y oro (artritis).

El tratamiento de la intoxicacion por metales a veces se usa para prevenir o
incluso intentar revertir la toxicidad. La estrategia tipica es dar quelantes de
metales que formaran un complejo del metal y aumentaran su excrecion
(Klaassen, 2001). La mayoria de los quelantes no son especificos e interactian
con una variedad de metales, eliminando mas que el metal de preocupacion.
Ademas, la gran variedad de ligandos de metal biolégicos es una barrera
formidable para la eficacia quelante (Klaassen, 2001). La terapia de quelacién
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debe considerarse como una alternativa secundaria a reduccién o prevencién de
las exposiciones de metales toxicos. Esta terapia puede ser utilizada para muchos

metales diferentes, incluyendo plomo, mercurio, hierro y arsénico.

4.9 PLOMO

El plomo ha sido usado por los humanos al menos desde hace 700 anos, debido
a su facil extraccion y su facil manejo, ya que es altamente maleable y ductil asi
como facil de fundir. En la edad temprana de bronce, el plomo era usado con
antimonio y arsénico. El simbolo elemental del plomo es Pb, que es una
abreviacion de su nombre en latin plumbum. El plomo en sus compuestos existe
principalmente en forma divalente. El plomo metalico (Pb°) es resistente a la
corrosion y puede ser combinado con otros metales para formar varias aleaciones.
El plomo organometalico fue usado como aditivo para la gasolina.

Las aleaciones de plomo son usadas en baterias, escudos o protecciones contra
la radiacién, tuberias para agua y balas. EI plomo ambiental proviene
principalmente de la actividad humana y es listada como la principal sustancia
toxica.

La eliminacion gradual de la gasolina con plomo, la remocion del plomo de las
pinturas y de las tuberias del suministro de agua han reducido significativamente
los Niveles de Plomo en la Sangre (BLL, por sus siglas en inglés; Blood Lead
Levels) en la poblacion. La exposicidon de plomo en nifios continua siendo un
importante problema de salud. El plomo no es biodegradable y la preocupacion

por su ecotoxicidad sigue incrementando.

4.9.1 Exposicion

El plomo contenido en la pintura es una fuente principal de exposicion al plomo en
nifos. Otras fuentes ambientales de plomo para los bebés y nifios pequefios
arriba de 4 afnos es que se meten la mano a la boca con virutas de pintura o bien
con polvo de los pisos de viviendas antiguas.

El plomo en el polvo doméstico puede provenir del exterior de la casa y puede
estar relacionado con el transito de vehiculos. La principal ruta de exposicion para
la poblacion en general, viene de la comida y el agua.
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La ingesta diaria de plomo ha disminuido dramaticamente en afos recientes y
para bebés y nifios pequefios es < 5 ug/dia (Manton, 2005).

Otras fuentes de exposicion al plomo son el tiro deportivo, la carga manual de
balas, soldadura, fabricacién de joyas, alfareria, fabricacion de armas, pinturas,

artesanias vidrieras. La exposicion laboral, se continua reduciendo gradualmente.

4.9.2 Toxicocinética

El plomo puede penetrar en el organismo por tres vias: respiratoria, digestiva y
cutanea, siendo esta ultima de menor probabilidad (ARTSDR, 2005). El plomo que
atraviesa la piel pasa a través de los foliculos pilosos y glandulas sebaceas vy
sudoriparas directamente al torrente circulatorio. En la especie humana la
absorcion de plomo por via inhalatoria es minima en comparacion con la via
digestiva (Goyer R.A., 1996). En el caso de penetrar por via respiratoria se
combina con proteinas o con el CO, respirado, formandose PbCO03; soluble. Por via
respiratoria, la mas importante en el medio laboral, se llega a absorber el 40 % del
plomo. Parte de este Pb se fija en la saliva y se traga. Por todo lo cual la via
respiratoria estd considerada como la mas peligrosa. Respecto a la absorcion
digestiva, mientras los adultos absorben el 10%, los nifios absorben hasta el 50%
del Pb ingerido (Wittmers L, Aufderheide A,1988, Gerhardsson L.,1995). Por otra
parte, los nifios tienden a retener mayor concentracion del plomo absorbido que
los adultos, en porcentaje se puede cuantificar respectivamente en un 30% y 5%
(Treble R, 1997)

Tras ser absorbido, el plomo en el organismo sigue un modelo tricompartimental:

* El sanguineo (el 2% del contenido total, cuya vida media es de 36 + 5 dias)

» El de los tejidos blandos (cuya vida media es mas prolongada que la anterior,
pero aun no se tienen datos exactos)

* El 6seo (que representa el 90% del contenido total con una vida media entre 10 y

28 anos)

El plomo circula en un 95-99% transportado por los hematies, unido a la
hemoglobina y otros compuestos. Se distribuye desigualmente en los tejidos;
cerca del 10% del plomo es almacenado en los tejidos blandos, conteniendo el
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tejido 6seo el restante 90%. En hueso, el plomo es incorporado a los cristales de
hidroxiapatita, de los cuales puede ser utilizado muy lentamente (Berkowitz GS,
1999). Si las concentraciones en sangre son elevadas, el almacenamiento de
plomo en los huesos se ve favorecido, pudiendo acumularse un 94 % del Pb
absorbido. La sangre transfiere lentamente el plomo a los huesos donde se fija
siguiendo un metabolismo paralelo al del calcio. Debido a la gran cantidad de
plomo acumulada en los huesos, se puede observar radiolégicamente en casos
avanzados de saturnismo, que las metafisis de los huesos largos han aumentado
de espesor y de densidad, apareciendo unas bandas radiopacas en los huesos de
los antebrazos, rodillas, piernas y en el borde del omoplato de personas que no
han finalizado su crecimiento.

Cualquier via de ingestion de plomo tiene su punto final en el higado, el cual
metaboliza los compuestos que a él llegan, eliminando una parte por la bilis.
Cuando existe una insuficiencia hepatica o la concentracion del metal es excesiva
se elimina por el sudor, la saliva, el pancreas y por la orina.

Se excreta fundamentalmente por orina (80%) y de forma secundaria por heces,
saliva. En el caso de baja exposicion al plomo, existe un equilibrio entre el aporte
del toxico y la eliminacion.

Pero, pasado un cierto nivel, comienza a acumularse. Este nivel depende no sdélo
del grado de exposicion, sino también de la edad y de la integridad de 6rganos
como el higado y el rindn (Gonzalez M, 1997).

La semivida del plomo circulante es de unos 25 dias, la del plomo de los tejidos
blandos de unos 40 dias y la del plomo depositado en los huesos puede ser de
hasta 30 anos. Por ello, el plomo en hueso puede ser utilizado para describir, en el

tiempo, el contenido corporal del mismo (Drasch G, 1997)

El plomo liberado de los huesos puede contribuir hasta el 50% del plomo en la
sangre y es una importante fuente de exposicion enddgena.

El plomo liberado de los huesos puede ser importante en los adultos con
exposicion ocupacional acumulada y en mujeres debido a la resorcion Osea
durante el embarazo, lactancia, menopausia y de osteoporosis (Gulson, 2003)

EL plomo atraviesa la placenta, de modo que la sangre del cordon umbilical

generalmente correlaciona los niveles de plomo en sangre materna, pero a
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menudo es ligeramente inferior. La acumulacién de plomo en los tejidos del feto,
incluyendo el cerebro es proporcional a los niveles de plomo en sangre de la
madre (Gover., 1996)

4.9.3 Toxicidad

El plomo puede inducir una amplia gama de efectos adversos en humanos
dependiendo de la dosis y la duracion de la exposicidon. Los efectos tdxicos van
desde la inhibicion de enzimas para la produccion de diversas patologias hasta la
muerte (Gover, 1990). Los nifios son mas sensibles a los efectos en el sistema
nervioso central, mientras que en los adultos el problema son las neuropatias
periféricas crénicas y la hipertension.

Otros tejidos blancos incluyen el gastrointestinal, inmunolégico, 6seo y sistemas
reproductivos. Los efectos sobre la biosintesis del grupo hemo proporcionan un

indicador bioquimico sensible, incluso en ausencia de otros efectos detectables.

4.9.4 Ninos
La exposicion aguda a niveles muy altos de plomo puede provocar encefalopatia
en nifos y otros signos asociados como:

o ataxia.

e cCOma.

e convulsiones.

e hiperirritabilidad.

o estupor.

e la muerte.
En el caso de los nifos, los niveles de plomo en sangre asociados con
encefalopatia, varian de una investigacion a otra, pero parece haber consenso que
niveles de entre 70-80 pg/dL (o valores superiores a éstos) son indicativos de un
riesgo serio. (ATSDR 2005).
Aunque no se presenten sintomas de encefalopatia, estos niveles se encuentran
asociados a incidencias mayores de dafnos neuroldgicos y conductuales duraderos
(ATSDR 2005).
A niveles de exposicion mucho mas bajos, los nifios sufren otros efectos

neurologicos.
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o Los efectos adversos pueden presentarse a niveles bajos de plomo en
sangre, de menos de 10 pg/dL en algunos casos, y posiblemente no se
puedan detectar mediante una exploracién clinica.

e Por ejemplo, algunas investigaciones revelan que, por cada aumento de 10
pg/dL en los niveles de plomo en sangre, se presentaba una baja de cuatro
a siete puntos en el valor del coeficiente intelectual de los nifios expuestos
(Landsdown , 1986; Hawk, 1986; Winneke, 7990)

o Existe una gran evidencia que asocia un decremento en el desempefio del
coeficiente intelectual y otros efectos neuropsicolégicos con la exposicion al
plomo.

o« Existe también evidencia de que el desorden, déficit de atencidon e
hiperactividad (ADHD) y la discapacidad auditiva en los nifios aumentan al
subir los niveles de plomo en sangre, y de que la exposicion al plomo puede
desequilibrar y dafar la funcion de los nervios periféricos (ATSDR 2005).

Algunos de los efectos neuroldgicos del plomo pueden persistir hasta la adultez.

4.9.5 Adultos

Puede haber una diferencia en cuanto a los efectos neuroldgicos entre un adulto
expuesto al plomo en la edad adulta y un adulto expuesto al plomo en su nifiez,
puesto que en este ultimo caso su cerebro se estaba desarrollando.

e Los efectos neuroldgicos en los nifios, incluyendo el ADHD, pueden
persistir en la edad adulta. Los adultos expuestos al plomo pueden
experimentar también muchos de los sintomas neurolégicos de los nifios
expuestos, aunque los umbrales para los adultos tienden a ser mas altos.

La encefalopatia causada por el plomo puede presentarse a niveles
extremadamente altos de plomo en sangre, por ejemplo: 460 ug/dL (ATSDR
2005).

Algunos precursores de la encefalopatia, como matidez, irritabilidad, un bajo lapso
de atencion, temblores musculares y pérdida de memoria pueden presentarse a
niveles menores de plomo en sangre.

Se han informado efectos neurolégicos y conductuales menos severos en
trabajadores expuestos al plomo que presentan niveles de plomo en sangre de
entre 40 y 120 pg/dL. (ATSDR 2005). Estos efectos incluyen:
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e Disminucion de la libido.

e Depresion/cambios de estado de animo, dolor de cabeza.
e Disminucion del desempefio cognitivo.

e Disminucion en la destreza de las manos.

e Disminucion en los tiempos de reaccion.

¢ Disminucion en el desempefio visual motor.
e Mareos.

« Fatiga.

e Tendencia a olvidar cosas.

e Problemas de concentracién.

e Impotencia.

« Nerviosismo creciente.

e Irritabilidad.
e Letargo.
o Malestar.

¢ Reduccioén en los valores del coeficiente intelectual.
¢ Debilidad

Existe también evidencia de que la exposicién al plomo puede afectar el balance
postural de los adultos y la funcién de los nervios periféricos (ATSDR 2005).
Los trabajadores que han estado expuestos de una manera cronica a altos niveles
de plomo pueden presentar los signos clasicos de envenenamiento por plomo,
como una mas lenta conduccion nerviosa y una debilidad en el musculo extensor

del antebrazo (mufieca caida).

4.9.6 Efectos hematoldgicos

El plomo inhibe la habilidad del cuerpo para fabricar hemoglobina, al interferir con
varios pasos enzimaticos de la ruta del grupo hemo.

La ruta de biosintesis del grupo hemo y los sitios de interferencia del plomo se

muestran en la Figura 2.
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Figura 2. Interrupcion en la biosintesis del grupo hemo por plomo
ALA (&cido D-aminolevulinico), & — aminolevulinato; Pb, sitios por
efectos del plomo. Los principales sitios de inhibicién por plomo son
ALA dehidrogenasa y ferroquelatasa. (Curtis D. Klaassen, Ph.D., 2008)

El plomo puede provocar anemia (ATSDR 2005).

e La exposicion aguda a niveles altos de plomo estd asociada a la anemia
hemolitica.

e« La anemia franca no es una manifestacion temprana de la exposicion al
plomo y se hace evidente so6lo cuando los niveles de plomo en sangre se
elevan por periodos prolongados.

e La exposicién cronica al plomo induce la anemia al interferir con la
biosintesis del grupo hemo y al disminuir la supervivencia de los glébulos
rojos.

La ruta de sintesis del grupo hemo, que se ve afectada por el plomo, esta
involucrada en muchos otros procesos corporales, que incluyen las rutas

neurologica, renal, endocrina y hepatica.

4.9.7 Toxicidad renal

Muchas investigaciones revelan la existencia de una fuerte asociacion entre la
exposicion al plomo y efectos renales (ATSDR, 2005).

No se conoce cual es el nivel mas bajo en el cual el plomo ejerce un efecto

adverso sobre el rinodn.
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Los efectos latentes de exposicion al plomo durante la nifiez, y que se manifiestan

afios después, pueden dar lugar a algun tipo de enfermedad renal crénica

avanzada o a una disminucion en la funcion renal.

Hay que mencionar que la enfermedad renal en etapa terminal e inducida por

plomo es un acontecimiento relativamente raro entre la poblacion.

La enfermedad renal puede ser asintomatica hasta que pasa a etapas mas
tardias, y quizas no pueda detectarse si no es por medio de analisis.

Puesto que una exposicion excesiva de plomo, tanto anterior o actual,
puede ser un agente causal de la enfermedad renal asociada a hipertension
esencial (ATSDR 2005), los proveedores de atencion primaria deben vigilar
cuidadosamente la funcién renal de sus pacientes que sufran de
hipertensién y que tengan datos de haber estado expuestos al plomo en el

pasado.

Es posible que la exposicion al plomo contribuya también a la «gota saturninica,»

que puede presentarse por una hiperuricemia inducida por plomo, debido a una

menor excrecion renal de acido urico.

La gota saturninica se caracteriza por provocar ataques menos frecuentes
que la gota primaria. La gota asociada al plomo puede ocurrir en mujeres
premenopausicas, algo que no es comun en la gota no asociada al plomo
(ATSDR 2005).

4.9.8 Efectos en el sistema cardiovascular

La hipertension es una enfermedad compleja que tiene muchas diferentes causas

y muchos factores de riesgo, incluyendo la edad, el peso, la dieta y los habitos de

ejercicio.

La exposicion al plomo es uno de muchos factores que pueden contribuir a
la aparicidon y al desarrollo de la hipertension.

Aunque existe una asociacion baja entre la hipertension y niveles bajos de
exposicion al plomo (niveles de plomo en sangre <30 ug/dL), existen
estudios recientes que revelan que exposiciones mas altas (principalmente
ocupacionales) aumentan el riesgo de sufrir enfermedad hipertensa

coronaria y enfermedad cerebrovascular (ATSDR 2005)
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4.9.9 Efectos endocrinos

Ciertos estudios de nifios expuestos a altos niveles de plomo revelan que existe
una fuerte correlacion inversa entre los niveles de plomo en sangre y los niveles
de vitamina D.

e El plomo impide la conversion de la vitamina D en su forma hormonal, la
1,25-dihidroxivitamina D, responsable del mantenimiento de la homeostasis
del calcio extracelular e intracelular.

e Una reduccion de la 1,25-dihidroxivitamina D puede dificultar el crecimiento
celular, la maduracion y el desarrollo de huesos y dientes.

o En general, estos efectos adversos parecen estar restringidos a nifios con
niveles de plomo en sangre crénicamente altos (mas destacados en nifios
con niveles de plomo en sangre >62 ug/dL) y con deficiencia nutricional
cronica, especialmente referida al calcio, fosforo y vitamina D (ATSDR
2005).

Aparentemente, el plomo tiene un minimo efecto sobre la funcién tiroidea.

4.9.10 Efectos gastrointestinales

En casos severos de envenenamiento por plomo, nifios y adultos pueden
presentar dolores abdominales severos que pueden confundirse con un dolor

abdominal agudo o con una apendicitis.

