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1. INTRODUCCION

El cuerpo humano tiene un elaborado sistema de administracidon y regulacién de la cantidad
de metales traza esenciales que circulan en la sangre y se almacenan en las células. Los
nutrientes metalicos de nuestra dieta son incorporados a la sangre si los niveles en ésta
son bajos; son transportados a las células si los niveles celulares no son los adecuados; y
son excretados si tanto en la sangre como a nivel celular son suficientes o se encuentran
en exceso. Cuando este sistema no funciona correctamente se pueden desarrollar niveles

y proporciones anormales de metales traza. (Osredkar y Sustar, 2011).

Uno de los equilibrios de metales traza mas comunes, es el que se presenta entre el cobre
y el zinc; ya que la relacion entre sus proporciones se considera clinicamente mas
importante dentro del cuerpo humano, que la concentracion de cada uno de ellos por

separado (Osredkar y Sustar, 2011).

El zinc es el segundo metal de transicion mas abundante en el cuerpo humano después del
hierro y es el Unico metal que aparece en todas las clases de enzimas. Esta involucrado en
numerosos aspectos del metabolismo celular, se requiere para la actividad catalitica de mas
de 200 enzimas y juega un importante papel en la funciéon inmune, la curacién de heridas,

la divisidn celular y la sintesis de proteinas y ADN (Osredkar y Sustar, 2011).

El cobre es el tercer metal traza mas abundante en el cuerpo humano, es parte integral de
multiples sistemas enzimaticos e interviene en el metabolismo de hierro, en la sintesis de

melanina, en la generacion de energia, en la sintesis de neurotransmisores y en la funcion
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del sistema nervioso central (SNC); también interviene en la sintesis y los enlaces cruzados

de elastina y colageno y la eliminacion de radicales superéxido (Osredkar y Sustar, 2011).

El manganeso es un nutriente esencial de gran importancia, ya que participa en las
reacciones bioquimicas de varias enzimas, juega un importante rol en el metabolismo del
hierro y es requerido para el funcionamiento adecuado del cerebro, entre otras muchas
funciones. Pero cuando se encuentra en niveles elevados, puede producir efectos
neurologicos toxicos que causan una serie de sintomas, entre los que se encuentran
debilidad y fatiga muscular, sialorrea, cefaleas, reduccion de la coordinacion, alucinaciones
e irritabilidad mental, dando finalmente lugar, a la enfermedad llamada manganismo. La
inhalacién es la via principal de toxicidad, relacionada directamente con trabajadores de
industrias donde se interactua con este metal y la poblacion aledafia a estos lugares

(Michalke y Fernsebner, 2014).

El Vanadio es un metal ampliamente distribuido tanto en la naturaleza como en los sistemas
bioldgicos y es uno de los elementos traza presente en los combustibles fésiles (Rodriguez-
Mercado y Altamirano-Lozano, 2006), por lo que la principal fuente de exposicion para los
humanos, es la contaminacién atmosférica producida por la quema de estos materiales. Se
ha determinado que algunos compuestos de V funcionan como agentes que disminuyen los
niveles séricos de glucosa, como antihipertensivos, anorexigenos y anticancerigenos. La
toxicidad en los humanos produce, por inhalacién, irritacion en ojos y tracto respiratorio, con
sangrado nasal, tos, rinitis, y dolor de garganta; mientras que por la via oral, provoca dolor

abdominal, nduseas y diarrea (Garcia, 2006).
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A fin de comprender la toxicologia y las vias metabdlicas de elementos tdxicos y esenciales,

diversas estrategias analiticas han sido desarrolladas para obtener informacion cualitativa
y cuantitativa acerca de los elementos, especies de elementos, sus interacciones,
transformaciones y funciones en los sistemas bioldgicos. Por tal motivo, el analisis de los
metales y de los compuestos que los contienen en los tejidos bioldgicos, constituye un
aspecto importante a ser considerado en las ciencias biolégicas. Gran parte del interés esta
ligado al estudio de los elementos esenciales, que incluyen metales de transicion tales
como Cu, Fe y Zn y también elementos toxicos como Cd, Hg y Pb (Mesko, Hartwig, Bizzi,

Pereira, Melloy Flores, 2011).

En este sentido, la espectrometria de masas es considerada una de las técnicas analiticas
mas importantes para el analisis de la concentracion de elementos a niveles traza y ultra
traza, para el analisis isotdpico, la caracterizacién de superficie y para el analisis estructural

de compuestos bioinorganicos (Mesko et al., 2011).

El espectrémetro de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, por sus siglas
en inglés), es el equipo mas adecuado para la determinacién multielemental en muestras
muy pequenas y con matrices complejas. Esto debido a que presenta excelente sensibilidad
y precision, una mayor capacidad de reducir las interferencias espectrales, un consumo de
muestra muy bajo y un rapido y simultdneo analisis de multiples elementos en un amplio
rango de concentraciones de analitos (que van de trazas a ultratrazas). Lo anterior,
combinado con una preparacion de muestras biolégicas muy simple, se ha establecido y
aplicado, de tal forma que ha permitido acelerar el andlisis y limitar potencialmente las

fuentes de contaminacion (Liu, Piao, Huang, Zhang, Tian y Yang, 2014).
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En el presente trabajo, se desarrolld la metodologia analitica para la determinacion
(mediante un equipo de ICP-MS) de los elementos cobre y zinc, en muestras de tejidos de
organos de ratones de sexo masculino, los cuales fueron intoxicados por medio de
inhalaciones de una mezcla de éxidos de manganeso y vanadio.

