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Unidad Significado Equivalencia en el Sl
MASA

ng nanogramo 1x10 % g

ug microgramo 1x10 % g

mg miligramo 1x10 3 g

g gramo 19

Kg kilogramo 1000 g
LONGITUD

nm nanometro 1x10 * m

mm milimetro 1x10 * m

cm centimetro 1x10 2 m

m metro 1m

TIEMPO

ms milisegundo 1x103 s

s segundo 1s

min minuto 60 s
VOLUMEN

uL microlitro 1x10 € L

mL mililitro 1x10 3 L

L litro 1L
TEMPERATURA

K grado Kelvin 1K

°C grado Celsius 1K-273.15
PRESION

pSi gg;adsr;girza dividida entre una pulgada al 6.894x10 3 N.m=2
Torr Torricelli 133.322Nm
Pa Pascal 1Nm-=2

MPa mega pascal 1Xx105Nm 2
INTENSIDAD DE

CAMPO MAGNETICO

W Watt 1m?kgs?
FRECUENCIA

Hz Hercio 1s™

MHz mega Herzt 1x10° s’
CONDUCTANCIA

S Siemens 1C?s Kg' m?
CONCENTRACION Masa-volumen o masa masa Ejemplos

ppm parte por millén 1 mg/L, 1 mg/kg
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ABREVIATURA SIGNIFICADO
AISI Instituto americano de hierro y acero
C Concentracién
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DV detector dual
HA Hidroxiapatita
I Intensidad
ICP plasma acoplado inductivamente
IUPAC Union internacional de quimica pura y aplicada
KED Celda de discriminacién por energia cinética
LOD limite de deteccion
LOQ limite de cuantificacion
LVM Fundicion al bajo vacio
MS Masas
OES Espectréometro de emision optica
R Recuperacién
RF Generador de radiofrecuencia
RSD Desviacién estandar relativa
SD Desviacién estandar
STD Disolucién estandar
simBOLO SIGNIFICADO
c' Velocidad de la luz (3x108 m s™)
A longitud de onda
Vv Frecuencia
h constante de Plank (6.6262 x103* J s)




1.RESUMEN

Debido a que un biomaterial es un material disefiado para actuar interfacialmente con
sistemas biologicos, se disefid una metodologia usando un espectrometro de masas con
plasma acoplado inductivamente (ICP- MS por sus siglas en inglés) para cuantificar
elementos potencialmente téxicos desde niveles de traza y ultra traza (ppm y ppb).
Paralelo a ello se desarroll6 la metodologia para cuantificar elementos mayoritarios
usando un espectrometro de emision ptica también con plasma acoplado inductivamente
(ICP- OES).

Se analizaron tres tipos de biomateriales, acero inoxidable grado quirurgico, aleacion base
titanio (Ti6Al4V) y tres muestras de hidroxiapatita que difieren en el modo de agitacion
durante su cristalizacion: con sonicador, magnética y manual. Para ello se establecié una
metodologia de digestion para cada tipo de biomaterial analizado y se encontraron los
parametros 6ptimos de operacién del espectrometro de masas asi como del dptico.

Encontradas las condiciones éptimas se analizaron las muestras digeridas con ambas
técnicas. Se estudié cada espectro de cada elemento cuantificado por la técnica ICP-
OES. Se reportan las composiciones encontradas asi como parametros de verificacion de
ambos métodos analiticos tales como: limite de deteccion, limite de cuantificacion,
linealidad en las curvas de calibracion, repetibilidad y exactitud. Por ultimo se hizo una
comparacion de ambas técnicas.

2.JUSTIFICACION

Por la naturaleza de aplicacion de los biomateriales resulta importante conocer su
composicion especifica tanto de los elementos mayoritarios como de los elementos
minoritarios, trazas (niveles de partes por millon) y ultra trazas (partes por billon) de
elementos potencialmente toxicos.

En la actualidad existen normas que especifican la composicion requerida para los
biomateriales y sus materias primas. Para ello es necesario conocer con confiabilidad' su
composicion desde los elementos a nivel traza y ultra traza hasta los elementos que
componen la matriz para garantizar que cumplan con la normatividad establecida. Estos
requerimientos exigen técnicas analiticas que permitan la cuantificacion de altas
concentraciones de elementos matriz asi como de las concentraciones a niveles de trazas
para determinar la existencia o ausencia de elementos potencialmente toxicos (As, Se,
Cd, Hg, Pb, U).

Aun optimizadas las técnicas analiticas, no se ha encontrado una metodologia que tenga
un intervalo de trabajo que permita cuantificar desde concentraciones en partes por billon
(ppb) hasta porcentajes en peso con altas resoluciones en todos los puntos. Por tal motivo
se requiere una metodologia analitica con una técnica suficientemente sensible para

! Confiabilidad: Término cualitativo que expresa el grado de cumplimiento satisfactorio de un método
analitico en términos de sus variados atributos técnicos (aplicabilidad, exactitud, precision, sensibilidad y
detectabilidad) (21).



detectar niveles de ppb y otra para determinar las concentraciones de los elementos
mayoritarios. Asegurando asi la confiabilidad de los resultados en ambos niveles.

La espectroscopia optica de emision con plasma acoplado inductivamente (ICP-OES)
tiene un amplio intervalo de trabajo. Es capaz de determinar porcentajes en peso y partes
por milldn en una sola curva de calibracién. El espectrometro de masas, también con
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) tiene la sensibilidad para detectar
concentraciones a niveles de partes por billon y partes por trillon (ppt)

Es necesario identificar los inconvenientes que presente cada técnica y disminuirlos en la
medida de lo posible asi como encontrar los parametros de operacion Optimos para
analizar los biomateriales: Hidroxiapatitas, acero inoxidable grado quirdrgico 316L vy
aleacion Ti6AI4V.

3.0BJETIVOS

o Establecer las metodologias de digestion propias para acero inoxidable grado
quirurgico, aleaciones base titanio e hidroxiapatita.

e Encontrar los mejores parametros de operacién para el ICP-OES asi como para el
ICP-MS.

e Obtener, para cada técnica (ICP-OES e ICP-MS), algunos parametros de
verificacion como: limite de deteccién (LOD), limite de cuantificacion (LOQ),
exactitud, precisién y la linealidad de las curvas de calibracién, con el fin de
verificar los resultados obtenidos.

4 HIPOTESIS

Si se encuentran las metodologias de digestion adecuadas para cada biomaterial
estudiado, y las mejores condiciones de operacion para las técnicas ICP-OES e ICP-MS,
entonces se podran cuantificar confiablemente tanto los elementos mayoritarios como los
potencialmente toxicos.

5.GENERALIDADES

5.1. Biomateriales

La investigacion en el area de los biomateriales, en sentido amplio, se inicié hace ya
muchos siglos puesto que es posible encontrar trazas de protesis implantadas en momias
egipcias. Sin embargo, es a partir de la segunda guerra mundial, cuando en un intento por
resolver los problemas cotidianos asociados al tratamiento masivo de pacientes, aparece
un vasto campo asociado a la tecnologia médica y en concreto va tomando cuerpo una
ciencia de los biomateriales. Hoy en dia la definicion mas amplia y ajustada en 1991 por el
consenso sobre definiciones en este campo es: “un material disefiado para actuar
interfacialmente con sistemas biolégicos con el fin de evaluar, tratar, aumentar o
reemplazar algun tejido, 6rgano o funcién del cuerpo” (1)



5.1.1. Acero inoxidable grado quiruargico

El desarrollo original de los aceros inoxidables acontecié en los albores de la primera
guerra mundial. En forma independiente y casi simultanea, en Inglaterra y en Alemania se
descubrieron los aceros inoxidables tal como se conocen ahora. El metalurgico inglés
Harry Brearly investigd cédmo mejorar una aleacion para proteger los cilindros de los
canones. Encontré que agregando cromo a los aceros de bajo carbono, obtenia aceros
“resistentes a las manchas” o resistentes a la corrosion.

El grado 316LVM (por sus siglas en inglés “Low Vacuum Melting” fundido al bajo vacio) es
un acero inoxidable cromo-molibdeno con bajos contenidos de carbono para minimizar la
precipitaciéon de carburos de cromo, fase que fragiliza la aleacién. Esta aleacion es
ampliamente usada en implantes médicos debido a que tiene un costo relativamente bajo,
facilidad de produccion y resistencia a la corrosion. El acero 304, aunque raramente,
también es empleado para la fabricacion de prétesis (2) por las mismas caracteristicas de
produccién y resistencia al ataque quimico. En la Tabla 5-1 se presentan las
composiciones de los acero AISI 316LMV y 304 (3) (2) para la fabricacién de
biomateriales y la del 316 para uso comun.

%C  %Si  %Mn %P %S %Cr %Mo %Ni

AlISI 316 | <0.07 <1.00 <2.00 <0.045 <0.015 16.50- 2.00-2.50  10.00-13.00
18.50
AISI | <£0.03 0.5 1.4 - -- 17.0 2.2 11.5
316LVM
AISI 304 | 0.066  0.58 0.82 0.029 0.02 18.29 0.14 8.7
2

Tabla 5-1Composicion requerida AlISI para un acero 316LVM como biomaterial (3) (2).

5.1.2. Aleacion base titanio Ti6Al4V

Hasta el siglo XVIII los materiales metdlicos utilizados en implantes quirdrgicos eran
fundamentalmente el oro y la plata, en el XIX empezaron a utilizarse los aceros, y en
estos afios, también aparecieron los inoxidables y las aleaciones de cromo, cobalto y
molibdeno. En los 40’s se introdujeron el titanio y sus aleaciones en el campo de la
medicina. Fueron Bothe, Beaton y colaboradores que mediante la implantacion en
animales (4), observaron su excelente biocompatibilidad, comparable a la del acero
inoxidable o a la del Vitallium (CoCrMo). La baja densidad (4.7 g/cm®) comparada con la
del acero inoxidable (7.9 g/cm?), junto a sus buenas propiedades mecanicas y su alta
resistencia a la corrosién, hacen del titanio un biomaterial de sumo interés para su
aplicacion en implantes quirdrgicos. Segun sus propiedades mecanicas, existen cuatro
grados de titanio sin alear normalizados para implantes quirdrgicos, dependiendo del
contenido de impurezas (oxigeno, nitrégeno, carbono, hidrégeno, y hierro) que son las
que controlan sus propiedades mecanicas. (Tabla 5-2)



PROPIEDADES GRADO1 GRADO2 GRADO3 GRADO4
CARGA DE ROTURA 240 345 450 550
(MPa)
LIMITE ELASTICO 170 275 380 485
(0.2%, MPa)
% ELONGACION 24 20 18 15

Tabla 5-2 Propiedades mecanicas del Titanio para implantes quirtrgicos (5)

El titanio y sus aleaciones poseen una excelente resistencia a la corrosion por la rapida
reaccion del titanio con el oxigeno, se produce una fina capa superficial de Oxido
impermeable y por lo tanto protectora. Este comportamiento, que tiene también lugar en el
aluminio, es mas eficiente en el titanio, dando lugar a una resistencia a la corrosiéon
superficial. Todo ello justifica su uso en la industria quimica y en ambientes altamente
corrosivos, y en particular hace del titanio y sus aleaciones los metales mas adecuados
para la fabricacion de implantes quirurgicos.

La aleacién Ti-6Al-4V es la mas utilizada industrialmente de todas las aleaciones de
titanio y a ella se dedica la mitad de la produccién del titanio total. Esto se debe al
excelente balance entre sus propiedades mecanicas, su resistencia a la corrosion, su
buen comportamiento a temperaturas elevadas. Se destaca también por su capacidad
para trabajarse mecanicamente y de modificar sus propiedades mediante tratamientos
térmicos. Se elabora por sinterizacion al vacio (10 “ atm) con calentamientos de velocidad
de 10 a 15 °C/min (6). De acuerdo con la norma ISO-5832-3 la composicion quimica de la
aleacion de titanio Ti-6Al-4V se muestra en |la Tabla 5-3.

Elemento | %Al %V %N %C %H %Fe %0 %Ti
Limite 55 34 _— —_— — — —

inferior Balance
Limite <6.5 <4.5 <0.5 <0.08 <0.015 | <0.3 <0.2

superior

Tabla 5-3 Composicion quimica establecida por la ISO 5832-3 para una aleacion Ti-6Al-4V (6)

5.1.3. Hidroxiapatita (HA)

En el cuerpo humano existen 206 huesos que varian en forma, tamafio y funcion, son la
forma rigida del tejido conjuntivo que integra la mayor parte del esqueleto de los
vertebrados. Mantienen la forma externa del cuerpo humano vy, junto con las
articulaciones, proveen un sistema de palancas sobre las que se insertan los musculos y
tendones. Son un tejido vascularizado dinamico que sangra al ser cortado y puede morir
al sufrir una lesién. Son bioquimicamente activos y contienen la mayor parte del fésforo y
calcio del organismo (1). Algunos como los craneanos y toracicos protegen érganos
internos. Muchos en su interior contienen médula ésea.

La hidroxiapatita (HA) es un fosfato de calcio con composicion quimica similar a la del
hueso humano, que la hace biocompatible con los tejidos vivos y posibilita su uso en
variadas aplicaciones médicas. Se puede usar como reemplazo de partes pequefias,
relleno de cavidades en odontologia, recubrimiento de superficies de metales para




implantes, refuerzo en materiales compuestos y como liberador de medicamentos, entre
otros. La precipitaciéon es el método mas comun para su obtencidon en cantidades
apreciables de forma econdmica y faciimente reproducible. En este método, se debe
controlar el pH, la temperatura de reaccion, tiempo de la reaccion, la atmosfera de
tratamiento, la relacion Ca/P, composicidn, impurezas, morfologia, cristalinidad, tamano
del cristal y de las particulas. Minimas variaciones ocasionan diferentes comportamientos
del material implantado, tales como bio-actividad, rango de disolucion y reabsorcion.