4.9.11 Efectos reproductivos

Los efectos en el aparato reproductor incluyen la cuenta de espermatozoides, la
fertilidad y los resultados de embarazos. Aunque algunas investigaciones han
implicado al plomo como un factor con efectos reproductivos y en el desarrollo,
estos efectos no se han establecido para niveles bajos de exposicion.

Efectos reproductivos en hombres

Investigaciones recientes sobre funcion reproductiva sugieren que las
exposiciones actuales al plomo disminuyen las cuentas totales de
espermatozoides y aumentan las cantidades de espermatozoides anormales
(ATSDR 2005).
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o Estos efectos pueden presentarse desde niveles de plomo en sangre de 40
pug/dL (ATSDR 2005).

e La exposicion a largo plazo al plomo (independientemente de los niveles
actuales de exposicion al plomo) también puede provocar una disminucion
de las concentraciones de espermatozoides, de la cuenta total de
espermatozoides y de la motilidad total de estas células (ATSDR 2005).

e No esta claro aun cuanto tiempo pueden durar estos efectos en los

humanos, aun y cuando ya haya pasado el periodo de exposicion.

Resultados en el embarazo
No esta muy claro cual es el efecto de las exposiciones a niveles bajos de plomo
sobre los resultados del embarazo. Parece ser que a niveles de exposicion mas
altos (en situaciones ocupacionales) la evidencia marca una clara asociacion entre
el plomo y resultados adversos en el embarazo. Esta asociacion se torna ambigua
cuando se considera el caso de mujeres expuestas a niveles ambientales mas
bajos de plomo. Los datos relacionados con los niveles de exposicién estan
incompletos, posiblemente como resultado de mayores exposiciones que las que
se encuentran en la industria del plomo.
e Algunas investigaciones revelaron que las mujeres con un nivel de plomo
en sangre de 5-9 ug/dL tenian una probabilidad 2 o 3 veces mayor de tener
un aborto espontaneo que las mujeres con niveles de plomo en sangre

menores a 5 ug/dL (Borja-Aburto, 1999).

4.9.12 Efectos en el desarrollo

Los efectos en el desarrollo examinados en la literatura incluyen a los resultados
en el embarazo (nacimientos prematuros y bajo peso al nacer), anormalidades
congénitas y efectos posteriores al nacimiento en lo referente al desarrollo
neurologico y al crecimiento.
e Hay una evidencia creciente de que el plomo, capaz de cruzar facilmente la
placenta, afecta de manera adversa la viabilidad del feto asi como el

desarrollo fetal y el desarrollo en la nifiez temprana.
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La exposicidn prenatal a niveles bajos de plomo (niveles de plomo en
sangre de 14 yg/dL en la madre) pueden aumentar el riesgo de tener nifios
con bajo peso al nacer y de nacimientos prematuros (ATSDR 2005).
Aunque se conoce que el plomo es un teratégeno animal, la mayor parte de
las investigaciones en humanos no han encontrado una asociacion entre
los niveles de plomo y malformaciones congénitas.

Una investigacion hecha por Needleman en 1984 encontré correlaciones
entre la creciente exposicion prenatal al plomo y un incremento en el riesgo
de sufrir anormalidades congénitas menores (anormalidades menores en la
piel y testiculos no descendidos).

En un estudio retrospectivo, se encontré que padres bioldgicos que habian
sufrido envenenamiento por plomo cuando eran nifios, con hijos en edad
escolar que presentaban una mayor proporcion de problemas de

aprendizaje (Hu 1991).

4.9.13 Otros efectos

Se ha relacionado al plomo con problemas de desarrollo y salud 6seos. A niveles

altos, el plomo puede provocar una reducciéon en el crecimiento de los nifios.

Investigaciones que se estan desarrollando actualmente quizas arrojen mas luz en

el futuro sobre los impactos potenciales del plomo en la osteoporosis (salud 6sea).

Los datos disponibles actualmente no son suficientes para determinar la

carcinogenicidad del plomo en seres humanos.

La EPA clasifico al plomo elemental y a los compuestos de plomo
inorganico como pertenecientes al Grupo 2B: probables carcindbgenos
humanos (ATSDR 1999). Esta clasificacion esta basada en parte en
estudios con animales, lo que le ha acarreado criticas puesto que las dosis
de plomo que se administraron eran extremadamente altas. (ATSDR 1999).
El Programa Nacional de Toxicologia clasifica al plomo y a los compuestos
de plomo como razonablemente y de manera anticipada, como
cancerigenos (NTP 2004).
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Los cientificos estan investigando actualmente los efectos del plomo en la salud
de los dientes. En los afios 80 se hizo un estudio entre Facultad de Medicina, de
Quimica y Filosofia y Letras con la finalidad de ver si habia relacion entre la
concentracion de Pb en dientes desiduales y Cl (coeficiente intelectual). En FQ se
hizo la cuantificacion de Pb y Ca en dientes de nifios entre 9 y 10 afios de edad.
Se obtuvieron muestras de nifios de escuelas publicas de las 16 delegaciones del
DF, pensando en que tienen una alimentacién similar. A todos los nifios se les
aplicaron pruebas para ver su Cl (coeficiente intelectual) y otras para ver sus
habilidades. Los niveles de Pb encontrados, con cierta dispersién, fueron similares
para todas las delegaciones. Las concentraciones altas de Pb no indicaron zonas
mas contaminadas del DF ni viceversa. De los resultados obtenidos se separaron
en 3 grupos (niveles de Pb alta, media y baja) y se encontré que los nifios que
tenian una concentracion de Pb elevada, presentaban problemas en el sistema

motriz fino. (Saldivar L, Namihira D 1983, sin publicar).

Hay estudios epidemioldgicos humanos que sugieren una asociacién entre la
exposiciéon al plomo y la caries, aunque esto todavia no esta bien establecido
(Bowen 2001).

4.9.14 Tratamiento

Esta garantizado que la terapia de quelacién trabaja con hombres con BLL > 60
Mg/dL. Para nifios, el criterio ha sido establecido para servir como directriz para
ayudar en el caso individual con efectos potenciales para la salud (Tabla1) . EL
acido dimercaptosuccinico es un agente quelante oral (DMSA, también llamado
Succimer) tiene ventajas sobre el EDTA , en que se puede administrar por via oral
y es eficaz en reducir temporalmente BLL. Sin embargo, el DMSA no mejora los
BLL a largo plazo en nifios, ni reduce los niveles de plomo en el cerebro mas alla
del cese de la exposicion al plomo. Un estudio reciente muestra que DMSA
rebajado no tiene ningun efecto benéfico detectable en el aprendizaje y

comportamiento (Dietrich , 2004).
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Tabla1. Agentes quelantes comunes que se usan en el tratamiento de

ninos con valores altos de BLLs

Nombre del Nombre genérico | Nombre quimico Abreviatura
producto
Versenato de Edetato de calcio | Etilen-diamin-tetra- CaNa2EDTA
calcio disédico disodico acetato de calcio
disodico
BAL en aceite Dimercaprol 2,3-dimercapto- BAL
(British propanol
antilewisite)
Cuprimina D-penicilamina 3-mercapto-D-valina D-penicilamina
Chemet Succimer Acido meso-2,3- DMSA

dimercaptosuccinico

4.9.15 Alimentos y bebidas contaminadas por plomo

Aun y cuando no se utiliza el plomo intencionadamente para elaborar un producto,
este metal puede contaminar articulos como la comida, el agua o el alcohol. Esta
contaminacion puede ocurrir durante

e La produccion.

o El empaque.

« El almacenamiento.

- Produccion
Las fuentes de contaminacién durante la produccion pueden incluir:

e La absorcion del plomo del suelo por parte de las raices de un cultivo.

e La deposicion atmosférica del plomo en las hojas de los vegetales
(AAP,1993).

e El equipo de corte y molienda usado durante el procesamiento de los
vegetales.

- Empaque

El plomo presente en los empaques puede contaminar la comida.
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o Las pinturas roja y amarilla brillantes que se usan en las bolsas de pan
pueden contener plomo (ATSDR 2005).

- Almacenamiento

La comida o las bebidas pueden estar almacenadas en recipientes que contienen
plomo, el cual puede contaminar el producto

e Una fuente potencial de exposicion al plomo que comunmente es pasada
por alto es la de las vajillas que han sido abrillantadas con productos que
contienen plomo.

e Aun las vajillas y piezas de ceramica que se califican como seguras pueden
representar un peligro si la capa protectora del abrillantado se desgasta y
expone a las personas a los pigmentos que contienen plomo.

e El vino y los licores hechos en casa y que fueron destilados y/o
almacenados en contenedores con plomo, pueden también ser fuentes de
exposicion al metal.

e El vino y otras bebidas alcohdlicas que fueron almacenadas en recipientes

de cristal con plomo pueden contaminarse igualmente.

410 ESPECTROMETRIA DE MASAS DE PLASMA ACOPLADO
INDUCTIVAMENTE.

La espectrometria de masas con plasma inductivamente acoplado (del inglés
Inductively Coupled Plasma Mass Spectrometry) es conocida como ICP-MS.
Aunque la ICP-MS (Espectrometria de masas de plasma acoplado
inductivamente) es una técnica analitica relativamente nueva, si se compara con
los métodos ya descritos, se ha posicionado rapidamente como una de las
técnicas mas utiles y versatiles para la determinacion de trazas en el analisis de
alimentos. El desarrollo de la ICP-MS se produjo por el deseo de combinar la
capacidad multielemento y amplio rango de trabajo lineal de la ICP-EAS
(Espectrometria de emision atdmica de plasma acoplado inductivamente) para
lograr los limites de deteccidbn excepcionalmente bajos de la GFAAS
(Espectrometria de absorcién atomica de horno de grafito). En esta técnica (ICP-
MS), se combina una fuente de ion plasma a alta temperatura y a presion
atmosférica con un espectrometro de masa al alto vacio, como un detector

sensible. El plasma es generado al hacer que el Ar sea conductivo al exponerlo a

29



una descarga eléctrica que forma electrones e iones. Bajo la influencia del campo
electromagnético de alta frecuencia, las particulas cargadas calientan el argdén
hasta que el plasma alcanza una temperatura de 5500-8000 °K. Esto lleva a una
vaporizacién casi completa del analito y a una alta eficiencia de atomizacion
(Vandecasteele, 1993)

Los iones producidos en el plasma son dirigidos en una direccién axial a través de
un orificio estrecho (aproximadamente 0,7-1,2 mm de diametro) dentro de un
interfaz bombeado diferencialmente con lentes electroestaticos y desde alli
extraidos hacia el analizador de masas. Para la mayoria de los tipos de ICP-MS,
se utiliza un cuadrupolo para la separacion de masa, pero recientemente se
encuentran disponibles instrumentos de sector magnético de alta resoluciéon. Los
iones transmitidos son detectados por un multiplicador de electrones "fuera de
eje", el cual puede operarse en los modos analdgo y/o conteo de pulso. La captura
de los datos puede hacerse en los modos de exploracion (scanning) o de pico. En
el primer modo, se explora la regién de la masa con los is6topos de interés
mientras que en el modo de pico solo se miden los iones preseleccionados. La
forma mas comun de introducir la muestra es la inyeccién directa de disoluciones
utilizando un nebulizador neumatico y una camara "spray". Se dispone de una
variedad de diferentes tipos de nebulizadores: para generar aerosoles a partir de
muestras liquidas: nebulizador concéntrico, nebulizador Babington, nebulizador de
flujp cruzado y nebulizador ultrasénico. Cada tipo de nebulizador presenta
caracteristicas diferentes respecto a eficiencia, tolerancia a altas cargas de sales y
estabilidad (Marczenzo, 1986).

Debido a la alta temperatura del plasma, los compuestos del analito en el aerosol
son disociados eficientemente, atomizados y se forman iones con una carga
positiva. Mas de 50 elementos son ionizados a M* en una proporcion de > 90%.
Desafortunadamente, también se producen picos de iones de 6xidos (MO™), iones
cargados doblemente e iones poliatdmicos (por ejemplo ArNa®) ya sea a partir del
analito, la matriz de la muestra o del solvente. Estos picos complican el espectro y
pueden causar serias interferencias espectrales si ocurren en masas de iones con
carga individual (por ejemplo “°Ar '®0* en *°Fe*). Ellos no se pueden resolver
utilizando analizadores cuadrupolo pero pueden minimizarse optimizando las

condiciones de funcionamiento de los instrumentos o utilizando métodos
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alternativos de introduccién de la muestra. Adicionalmente, la eleccion del
disolvente puede contribuir a reducir las interferencias de fondo. Por ejemplo, se
prefiere HNO3 diluido en vez de HCI, H,SO4 y H3PO4 para la mayoria de las

aplicaciones debido a que produce un espectro mas simple de fondo (Gray, 1988).

El ICP-MS también sufre de efectos de la matriz, por ejemplo la matriz induce
cambios de la intensidad de la sefal idnica especialmente en concentraciones > 1
g/L de sodlidos disueltos. En altas concentraciones de sales pueden observarse
efectos de la matriz tales como supresion de la ionizacion o efectos de carga
espacial. Se utilizan diversos métodos para corregir o superar estos efectos de la
matriz: dilucion de la muestra, compatibilizacion de la matriz, uso de un estandar
interno, adicion de estandar, separacion quimica dilucion isotdpica
(Vandecasteele, 1993).

La forma mas comun de introduccién de la muestra en ICP-MS es la nebulizacién
de la solucion de la muestra. Durante los ultimos afios se ha desarrollado una gran
variedad de otros métodos. Las muestras sodlidas pueden ser analizadas
directamente, sin una disolucion preliminar, mediante volatilizacion electro-térmica,
nebulizacién termospray o ablacién laser. Las muestras gaseosas tales como
hidruros volatiles (Se, As) o compuestos que eluyen de una cromatografia de gas
o HPLC (Cr** / Cr®) también pueden introducirse en forma directa y eficiente
dentro de ICP.

Los limites de deteccion de los instrumentos con cuadrupolo para la mayoria de
los elementos son mejores que 0,1 ug/L y por lo tanto, considerablemente mas
bajos que aquellos para la ICP-EAS (0,1-100 pg/L). Los instrumentos de sector
magnético de alta resoluciéon permiten limites de deteccién inferiores a 0,05 ng/L.
Ventajas adicionales, mas alla de los excelentes limites de deteccion, incluyen un
rendimiento de muestras extremadamente alto (>100 muestras/dia) y la
disponibilidad de informacion isotépica. La principal desventaja de la ICP-MS
consiste en el alto costo del instrumento y de funcionamiento (derivado
principalmente de un gran consumo de gas argén puro) y la existencia de
interferencias isobaricas en el rango de masa baja (< 80 uma). (Jarivis y Houyk,
1992)
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Para describir con mayor facilidad un ICP-MS, se puede dividir en:
e Sistema de introduccién de muestra
e Antorcha ICP y bobina de radiofrecuencia
e Interfaz
e Sistema de vacio
e Celda de colision/reaccion
o Optica de iones
e Espectrometro de masas
e Detector

e Manejo de datos y controlador del sistema.

4.10.1 Sistema de introducciéon de muestras.(?®
La mayoria de las muestras introducidas en un sistema ICP — MS son liquidas. Es
necesario romper la muestra liquida en pequenas gotitas antes de que sean
introducidas en el plasma de argdén. La muestra liquida puede ser introducida
mediante una bomba peristaltica o a través de la auto aspiracion a un nebulizador
que crea un aerosol de gotitas finas.
El tipo de nebulizador usado puede depender de la viscosidad, limpieza e incluso
del volumen disponible de muestra a analizar.
Algunos de los nebulizadores mas comunmente usados son:

e Concéntrico

e Flujo cruzado

e Babington
Para realizar este estudio se trabajé con uno de flujo cruzado; como se muestra en

la figura 3.

L
Entrada de liguids

Figura3. Nebulizador de flujo cruzado. (Fernandez Ruiz R. 2004)
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Dentro de éstos existe un numero de variaciones en el disefio y cada una de estas
especialidades en el disefio del nebulizador pueden mejorar la introducciéon de

muestras especificas y por ende, un mejor desempefio del ICP — MS.

Las gotitas finas formadas por el nebulizador se pasan a través de una camara de
-spray” o pulverizacion antes de que se les permita entrar con el plasma. Las
camaras de nebulizacion mas comerciales se dividen en 2 categorias.

e Scott

e Ciclonica

Una vez mas se encuentran una gran cantidad de variaciones sobre el tema,
fabricadas de polimeros, vidrio y cuarzo. Independientemente del diseno, el
resultado final deseado es permitir un sustancial numero de las pequefias gotitas
formadas por el nebulizador para introducir la antorcha mientras se descartan las
gotas mas grandes que pueden crear problemas de analisis, si se les permite
entrar en la antorcha.