Debido a la importancia que tienen el Cu y el Zn en el cuerpo humano, es de suma
importancia, conocer los efectos que tiene la presencia de Mn y V en su comportamiento

dentro del organismo.
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2. OBJETIVOS

2.1.0bjetivos generales

e Desarrollar la metodologia analitica para la determinacion de cobre y zinc en

matrices bioldgicas empleando un equipo de Espectrometria de Masas — Plasma

Acoplado por Induccién (ICP-MS).

e Evaluar el método analitico desarrollado.

e Aplicar el método a muestras reales.

2.2.0Objetivos particulares

e Optimizar la metodologia analitica:

— Controlar los tratamientos fisico y quimico en la preparacién del Material de
Referencia Certificado (MRC) y de las muestras, para su introduccion en el

equipo de ICP-MS.
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— Emplear el método del estandar interno para la determinacién de los analitos
Cu y Zn en el Material de Referencia Certificado (MRC) para obtener las

mejores condiciones analiticas e instrumentales de trabajo.

— Seleccionar los isétopos analitos y estandares internos adecuados para la

determinacion de cada elemento.

- Corregir y/o minimizar las interferencias espectrales (isobaricas vy

poliatomicas).

— Determinar los parametros de desempefo principales, empleando como

MRC el NIST 1577c (higado de bovino).

¢ Aplicar la metodologia analitica optimizada en muestras reales (diferentes tipos de
tejidos de raton, proporcionados por la Dra. Teresa |. Fortoul van der Goes de la

Facultad de Medicina de la UNAM):

- Con los resultados obtenidos, hacer una evaluacion muy general sobre los
efectos de la inhalacién de una mezcla de gases de 6xidos de V-Mn, en las

concentraciones de Cu y Zn presentes en los tejidos analizados.

—
(o)}
| —
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3. ANTECEDENTES

3.1.0ligoelementos
Los nutrientes son sustancias (elementos o compuestos) esenciales para la vida que no se
sintetizan en cantidades suficientes en el cuerpo y por tanto deben ser suministradas a
través de la dieta (Longo, Kasper, Jameson, Fauci, Hauser y Loscalzo, 2012). Dependiendo
de la cantidad necesaria para el organismo, se clasifican en macronutrientes (proteinas,
carbohidratos y grasas) y micronutrientes (minerales y vitaminas) (Vazquez, De Cos y
Lépez-Nomdedeu, 2005).
Los minerales son elementos inorganicos esenciales para la salud humana. (Stathopoulou,
Kanoni, Papanikolaou, Antonopoulou, Nomikos y Dedoussis, 2012). Suponen de un 4 a 5
% del peso corporal total. Su funcién en el organismo es tanto estructural como reguladora.
Constituyen tejidos como hueso y dientes, regulan la transmision neuromuscular, la
permeabilidad de las membranas celulares, el balance hidroelectrolitico y el equilibrio acido-
base, asi mismo, intervienen como cofactores de enzimas regulando el metabolismo. Se
absorben principalmente en el intestino delgado y se eliminan generalmente mediante la
orina y las heces (Vazquez et al., 2005).
La biodisponibilidad del mineral, es decir, la fraccion ingerida que puede ser asimilada y
utilizada en las funciones metabdlicas, depende de diversos factores, como son: cantidad,
forma en que se encuentre, otros nutrientes ingeridos, estado nutricional de cada individuo,
entre otros (Vazquez et al., 2005).
Los minerales se clasifican dependiendo de las cantidades en las que son requeridos en el

organismo. Los que se necesitan en cantidades superiores a los 100mg/dia son
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denominados macrominerales o mayoritarios, y son: calcio, magnesio, fésforo, sodio,

potasio, cloro y azufre (Vazquez et al., 2005 y Faller, Schiinke y Schiinke, 2006).

Por otro lado, los que se necesitan en cantidades menores a 100mg/dia se denominan
microminerales, minoritarios, oligoelementos o elementos traza (Vazquez et al., 2005) y
son: cromo, hierro, fluor, germanio, yodo, cobalto, cobre, manganeso, molibdeno, niquel,
selenio, silicio, vanadio, zinc y estafio, aunque también se ha constatado la presencia de
aluminio, arsénico, bario, oro y rubidio, pero no esta bien aclarada su importancia (Faller et
al., 2006).

Se les denomina elementos traza cuando se les relaciona con su analisis mediante técnicas
quimicas, ya que se trata de la deteccion de concentraciones a niveles de partes por millon
(ppm) e incluso en partes por billon (ppb), denominandoles ultratraza.

Los oligoelementos tienen un nivel normal de concentraciéon en cada compartimento del
organismo, el cual se define como la cantidad adecuada del elemento que garantiza el
desempeno de las funciones bioldgicas del organismo. Si la concentraciéon es mas alta de
lo normal, el elemento pasa a tener caracteristicas toxicas y en el caso opuesto, se pueden
manifestar sintomas carenciales en el organismo. Las cantidades diariamente requeridas
de elementos traza son minimas, por lo que una dieta equilibrada, generalmente es capaz

de cubrir sus necesidades (Hernandez y Sastre, 1999).

3.2.Cobre
3.2.1. Propiedades fisicas
El cobre es un metal de transicidn de color rojizo y brillo metalico, con simbolo quimico Cu
y con numero atoémico 29, perteneciente al grupo 11, periodo 4 de la tabla periddica. Su

configuracion electronica es de 1s22s22p®3s23pf3d'°4s™. Tiene una masa atémica de 63.546
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u.m.a., con dos isétopos estables, uno de 63 u.m.a. y otro de 65 u.m.a., con sus respectivas

abundancias relativas de 69.15% y 30.85% (Chang, 2002, Berglund y Wieser, 2011 y
Petrucci, Harwood y Herring, 2006).
Sus energias de ionizacion son (Spencer, Bodner y Rickard, 2000):
12 > 745.4 KJ/mol (7.7eV)
22 2> 1957.9 KJ/mol (20.3eV)
32 > 3553 KJ/mol (36.9¢eV)
29 e

2562

Cu 1.75

[Ar] Sdmffls1

Figura 1. Simbolo quimico del cobre (Editada de: Merck Millipore, 2013).