La reaccion de formacion de HA:
10 Ca(NO3); 4H,0 + 6NH4 H,PO4 + 14 NH; OH = Caio (PO4)s(OH); + 20NH4NO3 + 52H,0 ... (7)

Se realiza en condiciones de alta basicidad y se evita la presencia de contaminantes
como Mg*™ vy CI. La pulpa (HA precipitada) se obtiene a partir de procesos sucesivos de
agitacioén, reposo, decantacion, lavado y finalmente centrifugado (8). Para cada aplicacion
de la materia prima de calcio se optimizan especificando las propiedades fisicas y
quimicas tales como la geometria, dimensién, densidad, tamafo de poro, fuerza
mecanica, pureza, y la fase quimica del material.

Caracterizacion quimica: La hidroxiapatita (HA) es un fosfato de calcio. Sus principales
aplicaciones son la separacion y purificacion de proteinas y los implantes de hueso. Es un
compuesto cristalino integrado por tres moléculas de fosfato de calcio y una de hidréxido
de calcio. El concentrado de la HA es la matriz de calcio de la proteina encontrada en el
hueso sin procesar. El calcio abarca entre el 24 y 30% de la matriz y junto con varios
minerales (zinc, potasio, silicio, manganeso, fierro) forman un conjunto biodisponible
activo de calcio.

La féormula general para el grupo apatita es:
As (BO.)s (OH, F, CI)

Donde A y B son cationes. A puede ser: calcio, bario, sodio, plomo, estroncio, lantano o
cerio y B puede ser: fosforo, vanadio o arsénico. El anion silicato (SiOs*), puede sustituir
en un grado limitado a los grupos BO4 (7).

Asron y Posner (1958) propusieron la estructura cristalina de la HA a partir del analisis de
un mono cristal (7). Este fosfato cristaliza en el sistema hexagonal, con valores de red
a=b=9.432 Ay c= 6.88 A (Figura 5-1).
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Figura 5-1 Estructura de una HA Ca10 (HPO4)x(PO4)6-x (6)

Ademas este caracter idnico le proporciona la capacidad de la sustitucion parcial o
completa de iones de la red por otros de tamaiio similar (PO4* por HPO.%, Ca?* por K* o
Mg?*, OH" por F-, CI 0 Br) y le proporciona su propiedad de insolubilidad. La relacion ideal
Ca/P es mayor a 10:6 (>1.6667), su densidad calculada es de 3.219g/cm® y sus
propiedades mecanicas varian de acuerdo con el proceso de manufactura; la HA
policristalina tiene un moédulo elastico alto (40-117 GPa).

5.2. Plasma acoplado inductivamente (ICP)

El ICP es la fuente de energia para la vaporizacion, atomizacion, ionizacion y excitacion
de las moléculas que forman la muestra. Permite el analisis simultaneo de elementos
multiples via emisién atomica. La muestra debe ser acuosa y estar nebulizada. Pasa a
través del nucleo central del plasma sin interactuar significativamente con la atmdésfera
reactiva circundante. La trayectoria del analito estd aislada y confinada por el gas de
plasma de argén eficazmente.

5.2.1. Generacion del ICP

El plasma se forma con un flujo de gas argén (usualmente 8-20 L/min) a través de tres
tubos de cuarzo concéntricos conocidos como antorcha del plasma. La mas comun tiene
un diametro interno de 18 mm, esta cercada en la parte superior por una bobina de
induccion de cobre, conectada a generador de radiofrecuencia (RF). Este opera en un
intervalo de frecuencias de 27 a 40 MHz y a potencias de salida de 1 a 2 KW (9). El
campo magnético, generado por la corriente de RF que pasa a través de la bobina de
induccion, ioniza parte de los atomos de la corriente de gas Ar. El plasma se forma
instantdneamente cuando el Ar se alimenta con electrones energéticos producidos por
una descarga Tesla de alto voltaje (10) (9) (esquemas A, B y C de la Figura 5-2)
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Figura 5-2 Secuencia de generacion del plasma (9)

Los electrones y los iones de argon se aceleran por el campo electromagnético de alta
frecuencia generado por la bobina de induccion. La energia que se transfiere dentro del
plasma es dominada por electrones, debido a que tienen menor masa y adquieren mayor
velocidad. El estado estable de éste ocurre cuando la velocidad a la que los electrones se
liberan mediante colisiones ionizantes, iguala la velocidad a la que se recombinan. Las
recombinaciones ion-electron emiten luz produciendo un espectro continuo
correspondiente a la distribucién de energias cinéticas de los iones en el plasma.

El plasma tiene un perfil de temperaturas de 10 000 a 6 000K. La zona mas caliente esta
la altura de la bobina de induccidon, donde se genera. En la fria, es posible que se formen
oxidos, que son indeseables. Para evitarlo, en el ICP-OES se usa aire seco de corte y en
el ICP-MS se situa la interface (cono muestreador) por la que pasan los iones del plasma
al espectrometro. Estos funcionan como barrera fisica que cortan el plasma para
minimizar la probabilidad de la formacion de 6xidos.



53. Técnica analitica: Espectroscopia Optica de
Emision atomica con Plasma Acoplado
Inductivamente (icp-oEs)

5.3.1. Fundamentos

La teoria atomica asocia la emisién de radiacion por parte de los atomos con el
comportamiento de los electrones, en concreto con la distancia a la que éstos se
encuentran del nucleo. Cuando un electron pasa de una 6rbita externa a una interna, la
diferencia de energia entre ambas se emite en forma de radiacién electromagnética, es
decir, fotones.

E,—E, =hv (11)

Ecuacién 5-1 Relacion de la frecuencia de la onda electromagnética liberada cuando el electron salta de un
nivel de mayor a uno de menor energia.

donde

E> - es la energia del Orbital externo.

E1 - es energia del Orbital interno

h - constante de Plank (6.6262 x1034Js) (11)
v- es la frecuencia

La luz es una radiacion electromagnética. Las ondas electromagnéticas propagan energia
mediante la vibracibn de un campo eléctrico y uno magnético perpendiculares. Las
caracteristicas que las definen y diferencian son:

e Longitud de onda (L): Es la distancia minima entre dos puntos que estan en el
mismo estado de vibracion.

e Frecuencia (v): Numero de ciclos por unidad de tiempo cuya unidad en el Sl es
Hertz o

e Hercio (Hz), equivalente a un ciclo por segundo.

La relacion de la longitud de onda con la frecuencia es la siguiente:
A=C'v
Ecuacién 5-2 Relacion de la longitud de onda con la frecuencia. (11)

donde C’ es la velocidad de la luz =3 x 108 m/s.

La emisién de radiacion electromagnética se produce en forma de "paquetes" o "cuantos"
de energia (fotones). No es continua, los atomos no pueden absorber o emitir cualquier
valor de energia segun su especie. So6lo unos valores concretos. El conjunto se denomina
espectro de un elemento y es caracteristico de éste, lo que permite diferenciar uno de



otro. La determinacién cuantitativa de los elementos es posible debido a que la cantidad
de fotones liberados es directamente proporcional a los atomos cuyos electrones bajaron
a un nivel de menor energia, y por tanto a la concentracion. De este modo, al clasificar los
fotones por su longitud de onda y cuantificarlos, es posible identificar los elementos
presentes y asociar una concentracion de éstos en una muestra.

En grandes rasgos, un espectrometro 6ptico cuenta con: el sistema de introduccion de la
muestra, una fuente de excitaciéon para provocar la emision de los espectros (ICP), el
monocromador, encargado de la separacion en sus diferentes longitudes de onda de la
luz producida, un detector que recibe los fotones previamente separados y un procesador
que recibe corrientes del detector y las digitaliza para su interpretacion (12).

La Figura 5-3 esquematiza el modelo atémico de Bohr. Donde, debido a una excitacion,
el electrén salta a un orbital con mayor energia y al regresar se libera un fotén a la
longitud de onda intrinseca del elemento del atomo excitado.

Liberacién de fotén _hv

—_— (i T

e, e I
Excitacion Decaimiento

Nivel de mayor energia

Figura 5-3 Excitacién, decaimiento y emision de luz (Editado de (12))

5.3.2. Sistema de introduccion de la muestra al
ICP-OES

La muestra acuosa se introduce a través de los capilares al sistema de nebulizacién. El
motor de empuje es la bomba peristaltica que consiste en un riel circular con cilindros de
acero inoxidable girando unidireccionalmente. Los capilares se presionan hacia la bomba
peristaltica y el giro de los rodillos provoca el desplazamiento de lo contenido en el capilar,
esto genera un vacio que provoca la succidon continua de la soluciéon para llenar los
vacios. La muestra llega al nebulizador que funciona por el rompimiento de las gotas por
un golpe de gas a alta velocidad La muestra sale de un capilar y gotea sobre la salida de
otro capilar paralelo donde sale un flujo de Ar a alta velocidad, cuando éstos se
encuentran el Ar rompe la muestra en gotas de menor tamafio produciendo un aerosol.

Las gotas en un aerosol ideal para ICP-OES son finas mono dispersas, viajan con una
velocidad uniforme y no presentan intermitencias en los tiempos de llegada. Solamente
las gotas bajo de un cierto tamafo resultan en completa solvatacion-vaporizacién-
atomizacion-ionizacién y excitacion y producen una considerable poblacién de atomos
excitados (9) (13)por tal motivo, la calidad de la nebulizacién es crucial. La camara de
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rocio mejora la calidad del aerosol eliminando las gotas de mayor tamafio y permite el
paso de la neblina de muestra fina al inyector. Para e sta técnica se usdé una camara
ciclénica. El inyector es el encargado de transportar la muestra nebulizada desde la
camara ciclonica al interior del plasma, el usado en el ICP OES es de alumina por ser
resistente al ataque quimico y a altas temperaturas.

5.3.3. Sistema éptico

El sistema 6ptico separa la luz emitida por el plasma y los atomos que se hayan excitado
en él. Estd compuesto principalmente por ventanas que permiten la entrada de luz axial o
radialmente, prismas parabdlicos para direccionar la luz, una rejilla Echell para difractar la
luz y separarla en longitudes de onda, prisma de Newton para difractar la luz visible,
espejos que direccionan la luz, entre otros. La Figura 5-4 ilustra la trayectoria de la luz
desde el ICP hasta los detectores.

Prisma de
Dispersor pNewton

Rendija de
entrada

Detector visible

Detector

g g
3 ‘:/:A ‘7; Vision radial

Figura 5-4 Sistema optico (12)

5.3.4. Sistema de deteccion

El detector consiste en bloques de silicio cristalino de alta pureza (Figura 5-5). Sobre
cada sustrato, se cultiva una capa aislante de diéxido de silicio (SiO2). Los atomos se
encuentran unidos en una red tridimensional. El enlace entre silicios se rompe cuando es
golpeado con una cantidad de energia suficiente para vencer su resistencia, tal como
fotones con longitud de onda visible o ultravioleta. Cuando se libera un electrén dentro de
la estructura de la red, se forma un par electron-hueco. Si se aplica un voltaje a través del
bloque, los electrones liberados se moveran en la direccion opuesta del campo eléctrico
aplicado, la corriente generada es proporcional a la cantidad de fotones que llegaron. Con
la llegada de microprocesadores de alta velocidad, se pueden examinar pixeles
individuales, incluso durante el tiempo de integracion (tiempo en que los fotones son



absorbidos por la red cristalina, antes de aplicar el voltaje que provoque el movimiento de
electrones) para determinar la cantidad de carga acumulada.

/
s
-

=

Figura 5-5 La absorcién de fotones por red cristalina de silicio y la formacion de pares “hueco- electréon” (12)

El detector SCD (por su significado en inglés “Segmented-array Charged-Coupled Device
Detector”: Dispositivo detector de transferencia de carga segmentada), (Figura 5-6) ha
sido disefiado para la coleccién individual segmentada de fotones. En este tipo de
detector hay mas de 200 subconjuntos de colectores colocados en una pequefia placa de
silicio en un patrén bidimensional asociado con el Echellograma producido por el
espectrometro. Estos subconjuntos corresponden a las lineas espectrales mas
importantes en ICP de los 76 elementos observados en ICP-OES.



12

——
| —

(LT

(I

|
"]""“E“]"

T
i
g
S T )
5 5
-l_l]]]]}!]]]]]]]ﬂl

Sz :

Bi 223 061
g Cu 327.39

¢

211.4%
}

gﬁ meds Ca 317.933
Alhes.o g _QE %
|231 604 %
Pb 220.353
] | 1 1
130 120 110 100 90 80 70 Cd228dpa

Figura 5-6 Detector simultaneo (12)

5.3.5. Interferencias posibles en ICP-OES

Las posibles interferencias son fisicas, quimicas y espectrales. Las fisicas son aquellas
que provienen de la matriz o mala digestion de la muestra. Las quimicas ocurren cuando
el analito se combina con otro elemento impidiendo la excitacion, por tanto la emisién. Las
espectrales ocurren cuando se traslapan las longitudes de onda de otros elementos con la
longitud de onda del analito.