Para llevar a cabo este andlisis se trabajéo como ya se dijo anteriormente con un

nebulizador de flujo cruzado asociado a la camara de Scott.

4.10.2 Antorcha ICP??

El plasma generado en la antorcha ICP crea una zona caliente que tiene una
variedad de funciones. A temperatura de aproximadamente 6000 °C, el plasma es
igual a la temperatura en la superficie del sol. El plasma se genera haciendo pasar
argon a través de una serie de tubos de cuarzo concéntricos (ICP antorcha), que
se envuelven en el extremo final por una bobina de radiofrecuencia. La energia se
suministra a la bobina por las parejas del generador de radiofrecuencia con el
argon para producir el plasma.

Durante su trayecto en el plasma, las gotitas de liquido, que contiene la matriz de
la muestra y los elementos que deben determinarse, se secan hasta un sdélido y
después se calienta a un gas. Como los atomos continuan su trayecto a través del

plasma, absorben mas energia y, finalmente, liberan un electrén para formar un
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ion. Los iones con una sola carga salen del plasma y entran en la region de

interfaz.

Figura 4. Antorcha, lineas de gases y bobina de radiofrecuencia
(Fernandez Ruiz, R., 2004)

Plasma

Corriente RF Ar + muestra

Refrigerante Q‘L—‘

v » 1
de la bobina &
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Vi ) Salida del

refrigerante
de 1a bobina

Argén para
enfriar

Flujo auxiliar Ar
Acrosol (muestra) + Ar (¢centro)

Figura 5. Bobina, interior de la antorcha y campo de RF. (Fernandez
Ruiz, R., 2004).

4.10.3 Interfaz(?®

A una gran diferencia de temperatura, el plasma funciona a una presion que es
mucho mayor que el vacio requerido por la lente de iones y porciones del
espectrometro de masa del instrumento. La interfaz permite que el plasma y el
sistema de lentes de iones coexistan y los iones generados por el plasma pasen a
la regién de la lente de iones. La interfaz consta de dos o tres dispositivos de
forma de embudo invertido llamados Conos.
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Hasta hace poco, todos los sistemas ICP-MS disponibles en el mercado utilizaban
el disefio de dos conos. Tal disefio requiere flujo hacia abajo centrandose en el

haz que sale de la regién de interfaz.

Este hecho se ha logrado mediante el uso de uno solo o una serie de dispositivos
cargados llamados lentes de iones. La necesidad para estas lentes de iones

puede ser explicada en la figura 6.

Hyjpr-
/ skirmrmer
: | cona
Sampler \ S’E’::’
Skimmer Skimmar
Cone cong

Figura 6. En la izquierda se muestra el disefio con dos conos que
muestra una amplia divergencia del haz resultante de uno sélo. En la
derecha se muestra el disefio de tres conos que muestra una pequena
divergencia en el haz de iones, resultantes de dos reducciones

pequefias de la presion. (PerkinElmer, 2004-2011)

El plasma (que se encuentra a la izquierda del cono sampler) opera a presion
atmosférica, mientras que la filtracion del cuadrupolo (situado a la derecha del
cono skimmer) funciona a una presién muy baja. Con un disefio de dos conos sélo
puede haber una reduccion de dos pasos en la presion entre el plasma y la

filtracion de cuadrupolo.

Con una reduccion de presion en dos etapas, el haz de iones experimenta una
divergencia importante a medida que sale del segundo cono, por lo que requiere
de enfoque adicional si el haz de iones se introduce correctamente a la filtracion

del cuadrupolo.

Una innovacion reciente introdujo un tercer cono en la interfaz que reduce en gran

medida la divergencia del ion haz cuando sale de la region de interfaz. El tercer
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cono, llamado hiper-skimmer, ofrece una reduccién de tres pasos entre el plasma
y la filtracion del cuadrupolo, resultando en una reduccion sustancial en la
divergencia del haz de iones emergente. Con el disefio de tres conos, las lentes
de iones convencionales pueden ser completamente eliminadas del instrumento,
lo que da como resultado una mayor transmision de iones, mejora la estabilidad a

largo plazo y la reduccién en el mantenimiento del equipo.

En el disefio de tres conos, ninguno de los conos tiene una tensién aplicada tal
como puede existir en una lente de extraccion.

Los conos son eléctricamente neutros, cualquier acumulacion de material en sus
superficies no afectaran significativamente su funcion. Ademas, la experiencia ha
demostrado que el disefio de tres conos no requiere mas mantenimiento que el
disefio convencional de dos conos. Los conos se producen a partir de niquel o
platino. Mientras que los conos de niquel tienen un precio de compra mas bajo, los
conos de platino proporcionan una vida mas larga, son mas resistentes a algunos
acidos, y proporcionan una pequefia mejora en el rendimiento del equipo.
Las aberturas de orificio de los conos deben ser lo suficientemente grandes para
permitir el paso del haz de iones, pero al mismo tiempo, no debe permitir la
entrada de mucho gas al equipo.

La experiencia muestra que la abertura ideal del orificio es de 1mm.

Camara de expansion

Camara de la éptica

Lentes ext.

2, m
: /,/ P
Cono skimmer 1 Plasma

Lentes de
extraccion

I ;
. Cono skimmer

: 1 :
(e Cono de muestra

Figura 7. Interfase Plasma — Espectrometro. (Fernandez Ruiz R. 2004)
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4.10.4 Sistema de vacio®

La distancia de la interfaz al detector de un ICP-MS es
tipicamente de 1 metro o menos. Si un ion recorre esa distancia,
no podria colisionar con ninguna molécula de gas. Esto requiere la eliminacién
de <casi todas las moléculas de gas en el espacio entre la
interfaz y el detector.

Esto se logra usando una combinacién de una bomba turbomolecular y una
bomba mecanica de vacio, que comprenden los principales componentes del
sistema de vacio. La bomba turbomolecular funciona como una turbina de jet y es
capaz

de bombear rapidamente una camara a una presion de 1 x 10° Torr,
o menos. La bomba mecanica de vacio respalda la bomba turbomolecular
y evacua la region de interfaz.

Histéricamente, el mantenimiento del sistema de vacio consistia en
cambiar el aceite en la bomba mecanica de vacio cada 2 6 3 meses.
Las bombas mecanicas de vacio provistas de lubricacién con fluoropolimero,
como Fomblin®, requieren cambios de aceite en intervalos anuales,

lo que reduce el mantenimiento y el tiempo de inactividad del instrumento.

4.10.5 Dispositivo de deflexion de iones(?®

El haz de iones que sale de la regién de interfaz del instrumento
contiene algunos materiales no ionizados -0 neutros - y fotones.
Es necesario que los iones del analito puedan separarse de los
neutros y fotones para alcanzar un alto rendimiento.

Los neutros pueden ser recogidos en los componentes sensibles del instrumento
creando la deriva. Los fotones que llegan al detector pueden ser
erroneamente contados en forma de iones, lo que aumenta el ruido de fondo

y degrada los limites de deteccion.

Un cuadrupolo se utiliza tipicamente para realizar un filtrado de masas, donde los

iones se desplazan en una trayectoria paralela a las Vvarillas.
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Se ha descubierto que es de gran utilidad si se permite que el haz de iones pase
en un angulo recto (perpendicular) a las varillas. Cuando un cuadrupolo se coloca
en un angulo recto al haz de iones e inmediatamente entre la regién de interfaz
y la filtracion del cuadrupolo, los iones se pueden transmitir de manera eficiente,
mientras que los neutros y los fotones se eliminan facilmente del haz de iones.

Cabe senalar que el haz de iones que sale de la interfaz de tres conos esta tan
bien enfocado que ni los neutros ni los fotones entran en contacto con ninguna de
las superficies del cuadrupolo en angulo recto, lo cual elimina cualquier necesidad
de limpiar este cuadrupolo. Como se muestra en la Figura 8, los iones se desvian
por el cuadrupolo en un angulo recto para su entrada en la filtracion del

cuadrupolo o celda universal.

Especies neutras y fotones

Iones

Ion Deflector

Haz de hiper - skimmer: Cuadrupolo

Contiene iones, fotones,
neutros y particulas no (QID)
ionizadas.

Figura 8. Diagrama de un deflector de iones cuadrupolo (QID).
(PerkinElmer, 2004-2001).

4.10.6 Celda de colision/reaccion®®

Las interferencias en el ICP-MS son causados cuando los iones generados desde
el plasma, la muestra o una combinacion de los dos lleva a una relacién de masa
a carga que es idéntica a la del ion analito. Algunas interferencias comunes vy los

iones implicados se muestran en la Tabla 2.
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Tabla 2. Interferencias comunes en ICP - MS

Polyatomic Species Interfered Analyte
IECISNJ lECHNH ETM
.'iHAI]H .'i‘?K
*Ar “Ca
.'HC] I-.‘.ho S]V
.'HC] I-.‘.-D lH 5.1[:_1.
.'iﬁm]ﬁD S.ICI.
4Dm]lc_ S.l[:r
HPLI'MD']H .ﬁMn
4DJ.'5|_[']60 SﬁPe
4(‘1.5'_[.]60]1_1 .iT-'PE
*Ar*Cl TAs
ArAr “Se

Por ejemplo; el argon desde el plasma con el oxigeno de la matriz se combina
para formar una especie poliatémica que lleva a una masa de 56 amu con ArO*. El
hierro tiene varios is6topos, pero el isétopo de mayor abundancia se produce en
masa 56 también.

Se puede elegir usar una masa alternativa para el hierro, como el is6topo 54, pero
no se lograran los mejores limites de deteccion posibles. Si se intenta una medida
del isétopo 56 del hierro sin eliminar la interferencia ArO*, tampoco se obtendran
los mejores limites de deteccion posibles ya que se obtendra un alto espectro de
fondo.

Aqui es donde la celda universal juega un papel importante. La celda universal,
tiene la capacidad de operar tanto en el modo de celda de colisibn como de
reaccion, se coloca entre la 6ptica de iones y el cuadrupolo analizador. Como se

observa en la figura 9.
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Figura9. Disposicion de una tipica celda de colision / reaccion en el ICP
— MS (Thomas, R., 2002)

Cuando se opera en el modo de celda de colisién, la celda universal trabaja en la
interferencia del ion - ArO * que en este caso es fisicamente mas grande que el
analito ion - Fe *. Si se permite que ambos iones pasen a través de una nube de
moléculas de gas inerte, el ion interferente chocara con mas frecuencia con los
atomos de gas inerte que con el ion analito, debido a que es mayor en su tamano.
Cada una de estas colisiones elimina una cierta cantidad de energia cinética
poseida por el ion. Se deduce entonces, que al final del camino de los iones a
través de esta nube de moléculas de gas inerte, el ion analito retendra mas de su
energia en comparacion con el ion interferente.

Una barrera de energia se coloca a la salida de la celda, ajustandola de tal
manera que los iones de analitos de mayor energia pasen a través de ella,
mientras que el ion interferente que tendra baja energia no pasara.

Este proceso se conoce comunmente como discriminacion de energia cinética o
KED. La celda de colisién a menudo reduce el espectro de fondo, reduciendo
también la sefial del analito con esta técnica.

La fuerza de la celda de colision facilita el desarrollo el método. Para las muestras

que tienen una gran variacion, como las muestras ambientales, un gas y un
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conjunto de parametros de la celda proporcionan una aceptable reduccion de

interferencias.

Cuando la celda universal esta funcionando en el modo de celda de reaccion, se
utiliza un principio diferente. La celda de reaccién utiliza la quimica y toma ventaja
de las reacciones: exotérmica (rapida) y endotérmica (lenta). Los iones
interferentes tienden a reaccionar con un gas, (como amoniaco),
exotérmicamente, mientras que los iones analitos reaccionan endotérmicamente.
Si pasamos iones interferentes e iones analitos a través de una nube de un gas
reactivo, nos encontraremos con que los iones interferentes seran convertidos
quimicamente a una nueva especie. Por ejemplo, ArO * es un ion interferente, el
ion interferente se convierte en un atomo neutro. Dado que el a&tomo neutro ya no
lleva una carga, no es estable en la celda de reaccion del cuadrupolo y se expulsa
rapidamente de la celda. ElI ion analito no se ve afectado y pasa a través de la
celda de reaccion y en el filtrado del cuadrupolo. La fuerza de la celda de reaccién
es la que elimina eficazmente las interferencias, preservando al mismo tiempo casi

todos los iones del analito.

No todos los sistemas ICP-MS basados en celda de colision/reaccion pueden
operar utilizando un gas reactivo sin diluir tal como amoniaco. Mientras que un gas
reactivo elimina eficazmente las interferencias, también es capaz de crear nuevas
interferencias si no estd adecuadamente controlado. Una verdadera celda de
reaccion requiere el uso de un cuadrupolo activo para prevenir la formacion de
estas nuevas interferencias a través de la creacion de un filtro de paso de banda
de masas, el mismo principio utilizado por el analizador de masas cuadrupolar
para permitir el paso de una sola relacion masa/carga. Sistemas ICP-MS basados
en celdas usando hexapolos u octapolos no pueden crear este tipo de filtro.
Una celda universal puede ser utilizada tanto en el modo de celda de colision
como en el modo de celda de reaccion, dando lo mejor de ambos modos.
En algunos sistemas [ICP-MS, el operador tiene la flexibilidad de
operar el sistema en tres modos, todo en el mismo método:

modo estandar para elementos que no presentan interferencias; modo de colisiéon
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para la eliminacion de interferencias menores; y en el modo de reaccion para la
eliminacion de grandes interferencias.

La capacidad de un equipo ICP-MS bien disefiado para eliminar interferencias
utilizando su modo estandar, modo de colision y el modo de reaccidn

puede verse facilmente en la Figura 10.

Maximo

Mejor

Bueno

Figura 10. Interferencias eliminadas en el modo estandar, colision y
reaccion. (PerkinElmer, 2004-2011).

La celda universal proporciona una reduccion consistente en el nivel de
interferencias, es importante que ésta se mantenga libre de especies neutras que
puedan salir del plasma. En la figura 11 se muestra un sistema global de -ien
Optico” explicamelo, por favor de una generacion actual disponible comercialmente
ICP — MS (Nexion® 300 ICP-MS).

Figura11. Ruta de la optica de iones del ICP — MS (Nexion® 300 ICP-
MS). (PerkinElmer 2004-2011).
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Hay que tener en cuenta que la celda universal se encuentra en angulo recto al
deflector de iones cuadrupolo (QID). Este posicionamiento asegura que la celda
esté completamente aislada de las especies neutras que pueden salir del plasma.

Esto se traduce en un menor mantenimiento.

4.10.7 Manejo de datos y controlador del sistema‘®®

Todos los instrumentos ICP-MS requieren computadoras y un software sofisticado
para controlar el espectrometro de masas, asi como realizar calculos sobre los
datos recogidos. Ademas, los parametros de operacidon del espectrometro,
incluyendo el encendido adecuado del plasma, la presion dentro de la region de
alto vacio y la tension aplicada al detector, deben ser constantemente
monitoreadas por el controlador, y el operador debe ser alertado si cualquier
parametro cae fuera de la gama de trabajo adecuada y de la respuesta de masa
del instrumento. El controlador

debe vigilar mas de 100 parametros diferentes del espectrometro.

4.10.8 Manejo de datos y calculo®)

El software traduce los recuentos de iones medidos por el detector en informacién
que puede ser mas util para el operador. El equipo ICP-MS puede proporcionar
datos en cuatro maneras - analisis semi-cuantitativo, el analisis cuantitativo,
analisis por dilucién isotopica y el analisis de la relacion isotopica. Los resultados
pueden ser generados usando formatos de informes personalizados o facilmente
transferido a un sistema de gestion de informacién de laboratorio (LIMS) u otro

sistema de manejo de datos.
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4.10.9 Analisis cuantitativo *®

El ICP-MS determina con precision la cantidad de un determinado elemento
presente en el material analizado. En un tipico analisis cuantitativo, la
concentracion de cada elemento se determina por la comparacién de los
recuentos medidos para un iso6topo seleccionado con una curva de calibracion
externa que se genera para ese elemento.