3.2.2. Rol biolégico
El cobre juega un papel muy importante en nuestro metabolismo, en gran medida, porque
permite que muchas enzimas fundamentales funcionen correctamente. Es esencial para
mantener la fuerza de la piel, de los vasos sanguineos y del tejido epitelial y conectivo de
todo el cuerpo. Juega un rol en la produccion de hemoglobina, mielina, melanina y también

mantiene en buen funcionamiento la glandula tiroides (Osredkar y Sustar, 2011).

3.2.3. Metabolismo
El cobre se absorbe en el intestino y se transporta al higado unido a la albumina. Entra en
el torrente sanguineo a través de la proteina plasmatica denominada ceruloplasmina, la

cual es responsable de llevarlo a los tejidos que lo necesiten.



http://www.merckmillipore.com.mx/
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Su correcta absorciéon y metabolismo requieren un equilibrio adecuado con los minerales

de zinc y manganeso, siendo mas importante el primero, ya que puede competir con el
cobre en el intestino delgado e interferir con su absorcion.

Ademas la ceruloplasmina también actua como una enzima que cataliza la oxidacion de
minerales, especialmente hierro, lo cual es necesario para que éste se una a la proteina de
transporte (transferrina), asi que una anemia de hierro puede ser un sintoma de deficiencia

de cobre (Osredkar y Sustar, 2011).

3.2.4. Enzimas
Las proteinas de cobre tienen diversas funciones de transporte, procesos que se
aprovechan de la facil interconversién de Cu (1) y Cu (Il). En el citocromo ¢ oxidasa, que se
requiere para la respiracion aerobica, cobre y hierro cooperan en la reduccién de oxigeno.
El cobre también se encuentra en la enzima Cu / Zn superéxidodismutasa, que cataliza la

dismutacion de superdxidos en oxigeno y peroxido de hidrégeno:

2HO2 — H202 + O

Igualmente el cobre es un componente de la lisil oxidasa, una enzima que participa en la
sintesis de colageno y elastina, dos proteinas estructurales importantes que se encuentran
en el hueso y el tejido conectivo.

Como parte de las enzimas del citocromo ¢ oxidasa, el cobre participa en la produccién de
energia; como parte de la dopamina beta-hidroxilasa participa en la conversion de la
dopamina a norepinefrina (o noradrenalina), y con el Factor IV (una de las proteinas de la
sangre) ayuda en la coagulacion de ésta.

Asi mismo es importante para la produccion de la hormona tiroidea, tiroxina.
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El cobre también es necesario para la sintesis de fosfolipidos que se encuentran en vainas

de mielina de los nervios periféricos (Osredkar y Sustar, 2011).

3.2.5. Fuentes

Las fuentes ricas de cobre incluyen ostras y otros mariscos, carne de res y las visceras
(especialmente higado), vegetales de hoja verde, cereales enriquecidos, nueces y semillas
de girasol, aceitunas verdes, aguacates, legumbres secas, chocolate, cacao y pimienta
negra.

Los multivitaminicos que incluyen minerales generalmente proporcionan cobre, aunque
también esta disponible de forma individual. Los suplementos de cobre no se deben de
administrar a los nifios, ya que deben obtenerlos directamente de los alimentos (Osredkar

y Sustar, 2011).

3.2.6. Ingesta recomendada
En el caso del cobre las dosis son muy pequenas (menos de 1 mg por dia), por lo que debe
tenerse en cuenta que si se excede puede ocasionar peligros para el organismo.
En general, para un rango de edades que van desde recién nacido hasta los 8 afos la
cantidad de cobre debe de encontrarse entre 200 y 440 ug por dia, para edades de entre 9
y 18 afos debe ser de entre 700 y 890 ug por dia y para personas de 19 afios en delante
de 900 ug por dia, siendo el nivel de consumo maximo tolerable de 10 mg por dia (Osredkar

y Sustar, 2011).
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3.2.7. Interacciéon con micronutrientes

Algunos expertos creen que los niveles elevados de cobre, sobre todo cuando los niveles
de zinc son bajos, pueden ser un factor que contribuye a muchas enfermedades como
esquizofrenia, hipertension, autismo, fatiga, dolor muscular y articular, dolor de cabeza,
hiperactividad infantil, depresion, insomnio, senilidad y sindrome premenstrual. Los adultos
que toman suplementos de cobre también deben tomar suplementos de zinc (8-15 mg de
zinc por cada 1 mg de cobre), debido a un desequilibrio de estos dos minerales.

Se sabe que el cobre reacciona con una variedad de nutrientes, incluyendo el hierro, zinc,

molibdeno, azufre, selenio y la vitamina C (Osredkar y Sustar, 2011).

3.2.8. Deficiencia

Como el cobre esta implicado en muchas funciones del cuerpo, su deficiencia puede
producir una amplia gama de sintomas.

Las deficiencias de cobre pueden resultar en hernias, aneurismas, rompimiento de los
vasos sanguineos que se manifiesta como hematomas o hemorragias nasales, anemia por
deficiencia de hierro, osteoporosis y problemas en las articulaciones, trastornos cerebrales,
anormalidades en la glucosa y el metabolismo del colesterol, aumento de la susceptibilidad
a las infecciones debido a una pobre funcién inmune (neutropenia), pérdida de pigmento,
debilidad, fatiga, llagas en la piel, mal funcionamiento de la tiroides, latido irregular del
corazén y temperatura corporal baja. Ya que el cobre es importante en la estructura de la
membrana celular, una deficiencia de éste puede alterar gravemente la circulacion de
nutrientes a través de las paredes celulares.