5.3.5.1. Espectros oOpticos
El procesador recibe y transforma la informacion del detector. Esta basicamente es la
intensidad medida en cada zona del detector y cada una recibe fotones de una longitud de
onda. Los espectros se forman al graficarse la intensidad medida en cuentas por segundo
en cada punto del detector que esta asociado a una longitud de onda. (9)

5.3.5.2. Evaluacion de espectros opticos
Las interferencias espectrales se deben a la presencia de otro(s) elemento(s) que
emitan fotones con longitudes de onda muy cercanas a la de estudio. De no ser
corregidas éstas invalidan los resultados. Se ilustra un espectro para la evaluacion de
interferencias:
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Figura 5-7 Ejemplo. Espectro de emision de As (188.979nm) para las muestras de hidroxiapatita y curva de
calibracion

En la Figura 5-7 se observa, del lado izquierdo los espectros de emision para As
(188.979nm) de las muestras. El eje vertical representa la intensidad en cuentas por
segundo y el eje horizontal la longitud de onda en nandmetros. Bajo el area del grafico
aparecen las herramientas para cambiar de longitud de onda y poder estudiar otros
analitos. Del lado derecho se encuentra la identificacion de las muestras y su intensidad
en la longitud de onda donde se encuentre el “cursor P” (linea amarilla que aparece en el
area de grafico), en las casillas de seleccion se indica si se observa el espectro en el area
izquierda y junto el color que representara a esa muestra.

El espectro del estandar de calibracion de 10 ppm se muestra de color rojo, es el pico
mas alto. Junto a éste se observa un pico que puede tratarse de alguna interferencia para
As en la longitud de onda de 188.979nm. Debido a que se distinguen faciimente los dos
picos se determina que éste no genera interferencia espectral.
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Figura 5-8 Espectro libre de interferencias

En la Figura 5-8 aparece el ejemplo de un espectro libre de interferencias. Para todas las
lecturas se distingue claramente el inicio, altura y fin del pico, también se observa que la
linea base es cero, lo que indica que la matriz no genera interferencia fisica para ninguna
muestra.

Los espectros de los blancos de calibracion, como los blancos de digestién pueden indicar
si el valor numérico de la concentracién proviene de la presencia del analito, en la
muestra, los acidos de digestion o del agua (en muestras acuosas).

5.3.6. Optimizacién basica para un ICP-OES

De la optimizacién depende la calidad del analisis.

5.3.6.1. Velocidad de bomba peristaltica

La cantidad de muestra que entra en el nebulizador depende de la velocidad de la bomba
peristaltica y del calibre de los capilares. Debe permitir que la nebulizacion sea eficiente y
que la lectura arroje un resultado representativo y (9) (13).

5.3.6.2. Flujo de nebulizacion
Particularmente, el flujo de nebulizacion es el parametro critico para la calidad del aerosol
de la muestra. De la calidad del aerosol depende que la muestra se vaporice, atomice,
ionice y se excite en el plasma (9). Es esencial tener un alto grado de control en este flujo
de gas.
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5.3.6.3. Potencia

La intensidad de las sefales espectrométricas de analitos y el ruido de fondo son
dependientes de la densidad de potencia del plasma. Por tal motivo se requiere encontrar
la potencia en la que se disminuya el ruido de fondo y se incremente la sefal.

5.3.6.4. Gas auxiliar
El gas auxiliar es un flujo de argdn que circula alrededor del plasma con el fin de proteger
al sistema de la radiacién emitida por éste. Cuando se excede disminuye la probabilidad
de que existan atomos excitados; sin embargo, no es un parametro critico debido a que
no es necesario modificarlo una vez que se establece el 6ptimo.

5.3.6.5. Longitud de onda

Cada elemento puede emitir fotones, incluso a miles de longitudes de onda, pero no todas
tienen la misma probabilidad de ocurrir. Generalmente se usan las que recomienda el
proveedor a menos que la matriz de la muestra contenga elementos interferentes a esa
longitud de onda.

5.3.6.6. (X,Y) Axial y radial

El espejo que toma la luz del plasma y la direcciona al sistema monocromador se gira con
el fin de hacer un barrido axial o radial en el plasma, para encontrar la zona donde se
detecte la mayor sefial con el menor ruido posible. Se hace principalmente con Mn
(longitud de onda 257.610 nm) leyendo una soluciéon de 1ppm, debido a que presenta
propiedades periodicas medias, de este modo, la optimizacion actua para elementos de
facil excitacion como para los que requieren altas energias de ionizacion y excitacion.
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5.4. Técnica analitica: Espectrometria atobmica de
Masas con Plasma Acoplado Inductivamente
(ICP-MS)

5.4.1. Sistema de introduccion de la muestra al ICP-
MS

Funciona bajo el mismo principio que el del ICP-OES. Cuenta con una bomba peristaltica
que trasporta a la muestra hasta el nebulizador. Este genera un aerosol y la cdmara de
rocio clasifica las gotas segun su tamafio. Manda las gruesas a los residuos y las finas a
través del inyector hasta llegar al plasma que aporta la energia necesaria para la
ionizacion (Figura 5-9).
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Figura 5-9 Sistema de introduccion de la muestra al ICP-MS

5.4.2. Espectrometro ICP-MS

El plasma es la fuente de energia que permite la ionizacién. Parte de los iones entran al
espectrometro, a través de una interface situada en la zona donde se generan mediante
succion. Una bomba turbo molecular que hace vacio casi total (del orden de millonésimas
de Torricelli), provoca que lleguen al deflector que, por diferencias de voltaje, elimina las
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especies quimicas que no estén ionizadas, y manda las cargadas positivamente a una
celda (Figura 5-10). En este punto todos los iones tienen la misma energia cinética, pero
cambia en el cuadrupolo que consta de dos electrodos positivos, intercalados en dos
negativos. Cambian instantaneamente de polaridad. Los iones viajan a los negativos y
estos se vuelven positivos repeliéndolos hacia el siguiente que ahora los atrae. Este ciclo
se repite millones de veces por segundo, y permite la separacién espacial de los cationes
segun su masa. Las velocidades que adquieren son supersoénicas siendo mayores en los
ligeros. El detector, al final del cuadrupolo, recibe a los iones e integra la informacion cada
diferencial de tiempo al que se le asocia una especie quimica segun su relacion carga-
masa. Los ligeros llegan primero (9).

Especies neutras y
/ negativas

® s é i
0 L g o S ———— =
}r_& - Q0 0 e e (]
N ft ° o = § "'e A

Cuadrupolo

Bobina de
induccion

Figura 5-10 Esquema del espectrometro de masas (Perkin Elmer).

5.4.2.1. Sistema de deteccién

Como consecuencia del impacto de los iones en el detector, se produce el
desprendimiento de electrones (primarios) y éstos son dirigidos por una diferencia de
potencial hacia otra superficie de la que se liberan electrones secundarios. Si la energia
adquirida entre el impacto sucesivo es suficientemente alta habra en promedio mas de un
electréon secundario liberado. Después de repeticiones suficientes de este proceso, habra
un gran numero de electrones generados. El dispositivo que funciona de este modo es
conocido como multiplicador de electrones y el factor de multiplicacion es tipicamente del
orden de 108. Al final del dispositivo los electrones se dirigen a un electrodo colector y la
carga del pulso resultante se procesa electrénicamente por el sistema de datos del
espectrometro (9).
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5.4.3. Interferencias posibles en ICP-MS

Las interferencias se generan porque existen isétopos o se forman compuestos (aductos)
por las condiciones presentes en el plasma, que tienen el mismo peso que el elemento
que se pretende cuantificar.

5.4.3.1. Poliatébmicas
Las Interferencias de iones poliatbmicos son el resultado de interacciones entre las
especies del plasma y las de la matriz y/o la atmdsfera. El argdén, hidrogeno y oxigeno
estan en exceso, y pueden combinarse entre si 0 con elementos de la matriz. La suma de
los pesos de los elementos combinados iguala el peso del analito y genera la interferencia
para éste (10).

5.4.3.2. Isobaricas

Las interferencias isobaricas ocurren porque otros elementos presentes tienen isétopos
con sustancialmente la misma masa que el analito. El cuadrupolo no tiene la resolucion
para separar dos especies cuya masa difiera en menos de una unidad y por ello llegan
juntos al detector (10).

5.4.4. Optimizacién basica para un ICP-MS

Existen alrededor de 24 optimizaciones del equipo como voltaje del detector, del deflector,
voltaje de entrada y salida de las celdas, flujo de argdn para el plasma, gas auxiliar, entre
otras, cuya finalidad, en muy amplios rasgos, es variar las condiciones de operacién y
encontrar la mayor sefal con el menor ruido posible.

Para lograr la ionizacion de la muestra, es necesario que exista una adecuada
nebulizacion. Esta, depende de la viscosidad, del flujo de argén y velocidad de la bomba
peristaltica. Las gotas que se producen deben ser lo suficientemente finas para que se
vaporicen, atomicen y ionicen en el plasma. Se debe regular la potencia y el flujo de argén
para optimizarlo. (9)

A continuacion se presenta una breve explicacion de otras optimizaciones propias para
esta técnica (ICP-MS) realizadas para este trabajo.

5.4.4.1. “Autolents”

En esta optimizacién se varian voltajes hasta encontrar la combinacion que permita
direccionar todos los iones de todo el intervalo de masas, desde la del °%'Be hasta la de
238.05  al cuadrupolo.

5.4.4.2. Posicion de la antorcha
Proporciona la alineacion automatizada en los ejes X, Y, Z de la antorcha con respecto a
la optica de los iones. El sistema hace un barrido de 6 mm en cada una de las tres
direcciones y se queda en donde encuentre la sefial mayor. La interface por la que entran
los iones debe quedar justo en la zona del plasma donde se producen. Generalmente esta
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optimizacion se hace con la sefial medida de "'*%In, para ello se introduce una solucién
con una concentracion especificada de éste.

5.5. Cuantificaciéon de concentracién en ICP-MS y
en ICP-OES

Para ambas técnicas la intensidad medida se efectua en cuentas por segundo (cps),
(fotones en ICP-OES y iones en ICP-MS). La intensidad (1) es proporcional a la cantidad
de iones o fotones, segun sea el caso, que al llegar al detector, generan una sefal y ésta
es proporcional a la concentracion del analito.

La curva de calibracion se obtiene con un grupo de disoluciones de concentracion (C)
conocida, preparadas a partir de disoluciones certificadas y con instrumentos de alta
precision (ver capitulo 6), las que se miden en los espectrometros bajo las condiciones de
operacién optimizadas. Se grafica | en funcién de C para generar la curva de calibracién a
la que se asocia una ecuacion lineal, la que permite la cuantificacion del analito a partir de
la intensidad medida.

En la Ecuacidn 5-3 se observa la forma general de la ecuacién de la linea con célculo de
interseccién que el programa de computo usa para calcular la concentracion de muestras
con base en una curva de calibracion.

(Istp2—IsTp1) €PS
(Cstp2—CsTp1)PPmM,ppb,etc

I(cps) = b(cps) + *[C] (ppm, ppb, etc)

Ecuacion 5-3 Cuantificacion de concentracién a partir de la intensidad medida en las soluciones de la curva de
calibracion.

donde:

I(cps) =2 es la intensidad medida en la muestra en cuentas por segundo.

b(cps) = es la intensidad medida en el blanco de calibracion.

Istp1- Istpz =2 €s la diferencia de las intensidades en unidades de cps de los estandares 1
y 2.

Cstpi- Csrp2 = €s la diferencia de las concentraciones correspondientes en unidades de
concentracion.

C (ppm, ppb, entre otras) = es la concentracion de la muestra en unidades de
concentracion



20

——
| —

5.6. Verificacion

Se hace con el fin de demostrar que los datos obtenidos con las técnicas analiticas
usadas son confiables. Se define como la confirmacién mediante el suministro objetivo de
pruebas que los requisitos se cumplen (14). Las exigencias de verificacion incluyen
estudios de exactitud, precision, linealidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion,
entre otros (15).

Precisién: se define como el grado de concordancia entre resultados obtenidos
cuando un método se aplica, repetidamente y desde el principio, sobre distintas
porciones representativas de la muestra.

Repetibilidad: Grado de concordancia entre los resultados obtenidos cuando el
método es aplicado a la misma muestra repetidas veces por un unico analista. Se
expresa como la desviacion estandar absoluta (SD), varianza (SD ?2), desviacion
estandar relativa (RSD) o por ciento de desviacion estandar relativa (%RSD) de
los resultados obtenidos. En ambas técnicas, el respectivo programa de
computo arroja los resultados de la SD y %RSD de la intensidad medida,
como de la concentracion.

a) SD=/E(x-%?/(n—-1) b) RSD=2 c)  %RSD==x
100

Ecuacion 5-4 Calculo de a) desviacién estandar; b) desviacion estandar relativa; c) % desviacion estandar
relativa

Exactitud: Es la desviacion de la medida con respecto al valor real o verdadero.
Se puede medir por medio de lecturas de muestra control. Es el resultado medido
entre el esperado por cien llamado por ciento de recuperacion relativo (%R) (14).

Linealidad: Es la capacidad de un método para dar respuestas relacionadas
linealmente con la concentracion del analito dentro de un determinado intervalo de
concentraciones. Para estimar el grado con el que los datos experimentales se
ajustan a una linea recta se calcula el coeficiente de correlacion. Un valor de 1
corresponde a un ajuste perfecto a una linea recta, un valor de cero implica que no
hay correlacion lineal entre las respuestas y la concentracion. También puede
utilizarse el coeficiente de correlacion al cuadrado. Un resultado por encima de
0.995 se considera un buen ajuste para la mayoria de los fines.

Intervalo lineal: Es el intervalo de concentraciones util para un método analitico
en el que la pendiente de la recta obtenida se mantiene constante.

Sensibilidad: Mide la capacidad de un método para distinguir pequenas
diferencias en la concentracion del analito. El factor que determina la sensibilidad
es la pendiente de la curva de calibracion.
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Limite de deteccion (LOD): Es la sefial minima detectable por el equipo que se
distingue claramente del ruido de fondo. Se obtiene de acuerdo a la Unién
Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) (16) como:

LOD= 3.3SD
Ecuacién 5-5 Calculo del limite de deteccion (16)

donde:

SD: es la desviacion estandar de la concentracién y 3.3 es un valor constante.