Los estandares de calibracién liquidos se analizan para establecer la curva de
calibracion. Las muestras se analizan y las sefales de sus intensidades son
comparadas con la curva de calibracion para determinar la concentracién del

analito en la muestra, como se muestra en la figura 12.
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Figura 12. Ejemplo de curva de calibracién obtenida en un equipo ICP -
MS

4.10.10 Parametros y condiciones de medida

A lo largo del sistema de introduccion de muestras y en la fase de
acondicionamiento, existen una gran cantidad de variables que condicionan la
cantidad de iones que finalmente llegan al detector. En la mayoria de los equipos
comerciales, estas variables se controlan mediante una computadora. Sin
embargo, existen fluctuaciones y derivas importantes en una medida realizada por
esta técnica. Principalmente, las fluctuaciones tienen su origen en el bombeo de la
muestra mediante la bomba peristaltica, en el desplazamiento de la nube (o
niebla) de la muestra dentro de la camara de nebulizacion y las fluctuaciones que
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se producen en el plasma, las cuales afectan el grado de ionizacion de las
distintas especies. Por otro lado, las derivas en la sensibilidad del sistema estan
vinculadas con la posible obturacién parcial de los conos (sampler y skimmer)
debido a la acumulacion de material en ellos, y al deterioro de las conducciones
plasticas por las que circula la muestra. Por estas razones, la calibracion se realiza
generalmente en funcion de las concentraciones y no de las cantidades absolutas
de analito. Otra de las caracteristicas de esta técnica es que se hace necesaria la
incorporacion de un patrén interno para monitorear las derivas de la sensibilidad a
lo largo del tiempo y poder corregirlas. Esto se hace sobre la hipétesis de que las
derivas relativas de sensibilidad son las mismas para el analito y para el patron
interno. Esa suposicion no tiene caracter general y debe ser verificada en cada
caso. También se verifica que el trazador interno no esté presente en las matrices
de interés; este trazador interno es un elemento que, en cada muestra, se afiade
con una concentracion conocida y que se utiliza para corregir las derivas
instrumentales que puedan ocurrir a lo largo de la medida. La sintonizacion para
conseguir los parametros 6ptimos del equipo se realiza manualmente; para ello, el
programa informatico ofrece la posibilidad de monitorear la respuesta del sistema
en tiempo real (CEPIS/SDE/OPS, 2005).

Se utiliza una solucién con elementos de masas bajas, medias y altas (p. €j., 1ug/L
de Be, Co, In, Ce y U) para registrar la respuesta del sistema. Se monitorea
también el cociente de masas 140/156 correspondiente a Ce/CeO ya que es
indicador del nivel de oxidos en general; este parametro debe mantenerse por
debajo del 2%.

Debido al tiempo que toma el -spray” en atravesar la camara de nebulizacion,
otros de los parametros fundamentales a considerar son los tiempos de entrada y
toma de muestra. Estos se determinan observando la respuesta en tiempo real de
un patron multielemental y se optimizan variando la velocidad de la bomba

peristaltica.

45



Tabla 3. Comparativo entre las ventajas y limitaciones de la espectrometria

de masas con fuente de plasma inductivamente acoplado

Método Ventajas Limitaciones
Espectrometria de + Limite de deteccién excelente (~0,1 « Precio y costos de
masa con fuente de pg/dl) funcionamiento elevados
plasma qe + Rapidez « Requiere operadores altamente
Qcoplqmlemo + Tamafio reducido de la muestra especializados
inductivo

(50—100 pl)

+ Relativamente pocas interferencias
espectrales, bien conocidas

+ Permite mediciones isotdpicas

+ Método econdmico si se procesan
grandes cantidades de muestras

+ Capacidad para investigar mas de
un elemento

4.10.11 Interferencias en el ICP — MS"®

4.10.11.1 Interferencias espectrales!'®

Existen dos fuentes principales:

Presencia de otros elementos
» Solapamiento isobarico de mas de un elemento compartiendo la misma
masa nominal.
 Especies doblemente cargadas (menos frecuente e importante).

Especies moleculares

 Especies poliatbmicas

4.10.12.1.1 Estrategias para reducir los problemas de interferencias:"®

- Simplemente elegir el mejor is6étopo para la muestra en cuestion.
- Cambiar etapa de preparacion de la muestra.

- Cambiar algun componente del sistema.

- Utilizar ecuaciones de correcciéon matematicas.

- O eliminar la interferencia con la tecnologia de la celda de colisidn/ reaccién
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4.10.12.1.2 Interferencias poliatdbmicas en matrices complejas/
desconocidas‘"®

“Provenientes del plasma” — derivados de combinaciones de elementos
presentes en el plasma y en el agua/nitrico de las muestras: ArO*, ArH*, Ar**"
“Provenientes de la matriz” — provienen de la matriz de la muestra — en
combinacion con elementos presentes en el plasma y en el agua: Derivados de S
(S%*, SO%), poliatémicos con Cl (CIO*, ArCl*), con P (PO?*, ArP*), derivados de C
(ArC*, C?")

Pueden ser variables en intensidad (en funcidon de la matriz de la muestra),

impredecibles si la matriz de la muestra es desconocida.

4.10.12.2 No-Espectrales’

* Debidas a la muestra (matriz)

Pueden afectar al andlisis por ICP-MS originando:
--Pérdida/aumento de sensibilidad.

--Resultados inexactos (malas recuperaciones)
--Pobre precision y deriva en los resultados.
--Incremento de las tareas de mantenimiento

4.10.12.2.1 Formas de reducir las interferencias de matriz"®

« Mayor potencia RF (>1300) para un plasma de mayor temperatura.
Habitualmente 1500W

Maximiza el tiempo de residencia de la matriz en el plasma.

* Usar antorcha 2.5mm diametro interno

* Trabajar con flujos bajos de gas.

Crear condiciones de ionizacion mas robustas

* Diluir muestras con muy alto contenido en matriz.

e Usar siempre un estandar Interno.

Estandares internos son la herramienta principal para compensar los posibles
efectos de matriz en ICP-MS.

* Analisis por adiciones estandar.
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4.11 VALIDACION DE METODOS ANALITICOS!"

Es el proceso de establecer las caracteristicas de desempefio y limitaciones de un
método y la identificacion de las influencias que pueden modificar esas
caracteristicas y hasta qué punto.

Es el proceso de verificacion de que un método es adecuado a su propdsito; para
resolver un problema analitico particular.

En el proceso de validacion del método esta implicito que los estudios para
determinar los parametros de desempeno se realizan usando equipos dentro de
especificaciones, que estan trabajando correctamente y que estan calibrados
adecuadamente. Asimismo, el operador que realiza los estudios debe ser
técnicamente competente en el campo de trabajo bajo estudio y debe poseer
suficiente conocimiento sobre el trabajo a realizar con el fin de que sea capaz de
tomar decisiones apropiadas a partir de las observaciones hechas mientras

avanza el estudio.

Generalmente se considera que la validacion del método esta ligada
estrechamente con el desarrollo del método. De hecho, no es posible determinar
exactamente donde termina el desarrollo del método y dénde empieza la
validacion. Por lo general, muchos de los parametros de desempefio del método
que estan asociados a su validacion son evaluados, por l|o menos

aproximadamente, como parte del desarrollo del método.

4.11.1 PARAMETROS DE DESEMPENO (19

4.11.1.1 Limite de detecciéon (LoD) "9

Es el menor contenido que puede medirse con una certeza estadistica razonable.
Es la concentracion mas baja del analito o el valor de su propiedad relacionada,
que puede detectarse confiablemente por el método establecido. La importancia
de determinar este parametro y los problemas implicitos, radica en el hecho de
que la probabilidad de deteccion no cambia repentinamente de cero a la unidad
cuando se cruza un umbral. De acuerdo con la ISO es el ~valor minimo detectable
de la variable de estado definida”. De acuerdo con la IUPAC es el -valor
(verdadero) minimo detectable”.
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Normalmente, para propositos de validacion es suficiente proporcionar un
indicativo de nivel al cual la deteccion resulta problematica. Para este propdsito la

aproximacion -blanco + 3s” es suficiente.

4.11.1.2 Limite de cuantificacién (LoQ) ('?

Es la menor concentracion de un analito que puede determinarse con una
precision y una exactitud aceptables bajo las condiciones establecidas de la
prueba.

También se define por diversas convenciones como la concentracion del analito
correspondiente al valor del blanco de muestra mas 5, 6 6 10 desviaciones
estandar de la media del blanco. Algunas veces también se conoce como -Hmite

de determinacion”.

Cabe destacar que ni el LoD ni el LoQ representan niveles a los cuales la
cuantificacion es imposible. Es simplemente, que el tamano de las incertidumbres
asociadas se hace comparable con el resultado real en la regién del LoD.
4.11.1.3 Intervalo de trabajo e intervalo lineal ('?

Hablando de métodos cuantitativos es necesario determinar el intervalo de
concentraciones del analito o los valores de la propiedad relacionada, sobre los
cuales el método puede aplicarse. Esto se refiere al intervalo de concentraciones o
valores de la propiedad relacionada, de las disoluciones medidas realmente mas
que de las muestras originales. En el extremo inferior del intervalo de
concentracion, los factores limitantes son los valores del limite de deteccién y/o
cuantificacion. En el extremo superior del intervalo de concentracion, las limitantes
seran impuestas por varios efectos que dependen del sistema de respuesta del

instrumento.

Dentro del intervalo de trabajo puede existir un intervalo de respuesta lineal.

Dentro del intervalo lineal la sefial de respuesta tendra una relacién lineal con la
concentracion del analito o del valor de la propiedad relacionada. La extensién de
este intervalo puede establecerse durante la evaluacién del intervalo de trabajo y
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los calculos de regresion son suficientes para establecer la linealidad. Para hacer
esto, puede ser suficiente una inspeccion visual de la linea y de los residuales.

Dentro del intervalo lineal, un punto de calibracién puede ser suficiente para
establecer la pendiente de la curva de calibracidn pero en el intervalo de trabajo

sera necesaria la calibracion con varios puntos (preferentemente mas de 6).

Para que el método sea efectivo; la relacion entre la respuesta del instrumento con
la concentracion no tiene que ser perfectamente lineal pero la curva debe ser

repetible dia con dia.

4.11.1.4 Exactitud ("%

Expresa la cercania entre el resultado de una medicion y el valor de referencia
aceptado.

La validacion de un método busca cuantificar la exactitud probable de los
resultados evaluando los efectos sistematicos y los aleatorios sobre los resultados.

La exactitud se compone de: ~veracidad” y sprecision”.

4.11.1.5 Veracidad ('?
Es una expresion de qué tan cercana se encuentra la media de un conjunto de
resultados respecto al valor de referencia (un valor verdadero o un valor verdadero

convencional) y normalmente se expresa en términos de sesgo.

Se cuenta con dos técnicas basicas:

La verificacion con respecto a los valores de referencia de un material
caracterizado o bien, de otro método caracterizado. Los valores de referencia son
idealmente trazables a patrones internacionales.

Para verificar la veracidad utilizando un material de referencia, se determina la
media y la desviacion estandar de una serie de réplicas de una prueba y se
comparan contra el valor caracterizado del material de referencia.

Debe usarse un material de referencia certificado adecuado e idealmente de la

misma matriz.
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4.11.1.6 Sesgo '?

Es la diferencia entre el valor esperado de los resultados de prueba y un valor de
referencia aceptado.

El sesgo tiene dos componentes: los debidos al método y al laboratorio.

El sesgo del método surge de los errores sistematicos inherentes al método
cualquiera que sea el laboratorio que lo usa.

El sesgo del laboratorio surge de errores sistematicos adicionales caracteristicos

del laboratorio y de la interpretacion que éste hace del método.

4.11.1.7 Precisién (1%

Es una medida de la cercania entre los resultados de pruebas independientes y
obtenidos bajo condiciones estipuladas, generalmente se expresa mediante
medidas como la -desviacién estandar”, la cual nos describe la dispersion de los
resultados.

Las medidas mas comunes de precision son la —repetibilidad” y la
—feproducibilidad”.

La precision se determina en términos de la desviacion estandar o la desviacion
estandar relativa.

Para métodos cualitativos, la precision se puede expresar por medio de indices de
verdadero y falso positivo (y negativo). Estos indices se deben determinar a varias

concentraciones por debajo y por encima del umbral.

4.11.1.8 Repetibilidad ('?

Precision en condiciones de repetibilidad; es decir, condiciones segun las cuales
los resultados independientes de una prueba se obtienen con el mismo método,
sobre objetos idénticos, en el mismo laboratorio, por el mismo operador, usando el
mismo equipo y dentro de intervalos de tiempo cortos.

4.11.1.8.1 Repetibilidad (de resultados de mediciones) ('%

Es la proximidad de concordancia entre los resultados de mediciones sucesivas

del mismo mensurando realizadas bajo las mismas condiciones de medicion.
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4.11.1.8.2 Repetibilidad (de un instrumento de medicién) ('

Es la aptitud de un instrumento de medicidn para proporcionar indicaciones muy
semejantes entre si por aplicaciones repetidas del mismo mensurando bajo las
mismas condiciones de medicion.

4.11.1.8.3 Desviacion Estandar de Repetibilidad (1%

Es una medida de la dispersion de la distribucion de los resultados de prueba bajo
condiciones de repetibilidad. La varianza de repetibilidad y el coeficiente de
variacion de repetibilidad pueden definirse y utilizarse como medidas de la

dispersion de los resultados de una prueba bajo condiciones de repetibilidad.

4.11.1.9 Reproducibilidad /'?

Precision bajo condiciones de reproducibilidad; es decir, condiciones segun las
cuales los resultados de prueba se obtienen con el mismo método, sobre objetos
de prueba idénticos, en diferentes laboratorios, por diferentes operadores, usando
diferentes equipos. La reproducibilidad puede expresarse cuantitativamente en
términos de la dispersién de los resultados.

4.11.1.9.1 Desviacion Estandar de la Reproducibilidad (9

Es una medida de la dispersion de la distribucion de los resultados de prueba bajo
condiciones de reproducibilidad. La varianza de reproducibilidad y el coeficiente de
variacion de reproducibilidad pueden definirse y utilizarse como medidas de la

dispersion de los resultados de una prueba bajo condiciones de reproducibilidad.

4.11.1.10 Recuperacion ('?

Es necesario evaluar la eficiencia del método para detectar todo el analito, aunque
la incapacidad de un método para determinar todo el analito presente puede
reflejar un problema inherente, dado que; los métodos analiticos no siempre miden
todo el analito de interés presente en la muestra. Los analitos pueden estar
presentes en una variedad de formas en las muestras de las cuales no todas son
de interés para el analista. Entonces, el método debe disefiarse deliberadamente

para determinar solamente una forma especifica del analito.

Debido a que usualmente no se conoce la cantidad de un analito en particular que
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esta presente en una porcion de prueba, es dificil estar seguros de qué tan exitoso

ha sido el método para extraer el analito de la matriz.

Una forma de determinar la eficiencia de extraccion es agregar a una matriz
porciones de prueba con el analito a varias concentraciones, después se extraen
las porciones de prueba fortificadas y se mide la concentracion del analito. Un
problema inherente a este proceso es que el analito introducido de este modo no
estara tan fuertemente ligado como aquél que se encuentra naturalmente en la
porcién de prueba de matriz y por consiguiente, la técnica dara una impresion
irrealmente alta de la eficiencia de extraccidén. Sin embargo, ésta es la forma mas
comun de determinar la eficiencia de recuperacion y esta reconocida como una
forma aceptable de hacerlo. Alternativamente es posible realizar estudios de
recuperacion sobre materiales de referencia certificados adecuados, si éstos se
encuentran disponibles. Siempre que los materiales de referencia hayan sido
producidos a partir de materiales naturales, en lugar de materiales sintéticos en los
que el analito ha sido agregado, el estudio de recuperacion debera representar

exactamente la extraccion en porciones de pruebas reales.

4.11.1.11 Sensibilidad ("%

Es el cambio en la respuesta de un instrumento de medicion dividido por el
correspondiente cambio del estimulo.

Es la pendiente de la curva de respuesta, es decir, el cambio en |la respuesta del

instrumento que corresponde a un cambio en la concentracion del analito.
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5. METODOLOGIA

Figura 12. Metodologia

5.1 Materiales, reactivos y equipo.

1) Lavado de material
e Detergente neutro concentrado libre de fosfatos, pH = 7.
e HNO; grado reactivo - 30% (v/v).
e Desionizador BARNSTEAD
e Agua desionizada (ASTM TIPO I)

2) Trituracion y homogeneizacion
o Estufa. Marca HERAEUS, modelo RB 360.
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e Molino de bolas. Marca SPEX Industries _Inc. No. 8000.
e Balanza analitica Marca SARTORIUS modelo BP221S.
e Desecador.
3) Digestion
e Pipetas Beral.
e Frascos de polietileno previamente lavados.
e Papel filtro Whatman No. 42.
e HNO369.0 —70.0 % (J.T. Baker INSTRA).
e HyO, estabilizado 30% (J.T. Baker ).
e Horno de microondas. Marca CEM. MDS - 2000 Series.
4) Lectura de muestras
e Espectrometro de masas con fuente de plasma de acoplamiento
inductivo. Marca Perkin EImer. ELAN DRC-e ICP — MS Series.
e Gas argon grado ultra alta pureza 99.999%
e Solucion Daily. Smart Tune solution Std. ELAN & DRC-e al 1% HNO;
de 10 pg/L Ba, Be, Ce, Co, In, Mg, Pb, Rh y U. Marca Perkin-Elmer,
Atomic Spectrometry Standard.
5) Preparacién de curvas de calibracion
e Micropipetas (Eppendorf — Reference) 10 — 100 y 100 — 1000 pL.
e Puntas descartables para micropipetas.
e Solucion multielemental. Marca High Purity Standards Lote 529004.