A pesar de que la mayoria de las personas consumen menos de las cantidades

recomendadas de cobre en su dieta, los sintomas de deficiencia de cobre son relativamente
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raros. Sin embargo, ciertas condiciones médicas, incluyendo diarrea cronica, celiaquia y la

enfermedad de Crohn pueden aumentar el riesgo de desarrollar una deficiencia de cobre.
Ademas, el cobre requiere suficiente acido en el estbmago para su absorcion, por lo que
las personas que consumen antiacidos regularmente pueden incrementar el riesgo de
desarrollar una deficiencia de cobre. Un nivel de cobre inadecuado también se observa en
los niflos con baja ingesta de proteinas y en los recién nacidos alimentados unicamente con
leche de vaca sin suplemento de cobre lo que podria acarrear una deficiencia en el

crecimiento (Osredkar y Sustar, 2011).

3.2.9. Toxicidad
El consumo de cobre en exceso puede causar nauseas, vomitos, dolor abdominal y
calambres, dolor de cabeza, mareos, debilidad, diarrea y un sabor metalico en la boca. La
toxicidad de cobre crénica no se produce normalmente en seres humanos debido a los
sistemas de transporte que regulan su absorcion y excrecion. Dado que el exceso de cobre
se excreta a través de la bilis, es mas probable que ocurra una intoxicacién de cobre en los
individuos con enfermedad hepatica u otras condiciones médicas en las que la excrecion
de bilis se vea comprometida. Aun no se ha determinado si el cobre es carcinogénico. En
los ultimos afos, los nutricionistas han estado mas preocupados por la toxicidad del cobre
que por su deficiencia. Una explicaciéon para esto fue el aumento de la cantidad de cobre
gue se encuentra en el agua potable debido a las tuberias de cobre. Cocinar con utensilios
de cobre también puede aumentar el contenido de cobre de los alimentos. La exposicidon
industrial a los humos de cobre, polvos o nieblas puede causar fiebre por humos metalicos
con cambios atroficos en las membranas mucosas nasales. Altas captaciones de cobre

pueden causar dafo al higado y los rifiones e incluso la muerte (Osredkar y Sustar, 2011).

13

—
| —



E ANTECEDENTES

=3.3.Zinc

3.3.1. Propiedades fisicas
El zinc es un metal de transicion de color blanco azulado, con simbolo quimico Zn y con
numero atomico 30, perteneciente al grupo 12, periodo 4 de la tabla periddica. Su
configuracion electronica es de 1s22s22p%3s23p®3d'°4s2. Tiene una masa atémica de 65.409
u.m.a., con cinco isotopos estables de 64, 66, 67, 68 y 70 u.m.a., con sus respectivas
abundancias relativas de 49.17%, 27.73%, 4.04%, 18.45% y 0.61% (Chang, 2002, Berglund
y Wieser, 2011, y Petrucci et al., 2006).
Sus energias de ionizacién son (Spencer et al., 2000):
12 > 906.4 KJ/mol (9.4eV)
22 > 1733.2 KJ/mol (17.9eV)

3% > 3832.6 KJ/mol (39.7eV)

65.409
3 0 419.53
907

Z n 1.66

2
[Ar] 3d10452

Figura 2. Simbolo quimico del zinc (Editada de: Merck Millipore, 2013).

3.3.2. Rol biolégico
El zinc esta involucrado en numerosos aspectos del metabolismo celular. Se estima que
aproximadamente 10% de las proteinas humanas se unen potencialmente al zinc, ademas

de cientos que lo transportan y circulan.
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Es requerido para la actividad catalitica de mas de 200 enzimas y juega un papel importante

en la funcién inmune, cicatrizacion de heridas, sintesis de proteinas, sintesis del ADN y en
la division celular.

El zinc es necesario para el correcto funcionamiento de los sentidos del gusto y del olfato,
y ayuda al crecimiento y desarrollo normal durante el embarazo, la infancia y la
adolescencia. Los iones del zinc son agentes antimicrobianos efectivos incluso a bajas
concentraciones.

Los problemas de gastroenteritis pueden verse fuertemente disminuidos gracias a la ingesta
de zinc, lo cual puede deberse a la accién antimicrobiana de los iones de zinc en el tracto
gastrointestinal.

Las células de las glandulas salivales, de la préstata, del sistema inmune y del intestino
emplean sefales de zinc para comunicarse entre ellas.

En el cerebro, el zinc es almacenado en vesiculas sinapticas especificas por las neuronas
glutamatérgicas y puede modular la excitabilidad del cerebro. Igualmente juega un papel
clave en la plasticidad sinaptica y por lo tanto en el aprendizaje. También puede ser una
neurotoxina, ya que la homeostasis del zinc es de gran importancia para el funcionamiento

normal tanto del cerebro como del sistema nervioso central (Osredkar y Sustar, 2011).

3.3.3. Metabolismo
En el plasma sanguineo el zinc es transportado por la albumina y la transferrina, las cuales
son proteinas transportadoras de la sangre contenidas en el plasma. Ya que la transferrina
transporta también al hierro, si hay un exceso de éste se reduce la absorcion de zinc y
viceversa. La concentracion de zinc en el plasma sanguineo permanece relativamente

constante independientemente de su ingesta. El zinc se mantiene en las reservas de la

15

—
| —



E ANTECEDENTES

metalotioneina y puede también ser transferido a distintas familias de proteinas

transportadoras. El exceso de zinc perjudica la absorcion de cobre porque las

metalotioneinas absorben ambos metales (Osredkar y Sustar, 2011).

3.3.4. Enzimas
Algunas de las enzimas que contienen zinc son la anhidrasa carbonica y la
carboxipeptidasa, que son vitales para los procesos de regulacion del dioxido de carbono
(CO2) y la digestion de proteinas, respectivamente.
Este metal tiene una geometria de coordinacion flexible, que permite a las proteinas usarlo
para cambiar rapidamente conformaciones y llevar a cabo reacciones bioldgicas (Osredkar

y Sustar, 2011).