Limite de cuantificacion (LOQ): Es la concentracion minima detectable por el
método. Se obtiene también mediante multiplos de la desviacion estandar (SD).

LOD=10SD
Ecuacion 3.2 Calculo del limite de deteccién (16)
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6.METODOLOGIA

El desarrollo experimental se dividid en dos etapas principales. La primera consistié en
digestién de muestras y preparacion de estandares, la segunda en la optimizacién y
lectura de muestras en ambas técnicas.

6.1. Reactivos de digestion y para técnica ICP-
OES

e Acido clorhidrico concentrado, grado analitico, 36.5 -38.0%, marca J.T. Baker
e Acido nitrico concentrado, grado analitico, 65%, marca Suprapur®
e Acido fluorhidrico concentrado, grado reactivo, 48%, Merk

e Agua desionizada ASTM tipo 1 (conductividad eléctrica 25° C, 0.056%

e Estandar de fésforo 1000 ppm marca Perkin Elmer

e Estandar de Calcio 1000 ppm marca Perkin Elmer.

o Estandar S21 100mg/L de As, Be, Ca, Cd, Co, Cr, Cu, Fe, Li, Mg, Mn, Mo, Ni, Pb,
Sb, Se, Sr, Ti, Tl, V, Zn. Perkin Elmer 5% HNOs.

o Estandar 7 A (alcalino) 1000mg/L de K, 500 mg/L de Si, 100 mg/L de Al, B, Ba, Na,
y 50 mg/L Ag, Marca Perkin Elmer.

e Argébn, pureza 4.8, marca INFRA

6.2. Reactivos técnica ICP-MS

e Se us6 un KIT de estandares multielementales marca PERKIN ELMER (17):
1) Estandar elemental 1: matriz acuosa al 5% HNO3 Contiene 10mg/L de Hg
2) Estandar multi elemental 2: matriz acuosa al 5% HNO3 Contiene 10mg/L de Ce,
Dy, Er, Gd, Ho, La, Lu, Nd, Pr, Sc, Sm, Tb, Th, Tm, Y, e Yb.
3) Estandar multi elemental 3: matriz acuosa al 5% HNO3 Contiene 10mg/L de Ag, Al,
As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb,
Se, Sr, TLUy Zn.
4) Estandar multi elemental 4: matriz acuosa al 10% HCIl'y 1% HNO3. Contiene
10mg/L de Au, Hf, Ir, Pd, Pt, Rh, Ru, Sb, Sny Te.
5) Estandar multi elemental 5: matriz H.O/trHF/tr HNO3. Contiene 10mg/L de B, Ge,
Mo, Nb, P, Re, S, Si, Ta, Ti, Wy Zr.
e Solucion “Daily™ contiene 10 ppb de Be, Mg, In, Ce y U. Marca PERKIN ELMER
e Argdn de pureza 5.0, marca INFRA.

e Agua desionizada ASTM tipo 1 (conductividad eléctrica 25° C, 0.056£
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6.3. Equipo y material

o Espatula de madera

e Vasos de precipitados de 125 mL de vidrio y de teflon.

o Vidrios de reloj

e Matraces aforados de 10, 50 y 100 mL

o Piseta con agua desionizada

e Probeta 50 mL

e Micropipetas con puntas desechables de 500, 100 y 50 pL, marca Labsystems.
e Balanza analitica marca RADWAD, modelo XA 60/220/X.

e Parrilla de calentamiento.

El diagrama general de la metodologia se muestra a continuacion en la Figura 6-1:

CARACTERIZACION QUIMICA DE
BIOMATERIALES
(HA, Acero 316L y aleacion base Ti Ti6AI4V)

Digestion de muestras

Preparacion de curva de
— calibracion para tecnica
Preparacion de curva de

. iy ) ICP-OES
calibracion para tecnica |

ICP-MS Y
Optimizacion ICP-OES

Optimizacion ICP-MS

"—“| Lectura de blanco

‘ Lectura de estandares |

‘ Lectura de muestras ‘

¥

Tratamiento de
resultados

Figura 6-1 Diagrama de flujo. Metodologia general
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6.4. Digestion de muestras

o 4 muestras de acero inoxidable grado quirurgico, cada una proveniente de
prétesis cuyos pesos fueron inferiores a 0.2 gramos.

o 3 muestras de hidroxiapatita en polvo (HA) de aproximadamente 1 g. Los tres
tipos se fabricaron con las mismas materias primas y bajo el mismo método,
variando el tipo de agitacion para cada Hidroxiapatita.

e 3 aleaciones base Titanio, 2 en rebaba, aproximadamente 0.5 g de cada una 'y
una fraccién de tornillo.

Debido a que la cantidad de muestra de los aceros inoxidables, como las de
Titanio fueron minimas, sélo se hizo un ensayo.

En el caso de las muestras de acero inoxidable, por la cantidad se peso la totalidad. Se
tomaron dos alicuotas (R1 y R2) de cada tipo de HA y una de cada aleaciéon de base
Titanio. Todas se pesaron en su respectivo vaso de precipitados asignado (de vidrio para
las de HA, teflon para las de acero inoxidable y base titanio) y en éste mismo se
digirieron. Antes del pesaje se tar6 la balanza y una vez medida la cantidad se procedio a
la digestion. La siguiente tabla muestra la identificacion de las alicuotas, el tipo de
biomaterial, la descripcion de la muestra original y el peso en gramos.

Identificacion | Biomaterial Descripcion Peso Z;I)CUOta

11 Ac. Inoxidable grado quirtrgico Trozo de pieza original | 0.0296
12 Ac. Inoxidable grado quirtrgico Trozo de pieza original | 0.0284
13 Ac. Inoxidable grado quirtrgico Trozo de pieza original | 0.0312
14 Ac. Inoxidable grado quirtrgico Trozo de pieza original | 0.1626
Ti6Al4V Aleaciones base Titanio Trozo de tornillo 0.0954
T1 Aleaciones base Titanio Rebaba 0.0528
T2 Aleaciones base Titanio Rebaba 0.0460

HA1P Hidroxiapatita. Agitaciéon magnética | Precipitado en polvo R1:0.1013

et A8 8 P P R2: 0.1003

. . o . . R1:0.1012

HALS Hidroxiapatita. Agitacién manual Trozo de pieza original R2: 0.1008

Hidroxiapatita. Agitacion con uso de . . R1:0.1021

HA1B sonicador. Trozo de pieza original R2: 0.1016

Tabla 6-1 Descripcion de alicuotas analizadas y su precedente.
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6.4.1. Digestion via himeda

El método de digestion de las muestras dependio de la naturaleza quimica de la matriz.

6.4.1.1. Digestion de hidroxiapatita

1.

2.

Preparacion de reactivo de ataque: en una probeta de 50 mL se mezclaron
10.0 mL de HNO3 concentrado con 30.0 mL de HCI concentrado.

Se adicionaron 10.0 mL de reactivo de ataque a cada muestra y se cubrieron
con un vidrio de reloj. Los 10 mL restantes se usaron para la elaboracion del
blanco de digestion de HA.

Se colocaron sobre una parrilla de calentamiento y llegaron una temperatura
igual o menor a 60° hasta disolucion completa, es decir, que se disolvio todo el
sélido y quedd una solucion translucida (tiempo aproximado 20 minutos).

Se vacié cada solucién resultante en un matraz aforado de 100 mL.

Se enjuagd cada vidrio de reloj y vaso de precipitados con agua desionizada.
Todos los enjuagues se vaciaron en su respectivo matraz y se aforaron con
agua desionizada a 100mL.

6.4.1.2. Digestidon de aceros inoxidables

1.

Preparacion de reactivo de ataque: en una probeta de 50 mL se mezclaron
20.0mL de HNOs3 concentrado con 60.0 mL de HCI concentrado.

Se adicionaron 15.0 mL de reactivo de ataque a cada muestra y se cubrieron
con un vidrio de reloj. Los 15 mL restantes se usaron para la elaboracion del
blanco de digestidén Inoxidables.

Calentamiento: En la parrilla de calentamiento, se puso una cama de arena y
sobre ésta se colocaron los vasos de teflén para su proteccion. Se calentaron
hasta ebullicién se adicionaron tres gotas de HF concentrado. Se suspendio el
calentamiento hasta que la digestién fue completa (tiempo aproximado en
ebullicion 10 minutos)

Se vaci6 cada solucién en un matraz aforado de 50 mL.

Se enjuagd cada vidrio de reloj y vaso de precipitados con agua desionizada.
Todos los enjuagues se vaciaron en su matraz respectivo y se aforaron con
agua desionizada a 50 mL.

6.4.1.3. Digestion de aleaciones base Ti

1.

Preparacion de reactivo de ataque: en una probeta de 50 mL se mezclaron
40.0 mL de HNO3; concentrado con 40.0 mL de agua desionizada.

Se adicionaron 20.0 mL de reactivo de ataque a cada muestra. Los 20 mL
restantes fueron usados para la elaboracion del blanco de digestion de Ti.
Calentamiento: De igual forma que para los aceros inoxidables, los vasos de
teflon fueron protegidos por una cama de arena y cuando inici6 la ebullicién se
les adicionaron tres gotas de HF concentrado. Permanecieron en ebullicion
hasta que las digestiones fueron completas (tiempo aproximado en ebullicién
de 40 minutos).
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4. Se vaciaron las soluciones de las muestras Ti1 y Ti2 en su respectivo matraz
de 50 mL y la solucién Ti6Al4V en uno de 100 mL.

5. Se enjuagé cada vidrio de reloj y vaso de precipitados con agua desionizada.
Todos los enjuagues se vaciaron en su matraz respectivo y se aforaron con
agua desionizada.

Nota: Cada muestra generada se envaso y etiquetd inmediatamente después de su aforo.

6.5. Preparacién de curva de calibracion para técnica ICP- OES

Se prepararon 2 curvas diferentes: una que contiene Unicamente Ca y P de 50, 100 y 200
ppm y otra de 1y 10 ppm con los estandares S21y 7 A , cuyos elementos contenidos se
especifican en la seccion 6.7 “Reactivos de digestion y para técnica ICP-OES”. Se
hicieron 2 puntos ya que para esta técnica analitica esta comprobada la linealidad. La
ecuacién de la curva de calibracién asociada no se ve favorecida con la adicion de mas
puntos de calibracion.

6.5.1. Curva de Cay P para técnica ICP OES

1. Estandar de 50 ppm: se adicionaron 0.5 mL de cada estandar (P y de Ca) a un
matraz volumétrico de 100mL.

2. Estandar de 100 ppm: se adicioné 1.0 mL de cada estandar (P y de Ca) a un
matraz volumétrico de 100mL.

3. Estandar de 200 ppm: se adicionaron 2.0 mL de cada estandar (P y de Ca) a un
matraz volumétrico de 100mL.

4. Cada uno de éstos se aforo con agua desionizada, se envasoé en un frasco de
plastico nuevo y se etiquetd.

6.5.2. Curva S21 + 7 A para técnica ICP OES

1. Estandar de 1 ppm: se adicion6 1.0 mL de cada estandar (S21y 7 A) a un matraz
volumétrico de 100mL.

2. Estandar de 10 ppm: se adiciondé 1.0 mL de cada estandar (S21y 7 A) a un matraz
volumétrico de 10mL.

3. Cada uno de éstos se aforo con agua desionizada, se envasé en un frasco de
plastico nuevo y se etiqueto.

Para ambas curvas se us6 agua desionizada como blanco de calibracion.
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6.6. Preparacion de curva de calibracién para
técnica ICP- MS

Se prepard una curva de calibracion de 1, 5, 10 y 50 ppb del total de elementos que
incluye el KIT de estandares Perkin Elmer cuya composicién se especifica en la seccion
6.2 “Reactivos técnica ICP-MS”. Se preparo una disolucion intermedia de 200 ppb
adicionando 0.1 mL de cada estandar del KIT (1, 2, 3, 4y 5) y se aforé a 50 mL con agua
desionizada.

6.7. Técnica ICP-OES

6.7.1. Descripcién del equipo usado para la técnica
ICP-OES

El equipo utilizado para esta técnica fue un ICP-OES Optima 400 DV, marca Perkin Elmer
con detector SCD, antorcha de cuarzo y bobina de radiofrecuencia de cobre. El sistema
de introduccion de la muestra consta de una bomba peristaltica con tres canales,
capilares de silicén, nebulizador “Gem Cone®”, camara de rocio ciclénica e inyector de
alumina de 2 mm de diametro. El equipo es operado mediante el programa de computo

“Win Lab32 5.2.0.0612".

Debido a que el detector es un superconductor se requiere que opere a una temperatura
de -40°C el encendido del equipo tarda alrededor de 4 horas.

La rutina fue verificar que haya una presion de entrada de argdén de 80 psi, encender
recirculador, extractor, el equipo, por ultimo el programa de computo y esperar a que el
detector se encuentre a -40°C. Ocurrido esto se enciende el plasma y después de 10
minutos de acondicionamiento se procede a la optimizacion.

6.7.2. Optimizacién ICP-OES

6.7.2.1. Flujo de nebulizador y potencia
Para ambos parametros se aspird el estandar de 1 ppm S21 + 7 A y en la opcién
“continuous™ se monitore6 el cambio de sefial para el Mn (a 257.610 nm de longitud de
onda, A) con respecto al cambio de flujo de nebulizacién. El flujo de nebulizador éptimo se
establecio cuando se mostré la mayor sefial de Mn y ésta permanecié constante con
respecto al tiempo. Se varié del mismo modo la potencia, se establecié el valor éptimo
siguiendo el mismo criterio con la sefial de Mn.