Tabla4. Concentracion en la solucion multielemental.

Elementos Concentracion (pug /mL)
P, K, 500
Al, Bi, Pb, Mo, Se, As, B, Li, 200
Ni, Sr, Cu, Mg, TI, Fe
Zn, Co, Ba, Cd, Be, Mn, V, 100
Cr 50

6) MRC
e Hojas de durazno (NIST — 1547)
e Hojas de espinaca (NIST — 1570a)
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5.2 PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL

5.2.1 Muestreo y codificacion

El muestreo se realizd en la Central de Abastos lIztapalapa, de la Ciudad de
México, considerando que es uno de los principales centros de abastecimiento de
frutas secas, tanto del Distrito Federal como de algunos estados de la Republica.
Se compraron 30 muestras de mango deshidratado natural y 30 de mango
deshidratado enchilado en diferentes puestos, el tamafio de cada una de las
muestras fue de 250 g.

Las muestras de mango deshidratado natural se codificaron como: A1, A2, ...,

A30 y las muestras de mango deshidratado enchilado como: B1, B2, ..., B30.

5.2.2 Lavado de material

Debido a que los analitos se encuentran a nivel de trazas, es necesario contar con
un procedimiento de lavado muy cuidadoso para evitar la contaminacion de la
muestra con los mismos elementos que se analizan ya que esto nos llevaria a

mediciones y conclusiones erréneas.

Procedimiento de lavado (vidrieria, frascos de polietileno, material de porcelana,
etc.).
e Lavar con agua del grifo.
e Sumergir en solucion al 2% de detergente liquido neutro
concentrado libre de fosfatos durante 8 horas.
e Enjuagar con abundante agua (del grifo) para remover los residuos
de detergente.
e Sumergir en HNO3 grado reactivo al 30% (v/v) durante 24 horas.
e Enjuagar 10 veces con agua desionizada.
e Dejar escurrir y secar a temperatura ambiente en un lugar limpio y
seco.
e Almacenar el material ya lavado, en bolsas de polietileno cerradas,

en un lugar limpio y seco.
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5.2.3 Secado de muestras

Por cada 250 g de muestra se tomaron aleatoriamente 3 rodajas de mango
deshidratado, se cortaron y se secaron.

Las muestras se secaron en estufa a una temperatura de 60 °C, se registro el
peso de cada muestra hasta llegar a peso constante, esto se logré en 2 semanas.
Se trabajé a 60 °C para prevenir la volatilizacién de los elementos traza. Una vez
que las muestras llegaron a peso constante se almacenaron en un desecador

hasta la trituracion.

5.2.4 Trituracion y homogeneizacion

Se realiz6 la molienda de las muestras para reducir el tamafo de particula y asi
facilitar su digestidn, ya que al tener mayor superficie de contacto, las muestras se
pueden digerir en un menor tiempo.

Se molieron en un molino de bolas, cada muestra se moli6 por separado,

utilizando un recipiente y bolas de porcelana, durante 10 minutos.

Tratamiento quimico de muestras: Digestion acida asistida por horno de
microondas.

e Se pesaron aproximadamente 0.5 g de cada muestra por triplicado,
registrando el peso exacto y se trasvasaron a los recipientes de
teflon del horno de microondas.

e Se afadieron 3 mL de HNO3; con una pipeta Beral. Se dej6 en pre —
digestion 40 minutos hasta que cesaron los vapores originados de la
digestion.

e Se anadié 1 mL de H,O, con una pipeta Beral,

= Por cada corrida de digestion se prepararon 3 blancos
que llevaron el mismo procedimiento, excluyendo la
adicion de la muestra.

e Se cerraron los vasos de teflon del horno de microondas y se

sometieron al siguiente programa de digestion.
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Tabla 5. Programa de digestion

Paso Potencia (W) Tiempo
(min)

1 250 2
2 0 2
3 250 6
4 400 5
5 550 8

Ventilacién 8

e Después de ser digeridas las muestras, se enfriaron a temperatura
ambiente durante 40 minutos.

e Se filtré la solucion obtenida con papel filtro. Se enjuagaron los vasos
con 4 mL de agua desionizada con la finalidad de recuperar toda la
solucion obtenida después de la digestion de la muestra y se llevo a
un aforo de 10.0 mL con agua desionizada.

e Las soluciones obtenidas se almacenaron en recipientes de

polietileno y se conservaron en refrigeracion.

5.2.5 Dilucién gravimétrica
Las diluciones se prepararon de forma gravimétrica con la finalidad de aportar la
menor incertidumbre. Las diluciones se hicieron considerando que la densidad de

todas las soluciones empleadas es igual a 1g/mL.

En el presente trabajo, se prepararon diluciones 1:4 para los MRC, mientras que
las muestras se leyeron de forma directa, a la par de hacer las diluciones se
agrego el estandar interno seleccionado experimentalmente *Bi a cada solucion,
de tal forma que el procedimiento que se siguio fue el siguiente:
1) Colocar un recipiente de plastico limpio y seco en la balanza analitica,
registrar su masa.
2) Tomar una alicuota de 5 000 pL del MRC, depositarla en el recipiente y

registrar la masa.
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3) Tomar una alicuota de 240 yL (Conc = 1ug/mL) de estandar interno,
depositarlo en el recipiente, registrar la masa.

4) Adicionar agua destilada hasta 12.0 g, registrar la masa final.

Para el caso de las muestras que se analizaron sin dilucién, el procedimiento que
se siguio fue:
1) Colocar un recipiente de plastico limpio y seco en la balanza analitica,
registrar su masa.
2) Tomar una alicuota de 5 000 pL de la muestra digerida, depositarla en el
recipiente y registrar la masa.
3) Tomar una alicuota de 102 yL (Conc = 1ug/mL) de estandar interno,

depositarlo en el recipiente, registrar la masa.

5.2.6 Curvas de calibracioén

De igual forma, las curvas de calibracion se prepararon de forma gravimétrica. Se
prepararon curvas de Pb primero de 0 a 74 ug/L con el fin de conocer el intervalo
lineal, con ésta curva se leyé MRC y tres muestras de cada una, una vez
analizados los resultados se observo que las muestras contenian una pequefia

cantidad de plomo por lo que después se preparé otra curva de 0 a 20 pg/L.

El procedimiento que se siguid para la primera curva de calibracion fue:
1) Colocar un recipiente de plastico limpio y seco en la balanza analitica
registrar su masa.
2) Tomar la alicuota necesaria de Pb, registrar peso (ver tabla 6).
3) Tomar alicuota de 20 uL (Conc = 10 yg/mL) de estandar interno, registrar
peso.

4) Agregar agua desionizada hasta 10.00 g.
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Tabla 6. Preparacion de curva de calibracion 0 — 74 ug/L

Folio Concentracion | Alicuota de Pb | Alicuota de Agua
Pb uL E.l. (*®Bi | desionizada
kg )
ug mL m
L
STD1 0.00 0
STD2 1.00 10
STD3 1.50 15
STD4 3.00 30
STD5 4.00 40
STD6 5.00 50 Llevar al
STD7 7.00 70 B
STDS 8.50 85 D
STD9 10.00 100
STD10 12.50 125
STD11 15.00 150
STD12 17.50 175 20 pl.
STD13 20.00 200
STD14 22.50 225
STD15 30.00 300
STD16 40.00 400
STD17 45.00 450
STD18 50.00 500
STD19 75.00 750

El procedimiento que se siguié para la segunda curva de calibracién fue:

1) Colocar un recipiente de plastico limpio y seco en la balanza analitica

registrar su masa.

2) Agregar la alicuota necesaria de Pb, registrar peso.
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3) Adicionar alicuota de 1000 pL (Conc

registrar peso.

= 1ug/mL) de estandar interno,

4) Completar con agua desionizada hasta 50.0g.

Tabla7. Preparacion de curva de calibracion 0 — 20 pg/L

Folio Concentracion | Alicuota de Pb | Alicuota de E. I. Agua
Pb uL (9B 11an) desionizada
lu_g
rg mlL
L
STD1 0.00 0
STD2 1.00 50
STD3 2.50 125
STD4 4.00 200
STD5 5.50 275 Llevar al aforo
STD6 7.00 350 1000 L a50.00 g
STD7 8.50 425
STD8 10.00 500
STD9 12.00 600
STD10 15.00 750
STD11 20.00 1000
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1 Condiciones instrumentales de analisis

Antes de comenzar a trabajar con el equipo, es necesario que se haga una
optimizacion del mismo; de este modo se puede garantizar que las lecturas que se
hagan con el equipo, seran confiables.

Se utiliza una solucion -Baily”; la cual contiene elementos de masas bajas,
medias y altas (**Mg, ""°In, #*®U), las intensidades de sefiales 6ptimas deben ser
5 000 cps, >25 000 cps, >20 000 cps, respectivamente. También se monitorea el
cociente de masas 140/156 correspondiente a CeO/Ce ya que es indicador del
nivel de oxidos en general, la intensidad de sefal del cociente CeO/Ce debe
mantenerse por debajo de 0.03, por otro lado también monitorea el cociente de las
intensidades de sefial ™®Ba?" / '¥Ba’ que es indicador de las especies
doblemente cargadas, la intensidad de sefial del cociente '**Ba®*/"*®Ba* debe
mantenerse por debajo de 0.03.

En este analisis se leyd cada muestra tres veces, obteniendo el promedio y la
desviaciéon estandar relativa (RSD)

Se realizaron varias sesiones de trabajo en el ICP — MS y las condiciones con las

que se trabajo fueron las siguientes:

6.2 Optimizacion del ICP - MS

Tabla 8. Datos de la optimizacion del equipo durante la primera lectura.

Summary
Analyte Mass Net Intens. Mean
Mg 24.0 8587.125
In 114.9 28649.493
u 238.1 25646.470
Ce 139.9 33366.370
CeO 155.9 0.028
Ba 137.9 27773.805
Ba™* 69.0 0.025
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Current Optimization File Data
Current Value Description

0.75 Nebulizer Gas Flow (NEB)

1.20 Auxiliary Gas Flow

13.50 Plasma Gas Flow

6.00 Lens Voltage
1100.00 ICP RF Power
-1850.00 Analog Stage Voltage
950.00 Pulse Stage Voltage

0.00 Quadrupole Rod Offset Std (QRO)
-10.00 Cell Rod Offset Std (CRO)
70.00 Discriminator Threshold
-15.00 Cell Path Voltage Std (CPV)

0.00 RPa

0.25 RPq

0.00 DRC Mode NEB

-6.00 DRC Mode QRO

-1.00 DRC Mode CRO
-15.00 DRC Mode CPV

0.00 Cell Gas A

Tabla 9. Datos de la optimizacion del equipo durante la segunda lectura.

Summary
Analyte Mass Net Intens. Mean
Mg 24.0 5230.037
In 114.9 25397.361
u 238.1 24538.607
Ce 139.9 28159.613
CeO 155.9 0.029
Ba 137.9 21540.767




Ba™ 69.0 0.029
Current Optimization File Data
Current Value Description

0.76 Nebulizer Gas Flow (NEB)

1.20 Auxiliary Gas Flow
13.50 Plasma Gas Flow
11.00 Lens Voltage
1100.00 ICP RF Power

-1850.00 Analog Stage Voltage

950.00 Pulse Stage Voltage
0.00 Quadrupole Rod Offset Std (QRO)
-10.00 Cell Rod Offset Std (CRO)
70.00 Discriminator Threshold
-15.00 Cell Path Voltage Std (CPV)
0.00 RPa

0.25 RPq

0.74 DRC Mode NEB
-6.00 DRC Mode QRO
-1.00 DRC Mode CRO
-15.00 DRC Mode CPV

0.00 Cell Gas A

Como se puede ver en las tablas 8 y 9, aunque solo se trabajdo con masas
medianas a grandes, se ajustd la intensidad de las masas chicas, medianas,
grandes, la formacién de Oxidos y las especies doblemente cargadas a las

intensidades optimas.

Como parte del desarrollo de la metodologia se hizo el tratamiento de los
resultados para estimar los parametros de desempefio de la validacion parcial
probando diferentes estandares internos y sin estandar interno, los resultados se

muestran a continuacion:
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6.3 Validacion parcial con estandar interno

6.3.1 Seleccion de estandar interno

Para el desarrollo de la metodologia, se consideraron tres estandares internos:
209g; 205T|  203T| esto considerando que el estandar interno no estaria presente en
las muestras de interés y que tuviera una masa similar al is6topo analito. El
estandar interno se anadido a cada muestra en una concentracion conocida y se
utilizé para corregir la deriva instrumental que puede ocurrir a lo largo de la sesién

de lecturas en el equipo.
Las curvas de calibracién que se obtuvieron fueron las siguientes:

Gréfica 1. Curva de calibracion de ?°Pb con los diferentes estandares internos.

Curva de calibracién 2°¢pb

0.900000
0.800000 y = 0.0424x + 0.0864
R2=0.974
0.700000
w 0.600000 —&—Bi 209
2 v =0.0224x+0.0434
© 0500000 RZ=0.9765 —&-T| 205
< 0.400000 /‘ =TI 203
g 0.300000 —— Lineal (Bi 209)
0.200000 y=10.0186x+0.0358 —— Lineal (Tl 205)
R2=0.9748
0.100000 — Lineal (T1203)
0.000000 . . . .
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000

Conc pg/L
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Gréfica 2. Curva de calibracion para 2°°Pb con los diferentes estandares internos

Curva de calibracién 2°°Pb
0.450000
- (.400000 y=0.0204x+0.041
H 2
W 5 350000 RE=0.9756 A
n
©. 0.300000 —o—Bi 209
o y=0.0108x +0.0207
< 0250000 =T 205
< 0.200000 1203
Y 0.150000
- —— Lineal (Bi 209)
v 0.100000 = vy = 0.0089 0-0
) 0.050000 R2=10.9760 —— Lineal (T 205)
0.000000 WP . , : , — Lineal (T1 203)
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000
Conc pg/L

Tabla 10. Ecuaciones y coeficientes de correlacion para cada relacion Pb/E.I.

Isétopo E.l Ecuacién r
“9%pp “Bj y = 0.0224x + 0.0434 | 0.9765
2057 y =0.0186x + 0.0358 | 0.9748
05T y = 0.0424x + 0.0864 | 0.9744
“0°pp “9Bj y = 0.0108x + 0.0207 | 0.9777
o7 0.0089x + 0.017 0.9760
37 0.0204x + 0.041 9756

En la tabla 10, se observa resaltada la relacién isétopo analito/estandar interno
que se ocupo considerando el coeficiente de correlacion y la recuperacion.

De la tabla 9 se observa que para el isétopo analito 2°Pb el estandar interno con
mejor coeficiente de correlacion es el *®BI, mientras que para ?®Pb, se hubiera
podido trabajar con 2°°TI & ?%TI, pero cabe mencionar que no es suficiente el
coeficiente de correlacion para elegir el mejor estandar interno, habra que

considera también otros parametros como la recuperacion.
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Recuperaciéon obtenida con los diferentes estandares

Tabla 11. Porcentajes de recuperacién para plomo con diferentes estandares

internos

% de Recuperacion

Folio “Bpp/ABi [°Pb A®TI [°Pb APTI [#%°Pb I#PBi [°°Pb /A®TI | “°Pb /4TI
P1 100.43 193.12 190.72 98.66 172.78 199.51
P2 100.68 296.60 302.41 98.14 283.05 319.02
P3 98.40 297.18 302.57 95.89 281.17 316.30
P4 103.05 293.02 339.13 98.76 269.37 348.48
P5 99.43 304.89 323.09 101.89 274.56 337.01

P6 103.45 296.47 336.57 96.12 269.20 344.73
Promedio [100.91 280.21 299.08 98.24 258.36 310.84

En la tabla 11 se observa resaltado el estandar interno que mostré mejor
porcentaje de recuperacion.

Finalmente, considerando los resultados obtenidos en la tabla 10 y en la tabla 11
se decidio trabajar con el ?°°Bi como estandar interno.

Para estimar los parametros de desempefio se trabajé con estandar interno ?*°Bi e
isétopo analito ?®Pb. Se eligié ?®®Pb primero porque el equipo da el doble de
intensidad de sefial para ?®®Pb que para *®Pb y segundo porque las muestras de
mango deshidratado contienen muy poca cantidad de plomo entonces fue mas

favorable trabajar con este isétopo.