3.3.5. Fuentes

Una amplia variedad de alimentos contienen zinc. Las ostras contienen mas zinc por
porcion que cualquier otro alimento, pero la carne roja, especialmente la carne de res, el
cordero y el higado tienen algunas de las mas altas concentraciones de zinc en los
alimentos. Otras buenas fuentes incluyen frijoles, nueces, otros tipos de pescados y
mariscos (como el cangrejo y la langosta), granos, cereales, almendras, semillas de
calabaza y semillas de girasol.

Los suplementos contienen diversas formas de zinc, como son gluconato de zinc, sulfato

de zinc y acetato de zinc (Osredkar y Sustar, 2011).
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3.3.6. Ingesta recomendada
Dependiendo del género y edad sera la ingesta de zinc. En general, para un rango de
edades que van desde recién nacido hasta los 8 afos la cantidad de zinc debe de
encontrarse entre 2 y 5 mg por dia, para edades de entre 9 y 18 afos debe ser de entre 8
y 11 mg por dia y para personas de 19 anos en adelante aproximadamente de entre 11y
13 mg por dia, siendo el nivel de consumo maximo tolerable de 40 mg por dia (Osredkar y

Sustar, 2011).

3.3.7. Interaccion con micronutrientes
La fortificacion de alimentos con hierro en la anemia por deficiencia de hierro no afecta
significativamente la absorcion de zinc. Sin embargo, grandes cantidades de suplementos
de hierro (mayor a 25 mg), si pueden disminuir su absorcion.
Varios estudios han encontrado que los altos niveles de zinc suplementario tomado durante
largos periodos de tiempo pueden ocasionar una disminucién en la absorcién de cobre en

el intestino y por ende deficiencia de cobre con anemia asociada (Osredkar y Sustar, 2011).

3.3.8. Deficiencia
Casi dos millones de personas en el mundo presentan deficiencia de zinc, la cual se
caracteriza por retraso en el crecimiento, pérdida del apetito y dafo de la funciéon inmune.
En los casos mas graves, la deficiencia de zinc provoca la pérdida del cabello, diarrea,
retraso en la maduracién sexual, impotencia, hipogonadismo en los hombres, y lesiones de
la piel y ojos. También se pueden producir pérdida de peso, retraso en la cicatrizacion de

las heridas, alteraciones del gusto y de las funciones cognitivas.

17

—
| —



g ANTECEDENTES

Cuando se produce deficiencia de zinc, suele ser debido a una inadecuada ingesta o

absorcion de éste, a grandes pérdidas de peso corporal o al aumento de sus
requerimientos. Puede estar asociado con la mala absorcion, la acrodermatitis enteropatica,
enfermedad hepatica cronica, enfermedad renal cronica, enfermedad de células
falciformes, diabetes, cancer y otras enfermedades cronicas.

En los nifios, provoca un aumento en infecciones y diarrea, contribuyendo a la muerte de

alrededor de 800 000 nifios en todo el mundo por afo (Osredkar y Sustar, 2011).

3.3.9. Toxicidad
Aunque el zinc es un elemento esencial para la buena salud, su exceso puede ser
perjudicial. La absorcion excesiva de cobre y zinc suprime la absorcion de hierro. Efectos
adversos agudos de la alta ingesta de zinc incluyen nauseas, vomitos, pérdida de apetito,
calambres abdominales, diarrea y dolores de cabeza. La ingesta de 150 a 450 mg de zinc
por dia ha sido asociada con efectos cronicos como el bajo estatus de cobre, alteracién de
la funcion del hierro, reduccién de la funcién inmune y de los niveles de lipoproteinas de

alta densidad (Osredkar y Sustar, 2011).

3.4.Interaccién entre Cuy Zn
El Cu y el Zn tienen una relacién antagonica, lo que significa que altas concentraciones de
Zn en el organismo, inducen una deficiencia de Cu (Maret y Sandstead, 2006) debido a que
se produce un decrecimiento en su absorcién (Osredkar y Sustar, 2011). De la misma
manera, altas concentraciones de Cu producen un deterioro nutricional con respecto al Zn

(Menéndez et al., 2005).
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3.5.Fundamento del trabajo

El proyecto global, del cual se desprende este trabajo, consistié en el desarrollo de la
metodologia analitica para lograr la determinacion, con ayuda de un equipo de ICP-MS; de
los elementos cobre, manganeso, vanadio y zinc (a niveles traza y ultratraza) en muestras
de tejidos de 6rganos de ratones macho (bazo, higado, pulmén, rindn, testiculo y timo), los
cuales fueron expuestos a inhalaciones de una mezcla de 6xidos de manganeso y vanadio.
La parte experimental en los ratones, fue realizada por la Dra. Teresa |. Fortoul van der
Goes y su equipo de trabajo, en la Facultad de Medicina de la UNAM. De tal manera que al
laboratorio 103 de la Division de Estudios de Posgrado (Facultad de Quimica, UNAM)
donde se realizé este trabajo; fueron proporcionados solamente los viales que contenian
pequefas muestras de los diferentes tejidos de los érganos en estudio y una lista donde se
encontraban descritos el tipo de tejido y el numero de inhalaciones a las que fue sometido
cada ratén (rango que iba desde 0 inhalaciones, para las muestras control, hasta un maximo
de 26).

El proyecto para desarrollar la metodologia analitica adecuada para la determinacién de los
elementos en estudio, fue dividido a su vez en dos proyectos de tesis de licenciatura, los
cuales por emplear las mismas muestras, trabajaron de manera conjunta.