2 Gem Cone: nombre patentado para el nebulizador que usa un cono de gema para cumplir su funcién.
3 CONTINUOUS: Herramienta que ofrece el programa de computo. Permite observar en tiempo real la sefial
que recibe el detector para uno o varios analitos. Su significado en espafiol es continuo.
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6.7.2.2. Posicion de la antorcha
Esta optimizacion esta automatizada. Se aspira el estandar de 1 ppm S21 +7 Ay el
equipo hace un barrido en el plano axial al plasma para localizar la zona donde encuentra
la mayor sefal con el menor ruido posible. La posicion encontrada fue (0.0, 15.0) mm.

La posicion del “casete™ en el ICP-OES, velocidad de bomba peristaltica, flujo de Ar para
plasma y gas auxiliar fueron los que recomienda el proveedor para ambas técnicas (-0.3,
2mL/min y 16L/min, respectivamente).

6.7.3. Lectura de muestras en ICP-OES

Se indicé en el método los elementos a cuantificar y las concentraciones de los
estandares. Se calibré y se analizé cada muestra digerida. Los capilares se lavaron con
agua desionizada entre muestra y muestra. Para la técnica ICP-OES se cuantificaron los
elementos que contienen los estandares S21, 7 Ay P (29 elementos totales los cuales se
indican en la secciéon 6.1). La lectura fue, por tratarse de elementos mayoritarios, en
modo radial para todos los elementos, 3 réplicas y longitudes de onda recomendadas por
el proveedor.

6.7.4. Estudio espectral para la técnica ICP-OES

Este estudio es suma de importancia para determinar si el resultado es confiable. Se
revisd cada espectro 6ptico. Se comparo el de un estandar contra los de los blancos de
digestion y de calibracién con el fin de detectar si la matriz generd alguna interferencia
espectral. Si los acidos de digestion presentan un pico en la longitud de onda estudiada,
significa que aportaron parte de la sefial que corresponde a la muestra y se debe restar
en tales casos. Los ejemplos representativos de los espectros se muestran en las
Figuras 7-7 a 7-10.

4 Casete: parte del espectrometro ICP-OES que controla la posicién de la antorcha con respecto a la bobina
de induccidn.
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6.7.5. Verificacion de la técnica ICP-OES.

1. Precision: Se reporté el %RSD de la concentracion de las muestras leidas para
cada analito.

2. Exactitud: Debido a que no se contdé con una muestra certificada de
biomateriales, se leyé como muestra el estandar de 1ppm y se calculd el % de
recuperacion relativo (%R) (14).

3. Linealidad: E| programa de cémputo arroja el resultado del coeficiente de
correlacion para cada curva de calibracion.

4. LOD y LOQ Se leyo el blanco de calibracion usado en la técnica. El programa de
computo proporciona la SD de la concentracion. Se multiplico la SD de la
concentracion por 3.3 y por 10 para calcular el LOD y el LOQ respectivamente.

6.8. Técnica ICP-MS

El equipo empleado para esta técnica fue un “Nex lon 300 D’ de la marca Perkin ElImer
que cuenta con celda de colision KED y celda de reacciéon DRC. Antorcha de cuarzo y
bobina de radiofrecuencia de cobre. El equipo es operado mediante el programa de
computo “Nex ION”. El sistema de introduccion de la muestra consta de bomba
peristaltica con tres canales, nebulizador concéntrico, camara de rocio ciclénica con bafle,
inyector de cuarzo de 1.2mm y conos de niquel.

Rutina de encendido: Verificar que haya una presion de entrada de argén de 90 psi,
encender el recirculador, extractor, el equipo, abrir el programa de computo y por ultimo el
vacio (en ese orden). Este tarda aproximadamente 7 minutos en llegar al nivel requerido
(1x10° Torr). Ocurrido esto se encendid el plasma y después de 10 minutos de
acondicionamiento se procede a la optimizacion.

6.8.1. Optimizacién ICP-MS

Las modificaciones de condiciones de operacion para esta técnica se hicieron mediante el
programa de computo, excepto la posicidon del nebulizador con respecto a la camara de
rocio, que se hace manualmente. Las optimizaciones hechas se describen a continuacion:

6.8.1.1. Posicion del nebulizador

Se aspir6 la solucion “Daily”® Se monitore6 el cambio de sefial del ''**°In con el cambio
de posiciéon del nebulizador con respecto a la cdmara de rocio. La posicién 6ptima fue
donde se alcanzo la maxima sefal.

6.8.1.2. “Daily Performance Check”

Esta optimizacién la hace el sistema al dar la orden mediante el programa de computo,
aspirando la solucion “Daily”. En esta prueba se verifica la sensibilidad en tres diferentes

5 “DAILY”: Solucién marca Perkin Elmer que contiene una concentracién de 10 ppb de Be, Mg, In, U y Ce.
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masas: baja, media y alta. Esto indica si el sistema de deteccion, la alineacion de la
antorcha y el nebulizador estan configurados correctamente. Detecta si existe ruido de
fondo midiendo en masas que ningun elemento posee. Indica si el flujo de nebulizacion es
adecuado midiendo la cantidad de oxidos de cerio. Por ultimo si la combinacién de
potencia con el flujo de nebulizador es correcta cuando mide el Ce?*. Los criterios para
determinar si el equipo pasa la prueba o no se muestran en la Figura 6-2

Criterio

| Analito Comparacifn| Objetivo |
1 | = Bed.o122 » 2000
2 | @ Mg 23.985 |> 15000
3_ B | Im 114,904 E 40000
4 | @ va23s.05 > 30000
5 | O ceo155.9 > ]
5_ [0 | Ce 129.905 = 0
17 | O |Ce++ 69.9527 > 0
8 | @ Bkod 220 |<= 1
9 | @ |ce 155.9/Ce 139.905 <= 0.025
|10 B | Ce++ 69.9527/Ce 139.905 <= 0.03

Figura 6-2 Criterio para determinar si pasa la prueba “Daily” (fomada del programa de cémputo en operacion)

La Figura 6-2 muestra los criterios para determinar si el equipo pasa la prueba o se
necesita hacer modificaciones en las condiciones de operacion. Indica cual es la senal
minima que se debié haber leido durante la prueba de %9'22Be y 23985Mg como
representantes de las especies de masa bajas a medias e '%%|n y 23095y de masas
medias a altas. En caso de que la sefial sea inferior a la requerida se debe hacer
modificaciones en la configuracién del sistema de deteccién, con el espectrometro, la
posicion de la antorcha y la posicion del nebulizador.

La seiial del ruido de fondo (Bkgd), las relaciones de CeO y Ce?*, con respecto a la sefial
del 13°9%Ce, maximas permisibles verificar el ruido y el flujo de nebulizacion.

6.8.1.3. Alineacidn de la antorcha
Para esta optimizacion se aspird la solucién “Daily” y mediante el programa de computo
se instruy6 al equipo para que realizara la optimizacién. El objetivo es situar la zona del
plasma donde se produce la mayor cantidad de iones en el orificio del cono muestreador.

6.8.1.4. “Autolents”

Se aspird la solucién “Daily” y mediante el programa de computo se instruyé al equipo
para que realice la optimizacién. Esta optimizacion consiste en lograr que todos los iones,
desde los ligeros hasta los pesados, entren al espectrémetro, para ello el equipo varia
voltajes para centrarlos en una zona previa al cuadrupolo.
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6.8.2. Lectura de muestras en ICP MS

Se indico en el método los elementos a cuantificar y las concentraciones de los
estandares. Se calibré y se analizé6 cada muestra digerida. Se cuid6 que los capilares se
lavaran con agua desionizada entre muestras.

Para la técnica ICP-MS se leyeron solo los elementos considerados potencialmente
téxicos en las masas recomendadas por el proveedor del equipo (PerKin Elmer Inc.): As,
U, Pb, Hg, Cd y Se. Con 20 barridos de 50 milisegundos, 3 réplicas.

6.8.3. Verificacion de técnica ICP-MS

Precision: Se reporté el %RSD de la concentracién de las muestras leidas para cada
analito.

Exactitud: Debido a que no se conté con una muestra certificada de biomateriales, se
leyé como muestra el estandar de 10 ppb y se calculé el % de recuperacion relativo.

Linealidad: El programa de computo arroja el resultado del coeficiente de correlacion
para cada curva de calibracion.

LOD y LOQ Se leyo el blanco de calibracion usado en la técnica. El programa de cémputo
proporciona la SD de la concentracion. Se multiplicé la SD de la concentracion por 3.3 y
por 10 para calcular el LOD y el LOQ respectivamente.
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7.RESULTADOS

Mediante los procedimientos de digestion seguidos para cada tipo de muestra, las
soluciones resultantes fueron traslucidas lo que significa que se digirieron completamente.
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7.1. Condiciones de operacién 6ptimas para ICP-
OES e ICP-MS

Las condiciones de operacion de los quipos donde se encontré mayor intensidad con el
menor ruido se muestran en la tabla 7-1:

Condiciones ICP- OES ICP-MS

Flujo de Ar para plasma 15 L/min 18 L/min
Flujo de Ar para gas auxiliar 0.2 L/min 1.2 L/min
Flujo de Ar para nebulizar 0.5 L/min 0.87 L/min

Potencia 1300 W 1600 W

Flujo de bomba peristaltica 2 mL/min 1 mL/min

Posicion de la antorcha (x,y,z) 0.0, 15.0 mm -1.11,0.31,0
Voltaje del deflector | = e -8.5

Tabla 7-1Condiciones de operacion para las técnicas ICP-OES e ICP MS

7.2. Resultados para verificar el comportamiento
de la disolucién “Daily performance check”

La Tabla 7-2 muestra los resultados para la optimizacién “Daily Performance Check’.

Analito Masa Intensidad SD %RSD intensidad
medida Intensidad medida
medida

Be 9.0 5753.3 53.752 0.9
Mg 24.0 45892.0 816.977 1.8
In 114.9 63819.0 817.904 1.3
U 238.1 39317.6 188.356 0.5
CeO 155.9 1472.7 0.000 0.7
Ce 139.9 70197.6 267.757 04
Ce++ 70.0 1057.4 0.000 2.3
Bkgd 220.0 0.4 0.274 74.7

Tabla 7-2Resultados de optimizacion “Daily”
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7.3. Técnica ICP-OES

En esta seccion se muestran los resultados mas relevantes de la metodologia de analisis:
calibracion, analisis espectral y concentraciones en las muestras asi como los puntos de
verificacién de la técnica analitica ICP OES considerados, que fueron: precision,
exactitud, linealidad, limites de deteccién y de cuantificacion.

7.3.1. Calibracion ICP OES

A continuacion se muestran los ejemplos de curvas de calibracion de algunos analitos
cuantificados por la técnica ICP-OES (Figuras 7-1 a 7-5), donde en el eje axial se grafica
la intensidad medida en esa longitud de onda, contra (eje horizontal) la concentracién de
los estandares. Se observan pocos puntos de calibracion, debido a que se tenian datos
previos que aseguran la linealidad de la técnica. Las figuras son tomadas directamente
del programa de cémputo de operacion “WinLab32”.

iCa3179383

748k

Intensity

0 ’ ' ’ " conc{mgit) " ’ " 2000
Calib Eq'n: Lin. Calc Int
3 Corr Coeff: 0999834

Figura 7-1 Curva de calibracién de Ca, (317.933 nm) en ICP-OES

ICr267.716

12k

Intensity

0 - ' i T conc{mgi) . T N 100
Calib Eq'n: Lin. Calc Int
6 Corr Coeff: 0 999957

Figura 7-2 Curva de calibracién de Cr, (267.716 nm) en ICP-OES
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Pb 220.3563

972

Intensity

0.0 conc{mgiL) 10.0
Calib Eqg'n: Lin. Calc Int
14 Corr Coeff: 0.999997

Figura 7-3 Curva de calibracién de Pb, (220.353 nm) en ICP-OES

290.880

13k

Intensity

0.0 ¥ conc{mg/L) T 100
Calib Eq'n: Lin. Calc Int
20 Corr Coeff: 0.999988

Figura 7-4 Curva de calibraciéon de V, (290.880 nm) en ICP-OES

51261611

26k

Intensity

0.0 T conc{mg/L) 50.0
Calib Eq'n: Lin. Calc Int
238 Corr Coeff: 0.999539

Figura 7-5 Curva de calibracién de Si, (251.611 nm) en ICP-OES

En todas las curvas de calibracién se reporta el coeficiente de correlacién, la longitud de
onda, el analito, unidad de calibraciéon y el modelo lineal. Los cuadros indican la lectura
del estandar y la linea la tendencia del modelo matematico.
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A continuacién se muestran los espectros de los elementos que son convenientes reportar

debido a que arrojan informacién sobre interferencias, contaminacién o que son Uutiles
para la comparacion de técnicas.

En las Figuras 7-6 a 7-10 se observa en color amarillo el espectro del blanco de
calibracion, de rojo, el espectro correspondiente al estandar de calibracion de 1ppm y los
espectros de los blancos de digestion. Del lado derecho esta la acotacion que indica el
color respectivo de cada espectro para cada blanco.

Se observa en las figuras que los picos de intensidad se situan todos en la misma longitud

de onda para cada imagen por lo que se descarta la existencia de interferencias del tipo
espectral.

Analyte Samples

B 249.677 Sample D | Intensity |\fisible| Style IScaIeIElffeet b
Calib Blank 1 876 M 1.0 00

960

w @
00
O O
= -
=

=D
e

[ J< i<
oo
oo
oo

+ I."I BCOTI 5350 I
A Y
LR
F N

%
______ T ol T ey
E ;!-:HT‘—' — .
@
B
0
-96 |AIL AlU
249,591 - 249.832

wavelength [nm]

Wl lmlE] A v

Figura 7-6 Espectro de B (249.677nm) para los blancos de digestion y blanco de calibracion.