6.3.2 Parametros de desempeiio

Los parametros de desempefio se estimaron conforme la Guia EURACHEM.

6.3.2.1 Limite de deteccion y Limite de cuantificaciéon

La guia EURACHEM establece que para determinar el limite de deteccion se
necesita la lectura del analito en cuestion de por lo menos 6 blancos de muestra

independientes medidos una vez cada uno, sin embargo un blanco de muestra es
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esencialmente la matriz sin el analito y esto es dificil de obtener, sin embargo la
guia EURACHEM afirma que si no se cuenta con los blancos de muestra es
posible obtener una buena aproximacién del limite de deteccion y de cuantificacion
a partir de los blancos de reactivos.

En la tabla 12 se muestran los resultados de las lecturas de blancos de reactivos

Tabla 12. Cuantificacion de 2°®Pb en blancos de reactivos

“CPb/Bi
Folio Hg/L
Bco -1 2.04
Bco -2 2.14
Bco -3 2.08
Bco -4 2.1
Bco -5 2.35
Bco - 6 219
Promedio 215
s 0.11

Una vez que se tuvieron las lecturas, se calculé el promedio y la desviacion

estandary el limite de deteccion se calculé mediante la ecuacion 1.

LoD = blanco de reactivo + 3s  ecuacion 1

Sustituyendo en la formula:

LoD = 2.15 T+ 3 0.11T :2'48T

ug ( ug) ug
Asi, la concentracion de 2.48 %9 se tomara como la minima concentracién a la cual
L

se puede alcanzar un grado aceptable de incertidumbre.

Mientras que el limite de cuantificaciéon se calculé mediante la ecuacion 2.

LoQ = blanco de reactivo + 10s  ecuacion 2
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Sustituyendo en la formula:
_ Hg HI\ _ )
LoQ =215 =+ 10(0.11 L)_s.zs :
Entonces, la concentracion del analito que se usa como el punto de concentracién

mas baja de la curva de calibracion es de: 3.25 % .

Tabla 13. LoD y LoQ para 2°®Pb

Analito LoD % LoQ %

208py, 2.48 3.25

6.3.2.2 Intervalo lineal

Durante la primera lectura se leyd una curva de calibracion de 0 a 74.6 % con la

finalidad de explorar el intervalo lineal y establecer el intervalo de trabajo. La curva
de calibracién se elaboré con el estandar interno propuesto (**°Bi).

Como se establece en la Guia EURACHEM, para revisar la linealidad se
requieren de al menos 10 puntos a diferentes concentraciones; obteniéndose la

siguiente curva de calibracion:

Grafica 3. Curva de calibracién para Pb 208 usando como estandar interno 2°°Bi
Curva de calibracién - 208pb /209Bj

3.0000
— 2.5000
) f y =0.0279x + 0.0014
= 2.0000 R?=0.955
< /
& 1.5000 .
o == Seriesl
-8
E 1.0000 —— Lineal (Series1)
“ 0.5000

0.0000 : : : .

0.0000  20.0000  40.0000  60.0000  80.0000
Concentracién Pb 208 (ug/L)
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Dado que los calculos de regresion por si mismos, son insuficientes para
establecer la linealidad, se realiz6 una inspeccion visual de la linea y de los

residuales.
Se calcularon y graficaron los valores residuales (diferencia entre el valor
verdadero de ¢ y el valor predicho por la linea recta, para cada valor de -¢),

obteniéndose lo siguiente:

Gréfica 4. Valores residuales de ®®Pb usando 2°°Bi como estandar interno

Valores Residuales 2°8Pb - 209Bj

0.4000

*
0.3000

0.2000

0.1000 +—¢-®

* @ Valores Residuales Pb
0.0000 T T T ! 208 - Bi 209

0 1008.0300 200080@+40.0080 60.0000 80.0000

-0.2000 *

L 4
Conc 2%Pb (pg/L)

Valor real "y" - Valor predicho "y"
(Cps)

-0.3000

La grafica 4 muestra la distribucion aleatoria alrededor de la linea recta
confirmando la linealidad y también se puede observar que no se cometieron
errores sistematicos durante la preparacion de la curva de calibracion.

Asi entonces, se puede afirmar que el analito se comporta de manera lineal dentro
del intervalo mostrado en la tabla 13; donde el extremo inferior del intervalo esta
limitado por el limite de deteccion y el extremo superior del intervalo esta limitado

por la concentracidén hasta la cual se explord el comportamiento lineal del analito.

Tabla 14. Intervalo lineal para ?®®Pb usando ?°Bi como estandar interno.

Isétopo analito Intervalo lineal (ug/L)
T 2.48 - 74.56
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6.3.2.3 Intervalo de trabajo

De acuerdo con la Guia EURACHEM para establecer el intervalo de trabajo es
necesaria una curva de calibracion preferentemente con mas de 6 puntos.

Grafica 5. Intervalo de trabajo para °*Pb utilizando ?**Bi con estandar interno

Intervalo de trabajo
y =0.0321x + 0.02

0.8000 R?=0.9887
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Cps Pb 208/Bi 209

0.2000
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0.0000 T T T T )
0.0000 5.0000 10.0000 15.0000 20.0000 25.0000

Concentracion de 29%Pb pg/L

En la grafica 5 se puede observar que el intervalo de trabajo, se redujo hasta una

concentracion de 20 %, lo cual representa alrededor de una tercera parte del

intervalo lineal.

Grafica 6. Residuales para el intervalo de trabajo

Valores residuales 208Pb - 209Bj
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En la grafica 6, se puede observar que no se cometieron errores sistematicos
durante la preparacion de la curva de calibracion y la distribucién aleatoria

confirma la linealidad.

En la tabla 15 se muestra el intervalo de trabajo:

Tabla 15. Intervalo de trabajo para ?®®Pb usando ?*Bi como estandar interno

Isétopo analito Intervalo de trabajo (pg/L)

28pH 208 3.25 - 20.04

Una vez que se establecid el intervalo lineal, se evalud el intervalo de trabajo;
donde LoQ forma el extremo inferior del intervalo de trabajo y el extremo superior
del intervalo se definid hasta aproximadamente el doble de las concentraciones

del analito ?®Pb en las muestras analizadas en un estudio preliminar.

6.3.2.4 Exactitud

Como ya se menciond anteriormente, la exactitud se estudia en dos componentes:

la ~veracidad” y la precision”

6.3.2.5 Veracidad

Se estimo la veracidad utilizando MRC 1547, Peach Leaves (NIST); se determind
la media y la desviacién estandar de 10 réplicas de MRC; tal como lo establece la
Guia EURACHEM vy se compard contra el valor caracterizado del material de

referencia.

El material de referencia ideal hubiera sido mango deshidratado pero no se
encontrd, razon por la cual se eligid éste, que es de matriz natural, organico y lo

mas semejante a la muestra.

Se prefiri6 usar el MRC, en lugar de materiales de referencia preparados
internamente por la estabilidad y homogeneidad bien conocida del MRC.
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Los datos obtenidos de la lectura se muestran en la tabla 16.
Tabla 16. Concentraciones encontradas en el MRC1547, NIST.

Folio Concentraciéon °Pb(ug/L) | Concentracion Z°Pb(ug/g)
P-1.1 31.66 0.88
P-1.2 33.09 0.94
P-1.3 31.07 0.86
P-1.4 31.58 0.90
P-1.5 32.63 0.92
P-1.6 30.66 0.87
P-1.7 32.54 0.93
P-1.8 32.17 0.91
P-1.9 31.85 0.90
P-1.10 32.85 0.94
Promedio 0.90
Valor 0.87
verdadero en
MRC

Normalmente la veracidad se expresa en términos de sesgo y se calculd

mediante la ecuacion 3.

sesgo = Cexperlmental - Cte rica ecuaci n3

Sustituyendo:

sesgo = 0.90 H _ 0.87 H9 _ 0.03 19
g g )

Lo cual quiere decir; que se obtuvo un 0.03 %g lo que indica que hubo una

estimacion de la concentracion de *®Pb en el MRC por exceso; que puede
deberse a problemas de contaminacion de la muestra; ya que el plomo es un
elemento ubicuo y puede contaminar las muestras de muchas maneras; por
ejemplo, durante la recoleccion, almacenamiento y/o su manipulacién. Por lo tanto,

la calidad de la manipulacion es un aspecto crucial.
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Durante la manipulacion de las muestras en el laboratorio también existe algun

grado de riesgo de contaminacion. La preparacion de las muestras idealmente se

105 particulas

deberia realizar en un entorno con no mas de 0 mejor.

m3 de aire
En el laboratorio se debe intentar minimizar la cantidad de particulas en el aire

(polvo, particulas del aire exterior o ambos factores).

6.3.2.6 Precision

Como ya se menciond anteriormente en el marco tedrico, las medidas de precision
mas comunes son la —+epetibilidad” y la feproducibilidad”; éstas representan las

dos medidas extremas de precisién que pueden obtenerse.

6.3.2.7 Repetibilidad

Se determind la repetibilidad, tomando tres puntos de la curva; uno abajo de LoQ,
cerca del LoQ y por encima del LoQ, tomando el promedio de las tres réplicas que

da el equipo y su respectiva desviacion estandar relativa.

Tabla 17. Repetibilidad en tres puntos distintos de la curva de calibracion

Estandar 2 Estandar 6 Estandar 11
(debajo de LoQ) (cerca de LoQ) (encima de LoQ)
Concentracion de 0.7 49 14.7
1y
Pb 208 (T)
RSD (H) 1.6 1.2 0.6
L

En la tabla 17, se puede ver que abajo del limite de cuantificacién la desviacion
estandar es mayor que cerca del limite de cuantificacion y encima del limite de

cuantificacion.

6.3.2.8 Reproducibilidad

A la par se estuvo realizando el analisis de cobre en mango deshidratado,

entonces la reproducibilidad se determin6 haciendo y leyendo la misma curva de
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calibracion con su respectiva desviacion estandar relativa, pero con dos analistas

distintos.

Tabla 18. Desviacion estandar relativa en condiciones de reproducibilidad

empleando la misma técnica, laboratorio y equipo, pero dos analistas distintos.

Analista 1
Estandar 2 Estandar 6 Estandar 11
(debajo de LoQ) (cerca de LoQ) (encima de LoQ)
Concentracion de 2.5 44 12.7
208 ng
Pb (2)
RSD (M) 3.2 2.0 13
L
Analista 2
Estandar 2 Estandar 6 Estandar 11
(debajo de LoQ) (cerca de LoQ) (encima de LoQ)
Concentracion de 2.6 3.8 12.2
208 ng
Pb (2)
RSD (ﬂ) 4.6 2.9 1.8
L

De la tabla 18, se puede observar que la metodologia desarrollada es reproducible
y se observa también que por debajo del limite de cuantificacion, la incertidumbre

asociada es mayor, tal como su definicion lo indica.

6.3.2.9 Sensibilidad

Mediante la grafica 7 se puede observar que la sensibilidad es expresada como la
pendiente de la curva de respuesta; es decir, es el cambio de la respuesta del

equipo con un cambio de concentracion del analito.
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Grafica 7. Sensibilidad analitica

Sensibilidad
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Entonces: sensibilidad = 1760.1 %

6.3.2.10 Recuperacion

Se determiné la recuperacion del analito relativa al valor certificado en MRC 1547,
NIST (Hojas de durazno). Se realizaron 6 repeticiones en la tabla 19 se observan
los resultados.

Tabla 19. Recuperacion obtenida mediante el MRC 1547. NIST

Porcentaje de Recuperacion
Concentracién Concentracién | Recuperacién
Folio 2%%pp 2%%pp
Mg/L Ha/g %
P1 31.66 0.88 100.68
P2 33.09 0.94 108.14
P3 31.07 0.86 98.40
P4 31.58 0.90 103.05
P5 32.63 0.92 105.50
P6 30.66 0.87 99.43
Promedio 102.53
Desviacion estandar 3.76
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A partir de las concentraciones de ?®Pb expresadas en %g mostradas en la tabla

19 se calculo el porcentaje de recuperacion mediante la ecuacion 4.

% de Recupeaci n =

Cexperimental

Cte rica

Se calculé el promedio y su desviacion estandar.

* 100%

ecuaci n4

Cabe mencionar que es posible obtener recuperaciones superiores al 100 %. Una

recuperacion aceptable esta en funcion de la concentracion y del propdsito del

analisis; en la tabla 20; se muestran algunos porcentajes de recuperacion (Horrat,

2008).

Tabla 20. Porcentajes de recuperacién aceptables de acuerdo a la concentracion.
(Horrat, 2008).

Recuperacién (R)

Concentracion | Dimensiéon | Unidad de | Recuperaciéon
valor (%)
100 1 100% (100 98 — 102
g/100q9)
>10 107 >10% (10 98 — 102
g/100q)
>1 10 >1% (1 97 -103
g/100q)
>0.1 10 >0.1% (1 95 - 105
mg/g)
0.01 10" 100 mg/kg 90 - 107
0.001 107 10 mg/kg 80-110
0.0001 10° 1 mg/kg 80-110
0.00001 10”7 100 pg/kg 80 -110
0.000001 10° 10 pg’kg 60 — 115
0.0000001 107 1 pg/kg 40 - 120

En la tabla 19 podemos observar que el porcentaje de recuperacion aceptado para

este trabajo esta en el orden de 80 — 110 %, y que 102.53% obtenido queda

dentro de este intervalo.
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6.4 Validacion parcial sin estandar interno

6.4.1 Curvas de calibracion

A continuacion en las graficas 8 y 9 respectivamente se presentan las curvas de
calibracion para 2%Pb y 2°°Pb, donde se puede observar un mejor coeficiente de

correlacién que con 2°°Bl (E.L.).

Gréfica 8. Curva de calibracion 2%2Pb

Curva de calibracion 208pb
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90000 v = 1757 + 364.48
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Grafica 9. Curva de calibracion 2°Pb
Curva de calibracién 2%6pPb
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6.4.2 Recuperacion

En la tabla 21 se presenta la recuperaciéon obtenida para los dos is6topos del

plomo, y mas adelante se detalla como se obtuvieron estos resultados.

Tabla 21. Recuperacion para 2°®Pb y 2%°Pb

Recuperacion
zdﬁpb Z205p,
Folio Conc Conc | Recuperacion | Conc Conc | Recuperacion
Mg/L ua/g % pg/L ba/g %

S1 11.09 0.22 109.50 9.03 0.18 88.72

S2 9.03 0.18 88.72 8.94 0.18 89.55

S3 10.61 0.21 103.28 6.17 0.17 85.25

S4 10.45 0.21 103.62 7.71 0.21 106.79

S5 10.98 0.22 109.93 7.79 0.21 106.48

S6 8.94 0.18 89.55 7.44 0.19 96.66
Promedio | 10.18 0.20 100.76 7.84 0.19 95.58

Aunque se obtuvieron buenos coeficientes de correlacion y porcentajes de
recuperacion para ambos isétopos, los parametros de desempefo solo se
calcularon para Pb porque el equipo da el doble de intensidad de sefial para
208pp que para 2°°Pb; esto se puede observar claramente en la grafica 8 de *°Pb
donde se observa que el eje que muestra las cuentas por segundo llega hasta 100
000 mientras que en la grafica 9 de ?®Pb llega hasta 50 000 y porque las
muestras de mango deshidratado contienen poca cantidad de plomo entonces fue

mas favorable trabajar con este isétopo.

6.4.3 Parametros de desempeiio

Cada uno de los parametros de desempenfo se estimoé de la misma manera que
en la validacion parcial con estandar interno, conforme la Guia EURACHEM, a

continuacion se presentan los resultados obtenidos:
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6.4.3.1 Limite de deteccién y Limite de cuantificaciéon

Para determinar el limite de deteccién y cuantificacion se leyeron de manera
independiente una vez cada uno 6 blancos de reactivos.

En la tabla 21 se muestran los resultados de las lecturas de blancos de reactivos

Tabla 21. Cuantificacion de ?°®Pb en blancos de reactivos

Z08p),
Folio ug/L
Bco -1 1.16
Bco - 2 1.18
Bco -3 1.23
Bco -4 1.17
Bco -5 1.14
Bco -6 1.18
Promedio 1.18
S 0.03

El limite de deteccion se calculd mediante la ecuacion 1.

LoD = blanco de reactivo + 3s  ecuacion 1
Sustituyendo en la formula:

_ kg A k9
LoD =118 — +3(0.03 L)_1.27 :

La concentracion de 1.27 “L—g sera la concentracion minima a la cual se puede

alcanzar un grado aceptable de incertidumbre.