Uno de los proyectos se enfoco en los elementos que se dieron a inhalar (Mn y V), realizada
por el Q. Rafael Ledén Zarate (Ledn, 2013),

El otro proyecto, que forma la base de esta tesis, se encargd de los elementos Cu y Zn; en
los cuales se deseaba estudiar su concentracion y comportamiento, derivado de dicha
inhalacién Mn-V. Lo anterior, gracias a que las funciones de estos dos elementos (Cu y Zn)
son de suma importancia para el organismo, como ya se menciono en los puntos anteriores

(Ver puntos 3.2., 3.3.y 3.4.).
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3.6.Ratéon: modelo biolégico

El animal de laboratorio es aquel que es engendrado y producido en condiciones
controladas, es mantenido en un entorno controlado, posee claros antecedentes genéticos
y microbiologicos y existe una comprobacion sistematica de estos antecedentes (Fuentes,

Mendoza, Rosales y Cisneros, 2008).

También es definido como cualquier especie animal que, mantenido bajo determinadas
condiciones controladas es utilizado como instrumento de medida en experimentacion
cientifica, desarrollo tecnolégico e innovacion, pruebas de laboratorio y docencia, para la

generacion de datos, los cuales son utilizados como informacién (Fuentes et al., 2008).

El uso de animales como modelos bioldgicos, se ha convertido en una practica bien
establecida y esencial, que ha ayudado a comprender y predecir respuestas en los seres
humanos; convirtiéendose asi en una herramienta importante en las ciencias biomédicas,
principalmente en las areas de medicina experimental, farmacologia y evaluacion

toxicologica (Gad, 2007).

Ya sea sirviendo como fuentes de células, tejidos y érganos o como modelos para estudiar
enfermedades y analizar los efectos de distintas drogas u otros xenobidticos, los
experimentos en animales han proporcionado los componentes basicos necesarios que
han permitido el crecimiento explosivo del conocimiento médico y bioldgico que se ha dado

desde la segunda mitad del siglo XX hasta el presente (Gad, 2007).

Igualmente, los experimentos en animales, han servido con bastante éxito para la
identificacidén de peligros potenciales para la toxicidad de los seres humanos, debido a los
diferentes productos quimicos a los que se encuentran expuestos, ya sea por el medio

ambiente en que habitan o por las actividades que desarrollan (Gad, 2007).
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Entre los animales mas empleados como modelos biolégicos se encuentran: ratones,
ratas, hamsteres, conejillos de indias, conejos, hurones, perros, primates y cerdos (Gad,

2007).

En el caso de la realizacion de pruebas de toxicidad, la eleccidén de las especies animales
a emplear, se basa en la consideracion de una serie de variables. |dealmente, si las
pruebas estan destinadas a proporcionar informacion acerca de la seguridad de un
producto sobre los humanos, las especies seleccionadas deberian ser similares al ser
humano, ya que diferencias substanciales en cuanto a la absorcién, distribucion,
metabolismo o eliminacién, entre las especies de prueba y las de destino (en este caso
humanos), pueden reducir el valor predictivo de los resultados del experimento (Gad,

2007).

El uso del raton para la investigacion biomédica, ha sido reportado desde hace varios

cientos de anos (Gad, 2007).

El ratén es una especie cosmopolita que se adapta a una gran variedad de condiciones
ambientales, desde zonas muy frias hasta regiones tropicales. Son mamiferos de sangre
caliente, de habitos nocturnos, los cuales poseen agudos sentidos de la audicién y del
olfato, mientras que su visién es muy pobre. El tamafio de un ratéon adulto varia entre 12
y 15 cm desde la punta de la nariz hasta la punta de la cola; siendo el largo de la cola igual
al largo del cuerpo. Tienen un peso aproximado de 30g. Su vida util es de 10 a 12 meses
y se obtienen de 8 a 10 camadas. Por su pequefio tamafio son muy susceptibles a cambios

ambientales (Fuentes et al., 2008).

La clasificacion taxondmica de los ratones se muestra a continuacion:

21

—
| —



E ANTECEDENTES

Animalia
Chordata
Clase Mammalia
Rodentia
Muridae
Murinae
Mus

Tabla 1. Taxonomia del raton (Fuentes et al., 2008).

Los ratones tienen muchas ventajas como modelos animales para las pruebas de
toxicidad, ya que son pequeios, relativamente econdmicos de obtener, albergar y cuidar,
y generalmente faciles de manipular. Otras ventajas son sus cortos periodos de gestacion

y de vida util (Gad, 2007).

Las desventajas con ratones estan relacionadas con el pequefio tamafio del animal. Ya
que los cambios ambientales tienen efectos mas graves en las especies mas pequenas,
ademas de que no suelen ser tan déciles. Igualmente el pequefio tamafo a menudo impide
o hace mas dificil una serie de procedimientos que se realizan habitualmente en las
pruebas de toxicidad, tales como la recogida de muestras grandes o muestras repetidas
de sangre y orina, evaluacion electrocardiografica y algunas evaluaciones de necropsia

(Gad, 2007).

Una cepa es la poblacion de una misma especie, descendiente de un mismo origen;
conservada por medio de una serie de pasos o cultivos (Fuentes et al., 2008). Existen
diferencias importantes entre las distintas cepas de ratones. La eleccion adecuada de una
cepa de ratones para una evaluaciéon de toxicidad en particular, debe considerar los

objetivos especificos del estudio y las caracteristicas especificas de cada una de las cepas
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candidatas, que podrian ayudar u obstaculizar el logro de resultados confiables (Gad,

2007).

El disefio de los experimentos de toxicidad debe adaptarse a los objetivos que se desea
alcanzar, a las caracteristicas especificas de la sustancia de ensayo y a las normas

expedidas por los diferentes érganos reguladores que existen (Gad, 2007).