Los espectros para el Fe y Ca mostraron el mismo comportamiento: Presencia constante
de analito en todos los blancos de digestién cercana a la intensidad del estandar de 1
ppm.
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Samples

Sample 1D

Intensity |Visible| Style | Scalel foset! al

Calib Blark. 1

BCO AR
BCO INOK
BCOTI

Figura 7-7 Espectro de Cr (267.716 nm) para los blancos de digestion y blanco de calibracion.

Los espectros de K, Mg, Ni, Ti, Zn, Ba, Co, Mn, Al y Ag mostraron las mismas
caracteristicas: intensidades en blancos de digestién superior al blanco de calibracion y
menor al pico de una parte por millén. La forma de meseta es debido a que en ese
intervalo de longitudes de onda, la sefal enviada del detector fue muy ruidosa, es decir,
tuvo altibajos notorios y el programa de computo presenta el comportamiento promedio.

Analyte
Cd 228.802
56
=y
g
E ! Ll
0
57
228.769 - 228.860

wavelength (nm)

M| Sif e A

>

Samples

[ Sample1D | Intensity [ visie] style [5
8

1ppm 519.3 1.0
BCO AR 1265 © 1.0
BCO INOX 1068 M 10
BCOTI 129 HE 1.0

cofon]

Calib Blank 1 TN - 10 00

Figura 7-8 Espectro de Cd (228.802 nm) para los blancos de digestién y blanco de calibracion.

Los espectros de Li, Cu, Be, V, Pb, Sb, Mo y Sr mostraron el mismo comportamiento: no
se observan picos en la longitud de onda del analito, aun a pesar del ruido.



Analyte Samples
Na 589.592 Sample 1D | Intensity |Visible| StylelScaIelfoset
25k N CalbBlank 1 107034 10 00
||' \ 1ppm 11636.9 —— 10 00
23381 5 0 00
/ \ BCO AR 101324 10000
BCO INOX 95952 1000
/ \ BCO TI 5306.1 — 10 00
. Pl o,
E e
S ______/_\k__h
£
0
-2471 A1 AlU
589 436 - 589 748
wavelength [nm]
< >
4| ««| | 1| =i Al

Figura 7-9 Espectro de Na (5689.592 nm) para los blancos de digestion y blanco de calibracion

Intensidad de blanco superior a primer punto de calibracién. Los espectros que mostraron
el mismo comportamiento son los de Se y TI.

Analyte Samples
5i 251.611 Sample D Intensity |Visible| StylelSc:aIelfoset
20k = 1. .
49.0 .0 0.0
10pprm 18063.8 — 1.0 00
BCO AR 81233 1.0 00
BCO MO 53717 1.0 00
} \ BCOTI EB91.9 — 1.0 00
@
1] F— AZ’/_-:'":. ..........
-1955|AIL AlU
T Y
251.570 P 251.670
wavelength [nm)
4 ¥
4| 44| »» | DPI| =i AID

Figura 7-10 Espectro de Si (251.611 nm) para los blancos de digestion y blanco de calibracién

La intensidad de todos los blancos de digestion son superiores a la intensidad del
estandar de 1 ppm e inferiores a la de estandar de 10 ppm.
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7.3.2. Concentraciones encontradas en las muestras
por la técnica ICP-OES

En esta seccién se reportan los elementos encontrados en cada muestra analizada. Cada
tabla pertenece a una muestra diferente, contiene en la primera columna los elementos
encontrados y su respectiva longitud de onda. La segunda columna reporta la intensidad
medida en cuentas por segundo de cada analito para esa muestra. En la tercera el %RSD
de la concentracién medida. La cuarta la desviacion estandar de cada lectura en mg/L. La
quinta presenta la concentracion de cada analito en la solucion, seguido, la concentracién
del sélido y por ultimo el valor en porcentaje peso/peso. Las Ecuaciones 7-1 y 7-2 se
usaron para calcular la concentracion del analito en la muestra sélida en mg/Kg y % peso,
respectivamente, a partir de la concentraciéon encontrada en la solucién mediante la
técnica analitica.

., mg mg Vol de solucion muestra (L) 1000 g de muestra
Concentracionen — =X —* *
Kg L Y g de muestra 1 kg de muestra

Ecuacién 7-1 Calculo para encontrar la concentracion en mg/Kg en el solido
donde:

X = Es la concentracién medida en la solucion para cualquier analito en mg de analito por
litro de solucion (mg/L), ppm peso volumen

Y = Es la cantidad de muestra pesada en gramos.
Vol > Es el volumen de aforo en mL.
El calculo para pasar de mg/kg a % peso es el siguiente:

mg 1 g analito 1 kg muestra
% peso = x — = — * *
Kg 1000 mg analito 1000 g muestra

Ecuacién 7-2 Calculo para sacar la concentracion en porciento en peso

donde:

X = Es la concentraciéon en mg de analito por Kg de solucion

Hidroxiapatita con agitacion magnética 1 (HA1P1)
Elemento, A Intensidad RSD SD | Concentracién | Concentracion | % Peso
(nm) (c/s) (Concentracion) (mg/L) de solucion de la muestra
(mg/L) (mg/kg)
Ca317.933 1219338.93 0.675 2.188 323.96 319801.49 31.98
P 213.617 6122.38 1.014 1.483 146.78 144894.98 14.49

Tabla 7-3 Elementos y su concentracion encontrados en HA con agitacién magnética (HA1P1)
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Hidroxiapatita con agitacion magnética 2 (HA1P2)

tracid tracié
Elemento, A | Intensidad RSD Concen ra.crlon Concentracion
(am) (c/s) (Concentracion) SD (mg/L) | de solucion de la muestra % Peso
nm
(mg/L) (mg/kg)
Ca317.933 | 1191053.92 1.029 3.261 316.43 315487.88 31.55
P 213.617 5911.98 0.500 0.706 141.75 141329.31 14.13

Tabla 7-4 Elementos y su concentracion encontrados en HA con agitacion magnética (HA1P2)

Hidroxiapatita con agitacion manual 1 (HA1S1)

Elemento, & | Intensidad RSD Concentra.crlon Concentracion
(am) (ofs) (Concentracion) SD (mg/L) | de solucion de la muestra % Peso
(mg/L) (mg/kg)
Ca317.933 | 1278723.72 1.093 3.718 339.76 335728.105 33.57
P 213.617 6505.90 0.595 0.925 155.94 154089.703 1541

Tabla 7-5 Elementos y su concentracion encontrados en HA con agitacion manual (HA1S1)

Hidroxiapatita con agitacion manual 2 (HA1S2)

Elemento, 7. | Intensidad RSD Concentra.crlon Concentracion
(nm) (o/s) (Concentracién) SD (mg/L) | de solucion de la muestra % Peso
(mg/L) (mgrkg)
Ca317.933 | 1247273.88 1.539 5.105 331.39 324892.50 32.49
P 213.617 6323.80 1.573 2.376 151.59 148617.16 14.86

Tabla 7-6 Elementos y su concentracion encontrados en HA con agitacion manual (HA1S2)

Hidroxiapatita con agitacion ultrasonica 1 (HA1B1)

Eler(rlllel:l;o, A Int(zz/ssi)dad (COHCIZ:t]r)aCi()n) SD (mg/L) Cs:(;zllllt;caif')lr(l) " ((:i(;r;:ler?ltlzz:;l?; % Peso
(mg/L) (mg/kg)

Ca317.933 | 1287289.95 1.387 4.751 342.04 335000.67 33.50

P213.617 6374.49 0.861 1.310 152.80 149657.31 14.97

B 249.677 353.37 0.948 0.005 0.75 738.15 0.07

Tabla 7-7 Elementos y su concentracion encontrados en HA con agitacion ultrasénica (HA1B1)
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Hidroxiapatita con agitacion ultrasonica 2 (HA1B2)

Elemento, & | Intensidad RSD Concentra.c'i(')n Concentracion
(am) (o/s) (Concentracién) SD (mg/L) | de solucion de la muestra % Peso
(mg/L) (mg/kg)
Ca317.933 | 1377481.32 1.477 5.413 366.03 360264.75 36.03
P213.617 6861.78 0.042 0.069 164.44 161849.28 16.18

Tabla 7-8 Elementos y su concentracion encontrados en HA con agitacion ultrasénica (HA1B2)

Acero inoxidable 1 (I1)

Eler(r;e;;o, A Intzl/ssi)dad (Concfe{:tlr)acmn) SD (mg/L) szcszrllgcaizr? " (;anze;g::; % Peso
(mg/L) (mg/kg)

Cr267.716 121397.47 2.302 2.336 101.43 171335.91 17.13

Cu 327.393 5964.04 0.553 0.017 3.09 5220.92 0.52

Mn 257.610 37772.61 2.627 0.176 6.64 11214.07 1.12

Ni 231.604 20100.43 0.959 0.472 49.17 83064.63 8.31

Tabla 7-9 Elementos y su concentracion encontrados en acero inoxidable 1 (I1)

Acero inoxidable 2 (12)
Elemento, . | Intensidad RSD Concentra.cri()n Concentracion
(am) (o/s) (Concentracién) SD (mg/L) | de solucion de la muestra % Peso
(mg/L) (mg/kg)
Cr267.716 101801.84 1.331 1.133 85.05 149736.65 14.97
Cu 327.393 3004.77 2.196 0.035 1.53 2697.83 0.27
Mn 257.610 48457.52 0.735 0.063 8.53 15025.75 1.50
Mo 202.031 1275.50 1.832 0.202 11.12 19574.24 1.96
Ni 231.604 20400.42 2.209 1.104 4991 87867.77 8.79

Tabla 7-10 Elementos y su concentracion encontrados en acero inoxidable 2(12)
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Acero inoxidable 3 (I3)

e I SO O e il IR
(mg/L) (mg/kg)
Cr267.716 130618.18 1.490 1.627 109.14 174901.69 17.49
Cu 327.393 5052.21 0.847 0.023 2.61 4183.64 0.42
Mn 257.610 41622.85 1.106 0.082 7.32 11733.82 1.17
Mo 202.031 192.07 5.831 0.097 1.75 2803.61 0.28
Ni 231.604 21545.82 0.656 0.346 52.71 84477.35 8.45
Al1396.153 1209.59 6.221 0.202 3.39 5434.01 0.54
Tabla 7-11 Elementos y su concentracion encontrados en acero inoxidable 3(13)
Acero inoxidable 4 (14)
Elemento, . | Intensidad RSD Concentra.cri()n Concentracion
(am) (o/s) (Concentracién) SD (mg/L) | de solucion de la muestra % Peso
(mg/L) (mg/kg)
Cr267.716 556446.57 0.326 1.519 465.10 143019.16 14.30
Cu 327.393 16019.47 1.395 0.118 8.39 2578.78 0.26
Mn 257.610 | 266609.81 1.654 0.783 47.24 14527.32 1.45
Mo 202.031 7012.08 0.683 0.414 60.72 18672.87 1.87
Ni 231.604 112506.53 1.886 5.196 275.47 84707.16 8.47
Tabla 7-12 Elementos y su concentracion encontrados en acero inoxidable 4 (14)
Elemento, A | Intensidad %RSD Concentra.c'ién Concentracién
(am) (cfs) (Concentracién) SD (mg/L) | desoluciéon | de la muestra % Peso
(mg/L) (mg/kg)
V 290.880 | 44581.09 1.987 3.594 33.41 35342.07 3.53
Al1396.153 | 22366.42 2.29 11.596 60.06 63525.68 6.35

Tabla 7-13 Elementos y su concentracion encontrados en aleacion base Ti (Ti6Al4V)

Solo se citaron los resultados cuyas concentraciones resultaron mayor a cero y
presentaron un %RSD menor a 10. Se resté lo que aportaron los blancos de digestion.
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7.3.3. Verificaciéon de la metodologia en ICP OES

Precision: El criterio de aceptacion fue: %RSD menor a 10. En las Tablas 7-3 a 7-13
unicamente aparecen reportadas las lecturas cuyo %RSD es menor a 10.

Exactitud: La Tabla 7-14 contiene los resultados de la concentracién de soluciones
usadas en la calibracion. Para determinar la exactitud del método se calculé el % de
recuperacion relativo (%R), el criterio de aceptacion que se tomé para este estudio fue:
%R mayor que 90% y menor que 110% (90< %R<110%). En negritas se observan los
elementos aceptados y tenues los rechazados.