Mientras que el limite de cuantificacidon se calculé mediante la ecuacion 2.
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LoQ = blanco de reactivo + 10s  ecuacion 2

Sustituyendo en la formula:
_ 19 HI\ _ )
LoQ = 118 =+ 10(0.03 L)_ 1.48
La concentracion del analito que se usd como el punto de concentracion mas baja

de la curva de calibracion fue de: 1.48 “L—g )

Tabla 22. LoD y LoQ para *®Pb

Analito LoD % LoQ %

“®Pb 1.27 1.48

6.4.3.2 Intervalo lineal

Se leyd una curva de calibracién de 0 a 49.98 % con la finalidad de explorar el

intervalo lineal y establecer el intervalo de trabajo.
Como se establece en la Guia EURACHEM, para revisar la linealidad se
requieren de al menos 10 puntos a diferentes concentraciones; obteniéndose la

siguiente curva de calibracion:

Grafica 10. Curva de calibracion 2%Pb

Curva de calibracion Pb 208
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Dado que los calculos de regresion por si mismos, son insuficientes para
establecer la linealidad, se realiz6 una inspeccion visual de la linea y de los
residuales.

Se calcularon y graficaron los valores residuales (diferencia entre el valor
verdadero de ¢ y el valor predicho por la linea recta, para cada valor de ),

obteniendo la grafica 11.

Gréfica 11. Valores residuales para 2°®Pb

Valores Residuales 208Pb

600
500
400 +—¢
300
200
100 *

Og .’.‘. T * )
<

*

& Valores Residuales 208Pb

_10Q.OMOOOWAQDDDD_WOOO
*
-200 4
*

-300 * ¢
-400

Valor real "y" - Valor predicho "y" (Cps)

Conc 2°%Pb pg/L

La grafica 11 muestra la distribucién aleatoria alrededor de la linea recta
confirmando la linealidad, por lo cual se puede decir que no se cometieron errores
sistematicos durante la preparacion de la curva de calibracion.

Afirmando que el analito se comporta de manera lineal dentro del intervalo
mostrado en la tabla 23; donde el extremo inferior del intervalo esta limitado por el
limite de deteccion y el extremo superior del intervalo esta limitado por la

concentracion hasta la cual se explord el comportamiento lineal del analito.

Tabla 23. Intervalo lineal para 2°®Pb.

Isétopo analito Intervalo lineal (ug/L)
20%pp 1.27 - 49.98
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6.4.3.3 Intervalo de trabajo

De acuerdo con la Guia EURACHEM para establecer el intervalo de trabajo es

necesaria una curva de calibracion preferentemente con mas de 6 puntos.

Grafica 12. Intervalo de trabajo para 2*°Pb.
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En la grafica 12 se puede observar que el intervalo de trabajo, se redujo hasta una

concentracion de 20 %.

Gréfica 13. Valores residuales ?®Pb
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En la grafica 13, se puede observar que no se cometieron errores sistematicos
durante la preparacion de la curva de calibracion y la distribucién aleatoria

confirma la linealidad.

En la tabla 24 se muestra el intervalo de trabajo:

Tabla 24. Intervalo de trabajo para *Pb.

Isétopo analito Intervalo de trabajo (pg/L)

“%%pp 1.48 - 20.04

El intervalo de trabajo esta delimitado por el extremo inferior el LoQ y el extremo
superior del intervalo se defini6 hasta aproximadamente el doble de las
concentraciones del analito ?®®Pb en las muestras analizadas en un estudio

preliminar.

6.4.3.4 Exactitud

Como ya se menciond anteriormente, la exactitud se estudia en dos componentes:

la ~veracidad” y la precision”

6.4.3.5 Veracidad

Se verificé la veracidad utilizando MRC 15702 NIST; se determind la media y la
desviacion estandar de 10 réplicas de MRC; como lo establece la Guia

EURACHEM y se comparé contra el valor caracterizado del material de referencia.

Se prefirid usar el MRC, en lugar de materiales de referencia preparados
internamente por la estabilidad y homogeneidad bien conocida del MRC.
Los datos obtenidos de la lectura se muestran en la tabla 25.

Tabla 25. Concentraciones encontradas en el MRC1570a, NIST.

Folio Concentracion “°°Pb (ug/L) Concentracion ““*Pb(ug/g)
S-1.1 11.09 0.22
S-1.2 9.03 0.18
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S-1.3 10.61 0.21
S-1.4 10.45 0.21
S-1.5 10.98 0.22
S-1.6 8.94 0.18
S-1.7 10.23 0.20
S-1.8 10.27 0.20
S-1.9 9.45 0.19
S-1.10 9.77 0.19
Promedio 10.08 0.20
Valor verdadero en MRC 0.20

La veracidad se expresa en términos de sesgo y se calculé mediante la ecuacién
3.

sesgo = Cexperlmental - Cte rica ecuaci n3

Sustituyendo:
sesgo = 0.20 H9 _ 0.20 H _ 0.00 )
g g 9

Por lo cual, para dar una mejor estimacion del sesgo, se calculdé desde la
concentracion mas baja 0.18 %g y la mas alta 0.22 ’;quue se obtuvo en el MRC
15702, NIST.

sesgo = 0.18 H _ 0.20 H9 _ —0.02 19
g g )

sesgo = 0.22 H _ 0.20 9 _ +0.02 19
g g )

Por lo cual la concentraciéon encontrada en el MRC fue de 0.20 ’;Tg + 0.02.
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6.4.3.6 Precision

Las medidas de precision mas comunes son la —repetibilidad” y la
—feproducibilidad”; éstas representan las dos medidas extremas de precisién que

pueden obtenerse.

6.4.3.7 Repetibilidad

Se determind la repetibilidad, tomando tres puntos de la curva; uno abajo de LoQ,
cerca del LoQ y por encima del LoQ, tomando el promedio de las tres réplicas que

da el equipo y su respectiva desviacién estandar relativa.

Tabla 26. Repetibilidad en tres puntos distintos de la curva de calibracion

Estandar 2 Estandar 6 Estandar 11
(debajo de LoQ) (cerca de LoQ) (encima de LoQ)
Concentracion de 04 29 14.9
1y
Pb 208 (T)
RSD (%) 2.6 1.2 0.3

En la tabla 17, se puede ver que abajo del limite de cuantificacién la desviacion
estandar es mayor que cerca del limite de cuantificacion y encima del limite de

cuantificacion.

6.4.3.8 Reproducibilidad

A la par se estuvo realizando el analisis de cobre en mango deshidratado,
entonces la reproducibilidad se determind haciendo y leyendo la misma curva de
calibracion con su respectiva desviacion estandar relativa, pero con dos analistas

distintos.
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Tabla 27. Desviacion estandar relativa en condiciones de reproducibilidad

empleando la misma técnica, laboratorio y equipo, pero dos analistas distintos.

Analista 1
Estandar 2 Estandar 6 Estandar 11
(debajo de LoQ) (cerca de LoQ) (encima de LoQ)
Concentracion de 04 2.9 14.9
208 1g
Pb ()
RSD (M) 2.6 1.2 0.3
L
Analista 2
Estandar 2 Estandar 6 Estandar 11
(debajo de LoQ) (cerca de LoQ) (encima de LoQ)
Concentracion de 04 2.9 14.9
208 ng
Pb (2)
RSD (ﬂ) 3.8 1.0 0.5
L

De la tabla 27, se puede observar que la metodologia desarrollada es reproducible

y se observa también que por debajo del limite de cuantificacién, la incertidumbre

asociada es mayor, tal como su definicion lo indica.

6.4.3.9 Sensibilidad

En la grafica 14 se puede observar que la sensibilidad se expresa como la

pendiente de la curva de respuesta; es decir, es el cambio de la respuesta del

equipo con un cambio de concentracion del analito.
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Grafica 14. Sensibilidad analitica
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6.4.3.10 Recuperacion

La recuperacion se estimé mediante la lectura de 6 réplicas del MRC 1570a NIST,
cada una leida una vez y de manera independiente, los datos obtenidos se
muestran en la tabla 28.

Tabla 28. Recuperacion obtenida en MRC 1570a NIST.

Porcentaje de Recuperaciéon

Folio Concentracién Concentracién Recuperacion
208 Pb 208Pb %
Mg/L Mg/g
S1 11.09 0.22 109.50
S2 9.03 0.18 88.72
S3 10.61 0.21 103.28
S4 10.45 0.21 103.62
S5 10.98 0.22 109.93
S6 8.94 0.18 89.55
Promedio 100.76
Desviacion estandar 9.44
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El porcentaje de recuperacion aceptado cuando se trabaja a 1 ug/g esta en 80 —
110%, por lo que el porcentaje obtenido en este trabajo 100.76% queda

comprendido dentro de ese intervalo.

6.5 Aplicacién del método analitico desarrollado a muestras de mango
deshidratado.

Una vez desarrollada y optimizada la parte instrumental de la metodologia se
procedid a determinar plomo en las muestras de interés; mango deshidratado
natural y mango deshidratado enchilado. Las muestras recibieron el tratamiento

fisico y quimico anteriormente descrito.

Se trabajoé con una curva de calibracién de 0 % a 20.04 % sin estandar interno,

dado que se obtuvo un coeficiente de correlacion mas alto que empleando el
estandar interno y un porcentaje de recuperacién aceptable (100.76%).

Los resultados que se obtuvieron fueron los siguientes:

6.5.1 Mango deshidratado natural

Tabla 29. Contenido de *® Pb en mango deshidratado natural

Mango deshidratado natural
Concentracion | Concentracion

208 Pb 208Pb

Folio Mg/l Ma/g
A1 13.00 0.26
A2 10.03 0.20
A3.1 8.07 0.17
A3.2 8.25 0.17
A3.3 9.96 0.20
A4 12.14 0.25
A4.2 6.02 0.12
A4.3 11.52 0.24
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A5 12.57 0.25
A6 4.38 0.09
A7 7.34 0.15
A8 8.91 0.17
A9 11.03 0.23
A10 7.07 0.15
A11 48.17 0.98
A12 3.89 0.08
A13 <LoQ
A14 13.24 0.27
A15 16.42 0.33
A16 4.68 0.10
A17 5.55 0.11
A18 6.44 0.13
A19 7.94 0.16
A20 <LoQ
A21 5.03 0.10
A22 <LoQ
A23 <LoQ
A24 <LoQ
A25 <LoQ
A26 6.98 0.14
A27 <LoQ
A28 7.04 0.14
A29.1 7.39 0.15
A29.2 5.67 0.11
A29.3 5.47 0.11
A30 <LoQ
Promedio 10.13 0.20
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6.5.2 Mango deshidratado enchilado

Tabla 30. Contenido de ?°®Pb en muestras de mango deshidratado enchilado

Mango deshidratado enchilado
Concentracion | Concentracion
208py, 208py,
Folio pg/L ug/g
B1.1 3.62 0.07
B1.2 3.43 0.07
B1.3 3.44 0.07
B2 6.42 0.13
B3 7.18 0.15
B4 6.84 0.14
B5 5.01 0.10
B6 6.57 0.14
B7 4.93 0.10
B8 6.50 0.13
B9 5.42 0.11
B10 4.55 0.09
B11 <LoQ
B12 <LoQ
B13.1 10.85 0.22
B13.2 3.98 0.08
B13.3 3.90 0.08
B14 <LoQ
B15 <LoQ
B16 <LoQ
B17 <LoQ
B18 <LoQ
B19 7.31 0.15
B20 <LoQ
B21 <LoQ




B22 <LoQ

B23 <LoQ

B24 <LoQ

B25 <LoQ

B26 <LoQ

B27 <LoQ

B28 <LoQ

B29 <LoQ
B30.1 6.54 0.13
B30.2 4.40 0.09
B30.3 5.17 0.10

Promedio 5.2898 0.1070

Tabla 31. Concentracion promedio encontrada en mango deshidratado natural y

enchilado
Muestra Mango Mango
deshidratado deshidratdo
natural enchilado
Concentraciéon (%) 208pp 0.20 0.11
En base seca
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Grafica 15. Concentraciones promedio de ?®®Pb en Mango deshidratado
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Con los resultados obtenidos en este estudio, se puede dar un estimado de la
cantidad de rodajas de mango deshidratado que se tendrian que consumir para
alcanzar la ISTP (Ingesta Semanal Tolerable Provisional) establecida por el comité

mixto FAO /OMS; que es de 25 ug/ semana/ kg peso corporal.

Para mango deshidratado natural:

Considerando que, el peso promedio de una rodaja es de: 14.93 g y asumiendo

que la concentracion promedio de plomo es de 0.20 ug/g:

cantidad de 208Pb 0.20 ug Pb\ /1493 g ug Pb
, , = ( )( - ) = 2.986 ,
rodaja de mango deshidratado g rodaja rodaja

Ahora; de acuerdo con un estudio de las dimensiones antropométricas del
mexicano realizado por la Conaive en apoyo con el INEGI y la Secretaria de

Economia, el hombre mexicano promedio pesa 74.8 kg; considerando esto:

cantidad de plomo que se puede consumir semanalmente

_ ( 25 ug Pb ) ( 748 kg )
~ \semana por kg de peso corporal) \hombre mexicano promedio

1870 ug de Pb
semana
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Finalmente:

cantidad de rodajas que se tendrian que consumir para alcanzar la ISTP

_ (1870 ug de Pb) ( rodaja ) _ 626 rodajas

B semana 2.986 ug P/  semana

Para el calculo del mango deshidratado enchilado el peso promedio por rodaja fue
de 19.83 g, entonces la cantidad de rodajas de mango deshidratado enchilado que

se tendrian que consumir para alcanzar la ISTP es de 857

Tabla 32.Rodajas que se tendrian que consumir para alcanzar la ISTP de plomo

Mango deshidratado Mango deshidratado
natural enchilado
rodajas 626 857
semanda
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7. CONCLUSIONES

Se desarrolld y se valido parcialmente la metodologia analitica para la
cuantificacion de plomo en mango deshidratado mediante ICP — MS. Con base en
los valores obtenidos de los parametros de desempefio, se puede asegurar que la
metodologia desarrollada es idonea analiticamente hablando.

Para lograr esto, hay puntos clave en los cuales se debe poner especial atencion
como los que se mencionan a continuacion:

El lavado especial de todo el material utilizado, para tener resultados certeros y
confiables.

En la etapa de la digestion, se prefirid realizar una digestion asistida por horno de
microondas por las siguientes ventajas: precisidén, simplicidad, altos valores de

recuperacion.

Se optimizo6 la metodologia realizando diluciones gravimétricas con la finalidad de

disminuir la incertidumbre asociada.

La utilidad del estandar interno es corregir la deriva instrumental del equipo, ya
que los tiempos de andlisis son muy largos, a pesar de que el estandar que mejor
funciond para el presente trabajo fue Bi 209. En este caso el estandar interno
probablemente no estuvo en la concentracién adecuada y no fue util para este
analisis, sin embargo sirvio como control, ya que se observaba que las cuentas

por segundo del ?®Bi se mantuvieron durante toda la sesion de lecturas.

Se evalué la metodologia analitica realizando una validacion parcial.

Se planted como hipétesis encontrar mayor cantidad de plomo en las muestras de
mango deshidratado enchilado sin embargo se obtuvo lo contrario, esto puede
atribuirse a una contaminacion del mango deshidratado natural en el punto de
venta, ya que al estar destapado y tener una superficie pegajosa puede
depositarse mayor cantidad de polvo que en el mango deshidratado enchilado,
pues éste tiene una superficie cubierta por polvo de chile y menos humeda que el
mango deshidratado natural.
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Por otro lado, se demostr6é que el consumo de mango deshidratado tanto natural
como enchilado, no representa ningun riesgo a la salud publica, ya que se tendria
que consumir una cantidad muy grande de rodajas para presentar los sintomas de
la intoxicacion por plomo. Seria necesario consumir 626 rodajas de mango
deshidratado natural y 857 rodajas de mango deshidratado enchilado para

sobrepasar la ingesta semanal tolerable provisional.

Se conocio el adecuado funcionamiento y la optimizacion que se debe realizar
antes de efectuar un analisis mediante el ICP - MS

Si bien es cierto, que el empleo del ICP — MS representa una gran variedad de
ventajas para este tipo de analisis, también es necesario que el operador esté
consciente del tipo de analisis a desarrollar. Puesto que dependiendo de los
elementos de interés en el andlisis y el tipo de matriz en que se encuentran, se
deberan elegir las variables a controlar es decir; cuando hay una concentracidon
pequena del analito de interés se aumenta el numero de barridos, para hacer al
equipo mas sensible, otro ejemplo es, si el analito de interés es de masa grande,
no es del todo necesario que las cuentas por segundo del magnesio (elemento de
masa pequefia) estén debajo de 5 000. Cuando el andlisis se quisiera realizar a
nivel de partes por trilldon o se quisieran leer tierras raras, en este caso se deben
tener especialmente controlados todos los parametros de la optimizacion del
equipo

Si al leer la solucion -Baily” para verificar el buen funcionamiento del equipo, se
encuentra que no se obtienen los valores preestablecidos, entonces es necesario:
verificar el capilar de la toma de muestra, alinear la antorcha, limpiar los conos,
etc.