La mayoria de los estudios de toxicidad y teratologia realizados en ratones, estan
disefiados para proporcionar informacion sobre la toxicidad humana, por lo que las
técnicas de administracion de las sustancias de ensayo, deben tener en cuenta las vias
de exposicidn humana, intentando que sean las mismas, en la medida de lo posible (Gad,

2007).

De las distintas rutas disponibles, los efectos mas rapidos y efectivos se obtienen cuando
la administracion se lleva a cabo via intravenosa, seguido en orden descendente por
inhalacién, via intraperitoneal, subcutanea, intramuscular, intradérmica, y rutas topicas

orales (Gad, 2007).

La administracion por inhalacién es el medio mas tecnoldégicamente complejo de
exposicion de rutina, y los estudios que se realizan por dicha via son particularmente utiles
en la estimacion del riesgo de exposicion accidental u ocupacional de gases, vapores,
polvos, humos, o nieblas, asi como en la evaluacion de la toxicidad de agentes destinados

a ser administrados por dicha via (Gad, 2007).

La inhalacion ofrece una rapida y eficiente absorcion de la mayoria de las sustancias,
debido a la gran area de superficie del sistema respiratorio y a que toda la sangre circula

a través de los pulmones (Gad, 2007).
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La absorcidn de los agentes inhalados, se produce por via de uno o mas de los siguiente;
mecanismos, dependiendo de caracteristicas especificas del agente: absorcion directa en
el torrente sanguineo, absorcidn en el tracto gastrointestinal posterior a su depdsito en la
nasofaringe o a su transporte mucociliar y/o por deglucién, o por absorcién linfatica

posterior a su depdsito en los alveolos (Gad, 2007).

La principal ventaja de la inhalacién es su rapidez y eficiencia de absorcion. La principal

desventaja es la complejidad tecnolégica del método (Gad, 2007).

Para poder realizar las pruebas de inhalacion sobre ratones, los animales deben ser
colocados en ambientes que contengan la muestra en estudio, ya sea en forma de gas,
vapor, polvo, humo o niebla. Para que las particulas de la sustancia a inhalar puedan ser
aspiradas por los ratones, el tamafo de su diametro debe encontrarse en un rango de
entre 1y 10 ym. Igualmente, su tamano determinara la parte del tracto respiratorio en que

se depositara y sera absorbida la muestra (Gad, 2007).

Existen dos tipos de aparatos empleados para llevar a cabo la exposicion a sustancias
(por inhalacion), sobre ratones: camaras que contienen al animal o a un grupo de
animales, o un dispositivo que expone solo la cabeza o la nariz del animal a la atmdsfera

experimental (Gad, 2007).

En cuanto a la recoleccion de informacion, existen diferentes tipos de datos que pueden
ser obtenidos, de forma rutinaria, durante la realizacién de los estudios de toxicidad en
ratones (via inhalacion); los cuales se dividen en tres grandes categorias: observaciones
clinicas y examenes fisicos, evaluaciones de laboratorio clinico y procedimientos

postmortem (Gad, 2007).
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Los procedimientos postmortem son los realizados después de la muerte del animal, Io;
cuales incluyen: la confirmacién del nimero de identificacion y el sexo del animal, un
examen externo y el examen de los 6rganos internos (en su lugar original y posteriormente
a su extraccion). Este ultimo punto incluye: la medicién de su peso y la recoleccion de
muestras de tejido para su procesamiento histologico, la realizacidn de un examen

microscopico, y en caso de ser necesario y posible, un analisis quimico (Gad, 2007).

Para el presente trabajo, fueron empleados ratones de la cepa CD-1, que fueran de la
misma edad y el mismo sexo (macho), y que tuvieran un tamafo parecido. Todos
recibieron diferente niumero de inhalaciones de 6xidos de manganeso y vanadio (de 0 a
26), por medio de una camara que contenia a todos los ratones en un principio y que
conforme el numero de inhalaciones fue incrementando, fueron siendo extraidos para su

posterior estudio postmortem (histolégico, microscépico y quimico).

Figura 3. Camara de gases para pruebas de toxicidad en ratones, via inhalacion

(Foto proporcionada por la Dra. Liliana V.R. Saldivar y Osorio).
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3.7.Manganeso

El manganeso es el doceavo elemento mas abundante en la corteza terrestre, y esta
presente de forma natural en rocas, suelo, agua y alimentos. Es un elemento esencial para
los humanos, animales y plantas; ya que es indispensable para el crecimiento, desarrollo y
mantenimiento de la salud de éstos (Santamaria, 2008).

En los humanos tiene una gran variedad de funciones metabdlicas, incluyendo aquellas
involucradas en el desarrollo del sistema 6seo, la energia metabdlica, la activacion de
algunas enzimas, funciones de los sistemas nervioso e inmunoldgico y de la hormona
reproductiva. También es un antioxidante que protege a las células del dafio causado por
los radicales libres. Juega un rol de suma importancia en la regulacion de la energia celular,
en el crecimiento de los huesos y tejido conectivo, y para la coagulacion de la sangre. En
el cerebro es un importante cofactor para una gran variedad de enzimas (Santamaria,
2008).

Existen dos formas de manganeso en el medio ambiente. Los compuestos inorganicos, son
empleados en la produccién de acero, baterias, ceramica y en suplementos alimenticios.
También son generados como productos de la combustién de vehiculos de motor y plantas
industriales que queman carbdén. La otra forma son los compuestos organicos de
manganeso, los cuales son empleados en algunos pesticidas, fertilizantes y en un aditivo
de la gasolina llamado tricarbonil (metilciclopentadienil) manganeso (Gad, 2005).