Elemento, A (nm) X (n=10) SD n=10 %R n=10
As 188.979 9.79 0.08 97.92
Be 313.107 9.62 0.05 96.22
Ca 317.933 9.30 0.06 93.04
Cd 228.802 9.34 0.05 93.42
Co 228.616 9.49 0.05 94.93
Cr267.716 9.53 0.05 95.27
Cu 327.393 9.72 0.04 97.25
Fe 238.204 9.84 0.07 98.41
Li 670.784 8.96 0.14 89.57
Mg 285.213 9.22 0.05 92.20
Mn 257.610 9.60 0.05 96.01
Mo 202.031 9.23 0.05 92.26
Ni 231.604 9.71 0.05 97.15
Pb 220.353 9.53 0.05 95.34
Sb 206.836 9.33 0.05 93.34
Se 196.026 9.47 0.06 94.72
Sr407.771 8.87 0.06 88.72
Ti 334.940 9.54 0.05 95.39
TI1190.801 9.18 0.06 91.80
V 290.880 9.45 0.05 94.54
Zn 206.200 9.25 0.05 92.46
K 766.490 114.30 1.15 228.59
Si251.611 13.15 0.07 131.48
Al396.153 17.10 0.53 171.01
B 249.677 10.74 0.06 107.36
Ba 233.527 15.04 0.12 150.44
Na 589.592 12.15 0.18 121.47
Ag 328.068 0.86 0.00 17.14

Tabla 7-14 Estimacion de la exactitud de la metodologia en ICP-OES
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Linealidad: La Tabla 7-15 contiene el elemento analizado, la longitud de onda
considerada y el respectivo coeficiente de correlacion lineal de la curva de calibracién. El
criterio de aceptacion usado en este estudio fue: coeficiente de correlacion mayor o igual

a 0.995.
Elemento | Longitud | Coeficiente | Elemento | Longitud | Coeficiente | Elemento | Longitud | Coeficiente
de onda de de onda de de onda de
(nm) correlacion (nm) correlacion (nm) correlacion

As 188.978 0.999 Mg 285.213 0.999 Pb 220.353 0.999
Be 313.107 0.999 Fe 238.204 0.999 Ti 334.940 0.999
Ca 317.933 0.999 Mn 257.610 0.999 Sb 206.836 0.999
Co 228.616 0.999 Li 670.784 0.999 AV 290.880 0.999
Cd 228.802 0.999 Mo 202.031 0.999 7n 206.200 0.999
Cr 267.716 0.999 Ni 231.605 0.999 Si 251.611 0.999
Cu 327.393 0.999 Sr 407.771 0.999 K 766.490 0.999
Al 396.153 0.999 Be 249.677 0.999 Ba 233.527 0.999
Ag 328.068 0.999 P 213.617 0.999

Tabla 7-15 Resumen: Coeficiente de correlacién para las curvas de calibracién en ICP OES

LOD y LOQ: A continuacién se reporta en la Tabla 7-16 el limite de deteccién y el limite
de cuantificacion para la técnica ICP-OES a partir de la lectura del blanco de calibracién
como muestra.

Elemento, SD LOD LOQ Elemento, SD LOD LOQ
A(nm) (mg/L) | (mg/L) | (mg/L) A(nm) (mg/L) | (mg/L) [ (mg/L)
As 188.979 0.316 1.04 3.16 Sb 206.836 0.147 0.49 1.47
Be 313.107 0.002 0.01 0.02 Se 196.026 | 3.617 11.94 36.17
Ca 317.933 0.015 0.05 0.15 Sr407.771 | 0.003 0.01 0.03
Cd 228.802 0.036 0.12 0.36 Ti 334.940 0.002 0.01 0.02
Co 228.616 0.185 0.61 1.85 T1190.801 | 2.334 7.70 23.34
Cr 267.716 0.003 0.01 0.03 V 290.880 0.007 0.02 0.07
Cu 327.393 0.017 0.06 0.17 Zn 206.200 0.021 0.07 0.21
Fe 238.204 0.013 0.04 0.13 K 766.490 0.106 0.35 1.06
Li 670.784 0.014 0.05 0.14 Si 251.611 0.031 0.10 0.31
Mg 285.213 0.005 0.02 0.05 Al 396.153 0.359 1.18 3.59
Mn 257.610 | 0.012 0.04 0.12 B 249.677 0.107 0.35 1.07
Mo 202.031 | 0.231 0.76 2.31 Ba 233.527 | 0.021 0.07 0.21
Ni 231.604 0.016 0.05 0.16 Na 589.592 | 0.084 0.28 0.84
Pb 220.353 0.069 0.23 0.69 Ag 328.068 | 0.006 0.02 0.06

Tabla 7-16 Limite de deteccion LOD y limite de cuantificacion LOQ en ICP-OES
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7.4. Resultados para técnica ICP-MS

En esta seccidén se muestran los resultados mas relevantes de la metodologia de analisis:
calibracion, analisis espectral y concentraciones en las muestras asi como también los
mismos puntos de verificacion considerados para la técnica analitica ICP OES: precision,
exactitud, linealidad, limite de deteccién y limite de cuantificacion.

7.4.1. Calibracion ICP-MS

Las curvas de calibracion para cada analito se muestran en las Figuras 7-11 a 7-16,
donde en el eje axial se grafica la intensidad medida en esa masa, en cuentas por
segundo, contra la concentracion de los estandares. Las figuras son tomadas
directamente del programa de cémputo de operacion Nex lon.
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Figura 7-11 Curva de calibracion de As, masa 75 en ICP-MS
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Figura 7-12 Curva de calibracion de Cd, masa 111 en ICP-MS
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Figura 7-14 Curva de calibracion de Pb, masa 208 en ICP-MS

y=Ax+B
Slope Intercept
20000\ / m |0
Sigma A Sigma B
|3.96099 |0
10000}

Correlation Coefficient
0.999857

ugiL

Figura 7-15 Curva de calibracion de Se, masa 82 en ICP-MS
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Figura 7-16 Curva de calibracion de U, masa 238 en ICP-MS

Cada curva de calibracion incluye su respectivo coeficiente de correlacién, unidades de
calibracién, analito con su masa e intensidad medida y concentracién de cada estandar.

7.4.2. Concentraciones encontradas en las muestras
por la técnica ICP-MS

La Tabla 7-17 presenta los resultados en concentracion de los elementos potencialmente
téxicos analizados mediante la técnica ICP-MS en las soluciones muestra asi como en los
blancos de digestion. Cada fila corresponde a cada muestra, en las columnas se
intercalan las concentraciones con el %RSD generado con la intensidad medida para
cada elemento.

As75 | %RsD | ses82 [9%RrsD| cd111 | wrsp | Hg202 | %Rrsp [ Po20s | wrsD | U238 [ wRrsD

(ug/L) As 75 (ug/L) Se 82 (ug/L) Cd 111 (ug/L) Hg 202 (ug/L) Pb 208 (ug/L) U 238
peon P 1030 | 110 | 05 | 600 |0 5.30 0.6 650 | 45 | 090 00 | 3.00
HAISI 1767 | 130 | -13 | 220 | 02 2.00 0.2 080 | 27 | 150 10 | 090
HAIS2 2357 | 090 | -19 | 1.l0 | 03 2.50 0.2 130 | 62 | 070 09 | 120
HAIBI 1647 | 070 | -15 | 480 | 02 230 0.7 910 | 20 | 060 10 | 040
HAIB2 1704 | 180 | -15 | 780 | 02 4.00 03 330 | 47 | 1.00 10 | 120
HAIPI 1825 | 040 | -1.6 |1080| 02 0.50 0.3 190 | 44 | 0380 10 | 030
HAIP2 1683 | 1.10 | -13 | 260 | 0.1 1.20 0.2 150 | 108 | 1.60 10 | 1.70
BCO Ti 28 | 060 | 0.1 [3880] 02 2.70 0.5 670 | 70 | 1.60 00 | 570
TiGAY 99 | 120 | 554 | 090 | 5.9 130 19 140 | 23.0 | 0.10 0.1 1.60
Til 42 | 1020 | 644 | 790 | 04 1.60 16 340 | 1462 | 0.90 06 | 020
Ti2 90 | 080 | 324 | 290 | 04 2.10 03 450 | 552 | 040 03 | 090
BCOINOX | 2398 | 050 | 03 | 3.00 | 02 410 3.6 950 | 173 | L.10 00 | 330
3 1996 | 040 | 13.6 | 200 | 13 1.50 19 110 | 183.0 | 040 00 | 080
2 2775 | 0.10 | 138 | 020 | 7.9 1.00 16 130 | 196 | 070 00 | 1850
3 1774 | 090 | 110 | 030 | 1.1 0.50 13 040 | 194 | 020 01 | 2.10
14 1310 | 030 | 11.0 | 0.70 | 146 | 140 29 120 | 53 | 070 00 [277.80

Tabla 7-17 Resultados de concentracién de elementos potencialmente téxicos en todas las muestras leidos

con ICP-MS
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7.4.3. . Verificacion de la metodologia en ICP MS

Precisién: El criterio de aceptacion fue: %RSD menor a 10.

Exactitud: Las Tablas 7-18 a 7-20 contienen los resultados de las concentraciones de las
soluciones usadas en la calibracién. Para determinar la exactitud del método se calcul6 el
% de recuperacion relativo (%R), el criterio de aceptacion fue: %R mayor que 90% vy
menor que 110% (90< %R<110%). En negritas se observan los elementos aceptados y
tenuemente los rechazados

% R Para HA
Elemento X (n=5) SD n=5 %R n=5
As 9.16 0.09 91.59
Se 9.95 0.163 99.5
cd 9.29 0.134 92.93
Hg 9.87 0.061 08.67
Pb 9.34 0.135 93.35
U 9.55 0.049 05.54

Tabla 7-18 Estimacion de la exactitud de la metodologia en ICP-MS en muestras de HA

%R para Aleaciones base Ti

Elemento X (n=5) SD n=5 %R n=5
As 11.88 0.035 128.94
Se 12.28 0.4134 109.41
cd 10.98 0.183 100.2
Hg 9.2 0.253 110.46
Pb 11.23 0.176 108.5
U 11.29 0.161 107.97

Tabla 7-19 Estimacién de la exactitud de la metodologia en ICP-MS en muestras base Ti

%R para Aceros Inoxidables

Elemento X (n=5) SD n=5 %R n=5
As 11.88 0.1499 118.79
Se 12.28 0.186 122.83
Cd 10.98 0.046 109.75
He 92 0382 91.99
Pb 11.23 0.074 112.29
U 11.29 0.023 112.87

Tabla 7-20 Estimacién de la exactitud de la metodologia en ICP-MS en muestras base de acero inoxidable
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Linealidad: La Tabla 7-21 contiene el respectivo coeficiente de correlacion lineal de la
curva de calibracion, elemento analizado, la masa considerada. El criterio de aceptacion
fue: coeficiente de correlacion mayor o igual a 0.995.

Elemento Masa Coeficiente de correlacion
lineal

As 75 0.999985
Cd 111 0.999999

Hg 202 0.999954

Pb 208 0.999999
Se 82 0.999857

U 238 0.999992

Tabla 7-21 Resumen: Coeficiente de correlacion para las curvas de calibracién en ICP MS

LOD y LOQ: Se reporta el limite de deteccion y el limite de cuantificacién para la técnica
ICP-MS a partir de la lectura del blanco de calibracion como muestra (Tabla 7-22).

Elemento Masa ug/L SD (ug/L) LOD LOQ

As 75 0.067 0.017 0.057 0.174
Se 82 0.093 0.044 0.144 0.437
Cd 111 0.019 0.002 0.008 0.023
Hg 202 0.731 0.005 0.015 0.046
Pb 208 -0.003 0.007 0.023 0.070
U 238 0.020 0.005 0.015 0.045

Tabla 7-22 Limite de deteccion LOD y limite de cuantificaciéon LOQ en la técnica

ICP-MS.
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8.ANALISIS Y DISCUSION

Respecto a las técnicas, se observa que existe una diferencia de costo, por el consumo
de argon. El tiempo de lectura en un ICP-OES es constante, es decir, tarda el mismo
tiempo en cuantificar un elemento que 76. Mientras que para la técnica ICP-MS el tiempo
es proporcional a la cantidad de analitos a cuantificar.

Respecto a la optimizacion técnica ICP-MS, en la Figura 6-2 se observa que para la
optimizacion “Daily performance check” se espera que las intensidades de °°'Be, 2>%Mg,
114901 y 23805 sean mayores a 2mil, 15mil, 40mil y 30mil cps respectivamente y para las
relaciones de CeO/Ce y Ce?*/Ce sean menores a 0.025 y 0.03 respectivamente. En los
resultados mostrados en la Tabla 7-2 aparecen las intensidades de los elementos *°'Be,
29%8Mg, 1490|n y 23805y obtenidas durante la prueba las que son mayores en todos los
casos mayores y los cocientes de intensidad CeO/Ce y Ce?'/Ce inferiores a los
requeridos. Lo que indica que el equipo cumple con los criterios establecidos y por lo tanto
se encuentra optimizado. Esto significa que se pueden cuantificar con confiabilidad tanto
elementos pesados como "'49n, 208 Pp y 238 Y, asi como ligeros, por ejemplo: °Be.

8.1. CONCENTRACIONES OBTENIDAS POR ICP-OES

En las Figuras 7-6 a 7-10 se observa que, para algunos elementos, la concentracion
leida corresponde a lo que el acido de digestién aporté. Estas muestran los espectros
generados en la lectura de cada blanco de reactivos de digestion comparado con el
estandar de calibracion de 1ppm para permitir hacer una estimacion de la concentracion
del analito contenida en el blanco. Se observa que cada blanco de reactivos contiene su
propia composicion, debido a que cada tipo de biomaterial fue digerido de manera
diferente, ademas de que la fuente de contaminacion también puede atribuirse al material
en que se preparo.

En la Figura 7-9 aparece el espectro en la longitud de onda leida para cuantificar sodio en
el que el blanco de calibracién presenta un pico de altura similar al pico generado por el
estandar de 10 ppm. Esto significa que hay contaminacion de sodio cuya concentracion
se estima igual o mayor a la del estandar. Esta fue la razén para que no haya sido posible
cuantificar sodio en este estudio. El Tl y el Selenio no estaban presentes en el blanco,
pero el ruido fue tan alto que no se pudo generar una curva de calibracion que permitiera
la cuantificacién. Se observa en la Tabla 7-16 que presenta el LOD y LOQ de la técnica
ICP-OES que estos elementos, Tl y Se, tienen de los LOD mas elevados 7.7 y 3.11.94
mg/L respectivamente, esto debido a que el ruido fue muy alto, por tal motivo el LOQ
también se incrementd. Para poder leer estos elementos con confiabilidad en ICP-OES,
es necesario optimizar el equipo especificamente para cada uno y no con Mn, en caso de
ser requeridos.