Explicado lo anterior y dado que el plomo es de masa mediana a grande, se
demuestra que la optimizacion para llevar a cabo este analisis fue la adecuada.
Sin embargo se requiere mucho mas practica para el conocimiento de un equipo
tan complejo como lo es el ICP - MS, ya que al estar trabajando con masas, las
variables son muchas; de tipo electronicas, fisicas, se requiere de ajuste de flujos
de argodn, la lente, la antorcha, la temperatura y aunque el equipo puede realizar
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un ajuste automatico, es necesario conocer todo esto para determinar las causas

de alguna falla y saber cémo eliminar el problema.
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8. ANEXO

8.1 MRC 1547 Peach Leaves

f%\ National Institute of Staxdards & Technology
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Instracticns for Dring: Samplea of this SEM sustbe dried ondy by one of the following tro procedares.

1. Diying m o desiccatod o foom temperaturs (pprodimately 12 °C) for 120 hows oves fresh enbgelooue
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Fotassinm 243 ES n.n3
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Teble 3 W pneerified Concertrations of Corautient Elements
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Methods Used for Analyas of SEM W47
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Certificate of Analysis

Standard Reference Material® 1570a

Trace Elements in Spinach Leaves

This Standard Reference Material (SFM) is mtended primanly for use i evaluating the reliability of analytical metheds
for the determination of major, minar, and mace elements; proximates; calenes; and tofal dietary fher in botamical
materials, apriculmumal food products, and materials of similar matmix. A unit of SEM 15702 consists of 60 g of finely
powdered dried spinach leaves.

Cerfified Concentration Values: The certified concenmation values of the constment elements are given in Table [.
Thesa concentrations are based on the agreement of resalts from at least two independent analytical methods o from a
method of known accuracy. Analytical methods are provided in Appendiz A.

Reference Comcentration Valmes: Reforence concentrafion values of constifuent elements are provided in Table 2;
analytical metheds are provided i Appendiz A. Feference concentration valoes for selected provdmates and wotal deetary
filver are provided m Table 3; analytical metheds are provided in Appendix B. Feference valies are noncertified valnss
that are the best estimates of the tue values: however. the values do not meet WIST criteria for certification and are
provided with associated uncertainties that may reflect only measurement precision. may wot include all sources of
umcertamiy, or may reflect a lack of sufficient staristical azreement among multiple analytical methods.

Information Conceniration Valves: Information concentration values fior addimional constituent elements are provided
m Tahle 4. Information vahses for carbehydrate, caloric content, faf. and mdrwidual fatty acids are prowided in Tahle 3.
These are nonceriified valoes with oo reported uncertainties as there is insufficient information to ass2s3 UDCEMAIMEES.
The information vakes are given to provide additional charactenizaton of the material. Use of this SEM to quanti@tively
monitor method performance for analyes other than those with certifisd or reference concentradon vakes in Tables 1
throueh 3 is not wamanted.

Expiration of Certification: The certificanon of SEM 1570a is valid. within the measurement uncertainty specified,
until 31 Awgust 2013, provided the SEM is handled in accordance with the instructions given in this cerfficate (ses
“Instructions for Use™) The cermification is pollified if the SEM is damagzed, contaminated, or otherwize modifisd.

Maintensnce of SRAL Certification: NIST will monitar thiz SEM over the period of its cemificagion. If substantive
technical changes oocur that affect the certified vahies before the expiration of this certificate, NIST will nodify the

purchaser. Remistration (see attached shest) will facilitate nonfication.

Support aspects invelved in the issuance of this SEM were coordinated through the NIST Measurement Services
Division.

Stephen & Wise, Chiaf
Amalvtical Chemisiry Division

Gaitherstog, MD 20880 Roberr L. Warrers, Jr., Chief

Certificate Issue Date: 08 October 2008 Meazorement Services Division
See Cernifican inssion Hlanore s Page 6
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Coordination of anahytical measurements for the characterization of this SEM was performed by D_A. Becker and
E_E. Sharpless of the NIST Amalytical Chemistry Division

Analytcal measurements at WIS T were performed by E.S. Beary. DA Becker, CM Beck IT M 5. Epstein, JT). Fassett,
EM. Gamity, F.E. Greenberg, B.M. Lindsmom, EA. Mackey, P. Momles, K E. Murphy, P.J. Paulsen, B.J. Porter,
T.A Fush B Saraswati, TM. Smeller, G.C. Turk, B.D. Vocke B L. Watters, Ir, and L.J. Wood. Additional elemental
analyses were performed by D L. Anderson (Center for Food Safery and Applisd Nutrition, U.5. Food and Dmug
Admmistation, Washingten, DC), AR Byme (Muclear Chemistry Deparment. Jozef Stefan Instmute, Ljubljana,
Slovenia), and J. Encera (Moclear Physics Insamute, Academy of Sciences of the Czech Bepublic, Rez, Czach Republic).
Several elements were also measured in an Intermational Atomic Enersy Agency (IAEA) mferlaboratery comparisen
exercise. Proximates. calories, farty acids, and total distary fiber were daterminad by Covance Laboratones (Madizon,
WT, Lancaster Laboratonies (Laocaster, PA), Medallion Labomatonies (Minpeapolis, M), and Southern Testing and
Rasearch Labaratones (Wilson, NC).

Stanistical anatysis of the experimental data was performed by W. Guthnie, 5 B. Schiller, and L M Gill of the NIST
Statistical Ensinesrmg Divizion.

NOTICE AND WARNINGS TO USERS

Stability: This material was radiation sterilized at an estmated minimum dose of 27 8 kGy for microbwolo gacal conmmal;
bowrever, its stability has not been ngorously asseszad. Spinach lsaves have a tendency to rmpidly bleach and to ham a
tan ar light brown color in the presence of visible light. Based on 13 years expenence with the crigmmal SEM 1570, there
is 00 evidence documentng any change in elemental concentrations as a result of that color change. However, WIST will
monitor this material and will report any substantive changss in cartified values to the purchaser.

Storage: The materal should be kept nightly closed inifs ariginal bortle and stored in the dark at a temperafure betwesn
Il °C and 30°C. Tt should not be exposed to intense sources of mdiation. Ideally, the bottle should be kept in a
desiccater under the conditions mdicated abave.

Imstructions for Use: The coorents of a bottle should be thorouzhly mixed by romting and'or rolling before each use.
Allow the comtants to settle for 1 mumite prier to opening to minimize the loss of fine dustparticles. A minimum sample
ma:s of 1 50 mg of the material, dried as described in the section (see “Instractions for Drying 7)., should be nsed to relate
analytical determinations to the certified values on this cerificate. In some cases, especially fior volsfile elements suchas
mercury, it is preferable to analyze samples from the bottle without drying. determine the meisture content on 2 separate
sample from the same bortle taken af the same time, and convert the analytical results to a dry-mass basis.

Digestion procedures should be designed to avoid loss of volatle elements, such as arsenic and meroury. Digestion of
the 5B in nitric and perchloric acids was found to be incomplete, with a small residue of siliceons material remaining.
This residue must be considered am tntegral pant of this SEM and should be dizsolved with a small amount of
bydrofleoric acid to obin tofal dissolution.  All certified values are based on the total disselubon.

Instrouctions for Dryimg: Samples of this SEM mmst be dried by one of the following two procedures in erder for
certified vahees to be valid

I. Drying in a desiccator at rosm tempertire (approximately 22 °C) for 120 b owver fresh anhydron: magnesium
perchlarate. The sample depth should not exceed 1 cm

1. Freeze-drying for 24 b at a pressare of 13.3 Pa or lower and a shelf temperanme of -5 =C or lower afier having
frozen the sample (not to exceed 1 cm in depth) at —340 =C or Jower for af least 1 b At the end of the 24 h perod,
samples should be placed immediately in a desiccator with fesh anhydrous maznesinm perchloraez. Samples should
be weighed afier allowing a minmmum of 4 h to esmblish temperature equilibrium

Note: Vaomum drying at reom temperanire and oven drying at elevated temperarures have resulted in excessive mass
losses and therefore are NOT recommended.
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Sonrce amd Preparatiomn of Material: The material {approximately 2270 kgh for this SEM was obfaimed fom
commersial supplisr Oregon Freeze-Drying Corp., Albany, OFL It consists of U S. Grade A chopped frozen spinach. The
material was thawed, placed in a ribbon mixer, thorouzhly mixed, and blended. After mixing, the spinach was freeze-
dried. The freezs-dried material was then ground in a sfainless steel zrinder and shipped to WIST. AtNIST. the freeze-
dried material was sieved through a polypropylene sieve having openings of 025 mm (equivalent te a U5 Series 80
standard siewe). The sieved matertal was then jet milled and air classified to a particle size of approsimately 75 pm (200
mesh) After mixing in a large blender, the spinach was imadiated with cobalt-6) mdiaton to a mmimum absorbed dose
of approximarzly 27.8 kGy for microbiolegical conmol and bortled

Homogeneity Assessment: Samples from randomly selected bottles of SEM 15702 were tested for homogeneity by
mstrumental nenron actvation aalysis (INAA) Mo evidence of statistically sienificant inbomogzeneity was observed.
Table 1. Certified Concentration Vahies of Constirusnt Elements !

Element Mass Fraction (%)

Calcium 1.527 + 0.041
Phosphorus  ©.518 £ 0011

I+

Potassium 1003 £ D052
Sodum 1.818 + D043
Mass Fraction Mass Fraction

Elsment (meke) Element (meke)
Almmuom 310 + 11 Mercury 0030 + 0003
Arsenic 0088 = 0012 Hickel 114 * 0ld
Boron 376 % 10 Selemiom 0117 + 0009
Cadmimm 18D % Q07 Stontum 5356 2+ 08
Cobalt g3 x 003 Thorum 0048 + 0.003
Copper 122 % 06 Vanadiom ©0.57 + 0.03
Mangmmesz 7390 0 1@ Zinc ) 3

% The cerufied concenmaions are equally weishied means of resulis fom rwo or more different anabytucal methods o the mean of
resuifs from a single method of knowm high acomracy. In the case of o or more methods, each imcerminty is the sum ef a
03 % confidence lomet and an allowance for systematc emer between the methods nsed In the case of a methed of known
acruracy, each umeentainty is the sum of a 93 9% confdence lmét and the known systematic emor of the method.

™ These certified vaknes are reported on 2 dry-mass basis. For certfied values 1o be valid, the marerial mzst be dried accardine 1o
the insmactions provided above.
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Tahle 2. Reference Concentation Values of Constinzent Elements ™™

Element Mass Fraction (%)

Witrogen (Total)™ 605 £ 0.20

Nitrogen (Crganic)™ 620 + 0325

Hitrogen (Protem)™ 568 £ 013

Mass Fraction Mass Fraction
Elsment (mzkEg) Element (m=zkz)
Europium 00055 + 0.0010 Pubidium 127 * 16
Scandium 0.0655 + 0.0005 Unnium 0.155% 0.023

WIST has replaced the previmasly usad term “noc-certified” with “reference vaiue™ or “infornmton valee ™ a3 appropriate.
Each reference concenmation value, expressed as a mass fiaction on a dry-mass basis, is an equally weighted mean of results
provided 'y WIST mndior collabomting laborateres. The mncertinty in the reference concemiraton vabes &5 caloolated as
[F'=ku, The quamiity u. is the combined standard imeemtainty caboalated acconding o the 90 and NIST Guides [1], which
accounts for the comibined effect of the withm-lahoratery varsance for all participatme labogrtones at ore sandard deviation and
bias berween methods. The cowerage factor, & &5 determrined fFom the Stdam’s f-dismintion comesponding 1o the appropriass
a5spcianed deprees of feedom and 05 %o confidence fior each analyte

Thaze reimence values areraparted on a dry-mass basiz. Inerder fior these reference values 1o be valid the material mmst be
dried acoording to the instnactions provided above.
m;mmmmmmdm@ummmmm Total nitrogen was determined by
pIOmpt FAmA activaton analysis; “oEamc miroeen was determined by the Dumes method: and “proten’ nitrogen was
determened by the Kjekdahl method

Table 3. Beference Concenmaton Vaies of Selectzd Proximates and Totl Dietary Fiber '

Mass Fraction, Mas: Fracdon,
Analyte as received (V&) dry-mass bazis (%) ™'
Moisnure™ 345 £ 025 0 (by definition)
Solids"™ B655 * 015 104 (bry definition)
Ash 465 £ 038 1518+ 038
Protain'® 358 % 30 it = 31
Total distary fiber s £ 43 jls £ 44

Each refmence concenimation vahie, expressed 3 amass faction on 20 as-Tecemed of dry-nmss basis. is an equally weishied mean of
results from the lahoratanies shown in Appendm: C. (MIST and e of thess Iabamiones provided resulis nsed in vahue assizmment of
mass fiactions of moisire and solids; see foomotz ¢) The uncerpinty in the reference valoes s expressed a5 an expandsd
umcertainey, L7 atthe 85 % level of confidence, mdsuhlmdmﬁngm&wmﬂmdkm]ﬂmﬂrﬁﬂmi‘ﬂﬂ[uﬂa[l}
The expanded imcertiney is caloulated as [7= k., where b i intendad to Teoresent. ar the Sovel of one stamdard deviation, the
combined effect of hetween-labormary and within-Ishommony conmponents of unceramty. The covernss fioor, E is determined fom
the Srodem”s -dismiluton comegpondne o the appropriate associated deprees of freedom and 93 %% confidence for each analyts
Amatyical ; infommatn is provided o Appendis B

Fiasurs have hean comveried to a doy-mass basis ngng the eference vahe for soiids. Uncertainty i the solids determimarion bas
been mcided in the 1mcerainties provided for the mass factions on a dry-mess basis

Moistm= bas been determined by WIST (using feere-drying and desicration) and one of the collaboming Iaboraones (using
desiccanan) as specified i this cerificars. Dirying in.a forced-air or vacmum oven by dree bomoores resuied i a motsure valine
of 63%EL3%

The proein concemraoon was calcalyed fom the mrrogen values reporied by the labomtonies (mio labomtories gans the Chamas
method, o labomiodes nsing Ejeldahl) usme a comersion facior of 623, The valse fr protein is the mean of the indvidimal
mmﬂmmquMmﬂppemc Ifthe meam nitrogen vahies above are used for caloslation
the mesn protein concenmations are 358 ¥ and 37.1 % onan as-received and dry-mass basis, respectively.
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Table 4. Information Concenmation Values of Constiment Elements ™

Element Mass Fraction (Ta)
Magnesium nae

Sulfur 046

Element Mass Fraction {mgke)
Lead 020

1% MIST has replaced the previecushy used term “non-cartdfied” with “reference vahe™ or “nformation value,” as approprate.

Table 5. Information Concenmanon Values of Carbohydrate. Fat Calone Content,
and Selscted Fatry Acids (as Trighveerides)™

Mas: Fraction, Mass Fracon,

Analvts as received (%) dry-mazs hazis (73]

Carbahy = 43 44

Fat 2 b

Calories™* 340 kcal 100z 350 keal100g

Pentadecanoic Acid (C15:00) 0010 p.0o11

Hezadecanaic Acid (C16:00 061 064
(Palmitic Acid)

Heptadecanoic Acid (C17-0) 0006 0.0:04

Dctadecanaic Acd (C18:0) 0031 0032
(Stearic Acid)

(Z-8-Octadecenoic Acid (C18:1) 025 026
(Oleic Acid)

(Z,2-8.12-Dcadecadienoic Acid (C18:1) 037 038
(Linalsic Acid)

(Z.2.I-8.12.15-Dondecamienoic Acid (C18:3) 063 0.65
(Lmolenic Acid)

Linolenic Acid (C18:3) 0048 0050

Dpcosamoic Acid (C22:0) 0028 0029
(Behanic Acid)

Tetracesancic Acid (C1410) D0 0045

1 Thesa inforradon valies, rapomad an an as-received and dry-mass bass, are the aqually weishisd means of resules epoared by the
callaborating labomtones shown in Appendiz C. These valoes ae based an resalts fom determinations by two to four of te
Inbomtones and are inchded i provide addinonal chamcterization of the oaenal” oo uncenamiies ae povided.  Anabytical
methodolesy information i prosided in Appendiz B.

P! Thess imfomation vaies ae ciobsed from the results reparted by one labomiory.

" I the mean prowimure values m Tables 2 and 4 are wed for caloulation, with caloric equivalents of €, 4, and 4 for fat, profein, and
carbolrydrate, respectively, the mean caloric confent &5 340 koal 100 £ and 350 keal 100z oo an asTecsived and dry-mass basis,
Tespectvaly.
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