Los espectros de Li, Pb, Cd, Cu, P, Be y V representados en la Figura 7-8, reflejaron que
ni los blancos de digestién ni el de calibracion contenian niveles detectables de estos
analitos.
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8.1.1. Hidroxiapatitas (HA)

En las muestras de HA analizadas se encontraron los siguientes elementos Mg, Ca, P, Si,
Fe, Sr, B y Ba principalmente, sin embargo, el analisis realizado para los espectros indica
que el Fe, B, Ba, Mg y sodio estan presentes en los blancos de digestion. El blanco de
reactivos para HA contiene concentraciones superiores a 1ppm de Fe, B vy
considerablemente altas de Si, el Mg se encuentra presente también en este blanco en
niveles de ppb (por la altura del pico). Por tales motivos, se restd lo que aportaron los
bancos de reactivos.

El Sr fue un elemento comun en todas las muestras de HA en concentraciones del orden
de 0.1 mg/L en solucion, el espectro de Sr para los blancos mostré que éstos se
encuentran libres de contaminacioén. Sin embargo, se descartdé debido que no cumplié con
el porcentaje minimo de recuperacion el que se usoé para evaluar la exactitud (Tabla 7-
14). A pesar de que las concentraciones de éste en las muestras fueron superiores al
limite de deteccioén y de que la curva de calibracién presentd un coeficiente de correlacion
superior a 0.995. Los analitos presentes en HA son P y Ca, sacando los promedios de
concentracién de cada analito de las muestras de HA se tiene la siguiente composicion
promedio para HA:

Composiciéon general de HA (porciento peso/peso)
Ca: 33.2 | P: 15
Tabla 8-1 Concentracion promedio de elementos mayoritarios en HA

Es importante aclarar que el discriminar elementos no significa que se esté
afirmando que no estén presentes en la muestra. Significa que no es posible
reportar una concentracion de ellos debido a que no es un valor confiable. Para que
una lectura se considere confiable tiene que estar avalado por cada punto de la
verificacion.

Las composiciones obtenidas para las Hidroxiapatitas son razonables considerando que
la relacién Ca/P debe ser superior a 1.6667 para poder ser biocompatible (7). La obtenida
fue de 2.21, lo que indica que es apta para usarse como biomaterial.

8.1.2. Aceros inoxidables grado quirurgico

Las concentraciones de Ca, B, Ba, Li, K, Ag y Ti permanecieron constantes en todas las
muestras en niveles inferiores o iguales a 1 ppm, también se observa en los espectros
mostrados en las Figuras 7-6 a 7.10, que estos analitos fueron adicionados con los
reactivos de digestion. Las concentraciones de estos elementos fueron eliminadas al
restar las concentraciones leidas del blanco de reactivos a las de las muestras.

La probabilidad de que mas de un acero estudiado contenga Si es alta, sin embargo,
debido a los altos contenidos de éste en los reactivos de digestién y que no cumple con el
criterio de exactitud, no es posible cuantificarlo con confiabilidad. Discriminando estos
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elementos (Ca, B, Ba, Li, K, Ag, Ti y Si) entonces la concentracién de los aceros
inoxidables queda de la siguiente manera:

Composicion de cada pieza de acero inoxidable grado quirurgico
analizada en porcentaje en peso

ID | Cr% Cu % Mn % Mo % Ni %

1 [17.13 0.5 1.12 -- 8.3 Resto Fe
2 |15 0.3 -- 2 8.97 | Resto Fe
I3 [17.5 -- 1.2 -- 8.5 | Resto Fe
4 |14.30 -- 1.54 1.87 8.5 | Resto Fe

Tabla 8-2 Concentraciones en porcentaje en peso de elementos mayoritarios
encontrados en las muestras de acero inoxidable grado quirurgico

Comparando las concentraciones obtenidas para los aceros inoxidables estudiados con
las concentraciones tedricas reportadas en la Tabla 5-1 se observa que los aceros 12 e 14
no cumplen con el contenido minimo de Cr que es 16.5 % y todos se encuentran bajos en
Ni para ser del tipo 316L, y aunque los cuatro tienen el contenido requerido de Ni para ser
clasificado como 304, en ningun otro elemento coinciden.

8.1.3. Aleaciones base titanio

Al descartar las concentraciones de elementos que se encontraron en los blancos de
digestiéon se encontré la siguiente composicion para la muestra TiGAI4V:

Composicion encontrada en aleacién Ti6AI4V
V:3.53% | Al:6.35% (No cumplio el criterio de exactitud) | Resto: Ti
Tabla 8-3 Concentracion de elementos mayoritarios en la aleacion Ti6AI4V

Mientras que para las muestras Ti1 y Ti2 se observa que ningun elemento de los
reportados son resultados confiables por estar presentes en los blancos de digestion. Por
otro lado no se encontré otro elemento como en el caso de la muestra Ti6AI4V que
indigue que se trate de una aleacion, lo que lleva a suponer que se trata de Ti como
materia prima.

Un dato importante que arrojaron los espectros es que la contaminacion no viene del agua
ya que en todos los casos, excepto para sodio, el blanco de calibracion, que es agua
usada también en la digestion y aforo, no presenta picos de intensidad. Aun cuando el
pico para esta disolucion en sodio sea muy alto, no se puede afirmar tajantemente que el
agua desionizada contenga sodio, ya que la Figura 7-9 del espectro de sodio, muestra
que solo ésta contiene una concentracion cercana a 10 ppm. Los blancos de digestion,
aunque si contienen sodio, no se observan al mismo nivel. Se espera que si éstos se
elaboraron con la misma agua desionizada, deben contener, entonces, sodio a tales
niveles. Es posible que el sodio encontrado en el blanco de calibracion haya sido aportado
por el recipiente que lo contuvo debido a una limpieza ineficiente del mismo.
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8.2. Concentraciones encontradas por ICP-MS

La Tabla 7-17 contiene las concentraciones en las disoluciones muestra de los elementos
potencialmente toxicos con su respectivo %RSD. Los %RSD son menores a 10 en todos
los casos donde se analiz6 una muestra y la concentracion fue positiva, sin embargo es
necesaria la evaluacion de mas parametros de verificacion. Cuando se analizé agua o
blancos de digestion, los %RSD se dispararon, lo que es normal por tratarse de un
blanco, es decir, que no contiene el analito.

Se observa que tanto las HA como los aceros inoxidables tienen contenidos de As en
alrededor de 200 ppb, sin embargo, los blancos de digestion contienen As en 103 y 240
ppb respectivamente. La digestién para ambos fue con agua regia que contiene altos
contenidos de cloruros. Estos pueden combinarse con argén y generar una interferencia
poli atémica para el As. La masa de As es 75 y la suma de “°Ar + 3°Cl también es 75 y en
caso de formarse, llegaria al detector al mismo instante que el As. Se requiere al menos
1% de cloruros para que se genere esta interferencia y para la digestion se usaron 10 mL
de agua regia, que contienen 7.5 mL de HCI concentrado, lo que indica que la
probabilidad de generar la interferencia sea elevada.

8.2.1. Acero inoxidable

El selenio se encontré presente a niveles de 10 ug/L (ppb) en las soluciones de aceros
inoxidables, sin embargo, en la estimacién de la exactitud, el Selenio presenta un %R de
122%, que queda fuera del rango de aceptacion (Tabla 7-20) La siguiente tabla contiene
las concentraciones de los sélidos obtenidas por el calculo mostrado en la ecuacién 7-1.

Identificacion | Cd mg/Kg
11 2.27
12 13.96
13 1.83
14 4.50

Tabla 8-4 Concentraciones de elementos potencialmente toxicos encontrados en
muestras de acero inoxidable 316LMV

El blanco de digestion de acero inoxidable presentd Pb en niveles de 17 ug/L. El acero
inoxidable 1 mostré presencia de Pb por arriba de 160 ug/L aproximadamente con
respecto al blanco de digestion, lo que indica que si hay presencia de Pb en este
biomaterial, sin embargo, no fue posible cuantificarlo confiablemente debido a que no
cumple con el criterio de exactitud.
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8.2.2. Hidroxiapatita

Debido a que los niveles que presenta el blanco de digestién de hidroxiapatita son
parecidos a los contenidos en las muestras de hidroxiapatita para Pb, Se, Hg y Cd,
entonces es posible descartar la presencia de estos elementos. El caso de U es distinto,
las lecturas de este elemento cumplen todos los puntos de verificacion evaluados en el
presente trabajo. El blanco de digestion contiene 0.014 ug/L de Uranio, mientras que
todas las muestras contienen alrededor de 1 ug/L. Esta concentracién es de uranio que
presentd la solucién y de acuerdo con el célculo de la Ecuaciéon 7-1, el contenido de
uranio en HA sdlida es de 1000 ug/Kg, es decir 1 mg/Kg.

8.2.3. Aleaciones base titanio

En el andlisis para los elementos mayoritarios se encontré que las muestras Ti1 y Ti2 no
son aleaciones base Titanio sino que se trata de Titanio puro como materia prima. En la
Tabla 8-5 mostrada a continuacion, se observa el resultado de aplicar la ecuaciéon 7-1
para el calculo de las concentraciones en los solidos a partir de las lecturas de las
soluciones.

e s Cd Hg Pb
Identificacion (mg/Kg) | (ma/Kg) | (ma/Kg) U (mg/Kg)
Ti6AI4V 6.18 2.03 24.15 -
Ti1 -- 1.51 138.46 0.59
Ti2 -- 0.35 59.98 0.36

Tabla 8-5 Concentraciones de elementos potencialmente téxicos encontrados en
aleaciones base Ti

En las tres muestras de Ti estudiadas se observa un contenido considerable de Pb. La
muestra Ti1 contiene 138.46 ppm (peso-peso), lo que corresponde a 0.138% en peso,
ademas del contenido de mercurio y uranio.

8.3. Verificacion

En todas las curvas de calibracion mostradas el coeficiente de correlacién es igual o
mayor a 0.999 lo que confirma que la relacién intensidad/concentracion es directamente
proporcional, ademas de que califica como correcta la elaboracion de las disoluciones
estandar. Esta linealidad también es posible debido a que el agua, como lo mostraron la
mayoria de los espectros, no contiene concentraciones de elementos cuantificados
confiablemente. El que esa misma solucibn cambie de concentracion con respecto al
tiempo para uno o varios elementos, revela que existen variaciones en el espectrometro
para cuantificarlos.

Para que existe repetibilidad en una lectura se requiere que el flujo de muestra sea
constante. Variaciones en éste provocan que las integraciones que realice el detector no
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sean constantes y por lo tanto se aumenta la SD y el RSD. La nebulizacién es crucial para
la repetibilidad. De ella depende en gran parte el flujo de la muestra.

En el caso de las curvas de calibracién para ICP-MS, la intensidad en cuentas por
segundo para los elementos analizados a una misma concentracion son muy parecidas
(Figuras 7-11 — 7-16), ya que en esta técnica se cuantifican directamente los iones que
se lograron producir y separar para la cuantificacién, por lo tanto, al encontrarse en la
misma concentraciéon es muy probable que las cantidades de cuentas por segundo sean
parecidas entre elementos.

A diferencia del ICP-MS, en la técnica ICP-OES se observa que a concentracion
constante, la intensidad varia segun el elemento. Por ejemplo: En el estandar de 10 ppm
el Pb presentd una intensidad de alrededor de 1000 cps mientras que el Cr emitié 12
veces mas en la misma concentraciéon (Figuras 7-3 y 7-2 respectivamente). La
sensibilidad difiere significativamente entre los elementos, debido a que cada uno
requiere cierta cantidad de energia para ionizarse, excitarse y poder emitir. Los elementos
que tienen menor emision tienen un LOD alto con respecto a los que presentan mayores
intensidades.

Las tablas de LOD y LOQ muestran que las técnicas son capaces de cuantificar en los
niveles requeridos; sin embargo, los resultados en general revelan que no es posible
debido a la calidad de limpieza del instrumental, como de los reactivos de digestion.

En la técnica ICP-OES se descartaron resultados por no cumplir con los criterios de
verificacion y/o por estar presentes significativamente en los blancos de digestién. Hubo
elementos que cumplieron todos los puntos de la verificacion, lo que indica que el
espectrometro ICP-OES funciona adecuadamente para cuantificar dichos elementos; sin
embargo, que fueron descartados por estar presentes en los blancos de digestion (Be y
Ca por ejemplo). Se tendria que modificar la metodologia de digestion (mejorar las
buenas practicas de laboratorio, usar reactivos de mejor calidad, entre otros) para poder
cuantificarlos con confiabilidad en caso de ser requeridos
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9.CONCLUSIONES

Se logré la digestion de muestras de Hidroxiapatita, aleaciones base Ti y acero
inoxidable grado quirurgico para su analisis en ICP-OES e ICP-MS

Se logrd optimizar el espectrometro masas asi como el espectrémetro dptico con plasma
acoplado inductivamente logrando que cada técnica aumente la resolucion en los
niveles requeridos, logrando limites de deteccion bajos.

Las lecturas realizadas permitieron verificar ambas técnicas evaluando la linealidad con
las curvas de calibracion, limite de deteccion y de cuantificacion con los blancos de
calibracion, precision con las lecturas de las muestras y exactitud con la repeticion de
lecturas de soluciones estandar

o Se requiere usar acidos de digestion de mayor pureza para poder cuantificar
confiablemente.

o Es necesario disminuir el uso de 4cido clorhidrico en la digestion para evitar la
interferencia poliatdmica generada por la presencia de cloro en el espectrémetro
de masas con plasma acoplado inductivamente y poder cuantificar con
confiabilidad, en caso de estar presente, As en los biomateriales desde niveles de
traza.

o Los limites de deteccion y cuantificacion revelan que es posible cuantificar en
niveles traza y ultra traza con confiabilidad.

o Los coeficientes de correlacion permiten verificar ambas técnicas de
cuantificaciéon a los niveles requeridos: mayoritarios, como minoritarios, con
confiabilidad.
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