El Mn es un elemento que siempre se encuentra presente en el medio ambiente, por lo que
todos los humanos estan expuestos a él. Asi mismo es un componente natural del cuerpo
humano, donde los niveles mas altos de Mn se encuentran en higado, pancreas y rifiones,
mientras que los mas bajos estan en huesos y grasa. Su excrecion se da principalmente en

la bilis (Gad, 2005).
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Se encuentra de forma natural en los alimentos, donde las concentraciones mas altas se

han determinado en nueces, cereales, leguminosas, frutas, vegetales, granos, productos
lacteos, carnes, pescado y huevo. Incluso esta presente en bajas cantidades en el agua
potable (Santamaria, 2008 y Gad, 2005).

La fuente antropogénica primaria de Mn en el aire, es la industria, como las plantas de
produccion de aleaciones con hierro, fundidoras de acero, plantas de energia, entre otras
(Santamaria, 2008).

Aunque es muy rara la deficiencia de Mn en humanos, si se ha llegado a reportar y a
caracterizar por anormalidades 6seas y convulsiones (Gad, 2005).

Los mayores niveles de exposicion ambiental de manganeso ocurren generalmente, dentro
0 en las zonas cercanas a minas, fabricas y fundidoras; donde se emiten polvos de
manganeso al aire, los cuales son inhalados tanto por los trabajadores de estos lugares
como por la poblacién aledafa. Las inhalaciones consisten principalmente de dioxido y
tetradxido de manganeso (MnO2z y Mn3O4) (Gad, 2005 y Santamaria, 2008). Algunos
compuestos de Mn son facilmente solubilizados, por lo que también pueden ocurrir
exposiciones significativas por la ingestién de agua contaminada. En el suelo, el Mn puede
migrar en forma de particulas, al aire 0 al agua. La ingestion es la via de exposicién principal
para la mayoria de la gente (Gad, 2005).

La dosis de Mn en humanos muestra generalmente grandes variaciones regionales,
dependiendo de los niveles de Mn presentes en sus diferentes fuentes (alimentos, agua y
aire). En general, la dosis oral total de referencia se establecié en 0.14mg kg al dia. El
agua potable no parece ser una fuente importante de Mn, ya que generalmente se reportan
concentraciones por debajo de la dosis de referencia de 400ug I-'. Las concentraciones en

el aire también varian mucho dependiendo la zona geogréfica, con valores que van desde
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0.001ug m3, hasta valores cercanos a 0.05ug m=. La absorcién de Mn varia igualmente,

de acuerdo al érgano que lleve a cabo este proceso. Siendo de entre 2% y 5% para el tracto
digestivo y de hasta aproximadamente 70% al realizarse a través de los pulmones
(Yazbeck, 2011).

El Mn como elemento toxico, provoca una respuesta inflamatoria en los pulmones, que
puede llegar a neumonitis. Cuando es cronica, causa deficiencia de hierro, cirrosis hepatica,
una enfermedad llamada manganismo, la cual presenta sintomas parecidos al parkinson
(temblores, falta de coordinacion, rigidez muscular, dificultades para respirar y tragar) y
otros problemas neuromusculares. Igualmente se producen anomalias mentales

(confusion, alucinaciones, ansiedad y panico) (Gad, 2005).

3.8.Vanadio
El Vanadio es el 22° elemento mas abundante en la corteza terrestre y se encuentra en
alrededor de 65 minerales diferentes (Garcia, 2006 y Gad, 2005).
Esta clasificado como un elemento de transicién y puede encontrarse en seis estados de
oxidacion diferentes (-1, 0, +2, +3, +4 y +5), de los cuales, los mas comunes son +3, +4 y
+5 (Gummow, 2011).
La mayor parte de la produccién de vanadio, proviene de la formacién de subproductos o
coproductos de otros elementos como hierro, fosforo y uranio (Gummow, 2011). Es usado
como un aditivo en aleaciones de acero, titanio, cobre y aluminio. También es empleado
como catalizador en la produccién de caucho sintético, plasticos, productos quimicos y en
ceramica (Gad, 2005).
No ha sido comprobado que el vanadio sea esencial para los seres humanos (ya que su

concentracion bioldgica es insignificante), pero si para otras especies animales, en las
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cuales, su deficiencia produce problemas de reproduccién, alteraciones del metabolismo

lipidico, anormalidades fisicas y esqueléticas y aumento de la glucosa en la sangre (Garcia,
2006 y Gad, 2005).

Es un elemento con importancia farmacolégica, ya que se emplea en el tratamiento
terapéutico de la diabetes y como un potente agente anticancerigeno (Gad, 2005).

Las fuentes naturales de vanadio en el aire incluyen erosién del suelo (54%), accion
volcanica (20%) e incendios forestales y fuentes biogénicas, como los aerosoles marinos
(<5%) (Gummow, 2011). La liberacion natural de V al agua y al suelo ocurre principalmente
como resultado del intemperismo que afecta a las rocas y por medio de la erosién del suelo
(Gad, 2005).

Las fuentes antropogénicas de emision, incluyen la quema de combustibles fosiles
(asociadas generalmente con fuentes industriales, como refinerias de petroleo y plantas
eléctricas que emplean petréleo y carbon enriquecido con este metal), al igual que su
deposicion, tanto cercana o lejana de los centros que lo producen. Otras fuentes
antropogénicas incluyen lixiviados provenientes de residuos mineros, aguas negras y
algunos fertilizantes (Gad, 2005).

Los niveles en el ambiente dependen de las condiciones climaticas, la posicion geografica
y las condiciones de urbanizacion, entre otros factores (Rodriguez-Mercado y Altamirano-
Lozano, 2006).

La principal via de exposicion de V, para la poblacion en general, se debe a la ingestion de
alimentos ricos en este metal, sobretodo de hongos, mariscos, semillas de eneldo, perejil y
pimienta negra (Gummow, 2011 y Garcia, 2006). También puede deberse a la ingestion de
productos alimenticios contaminados por suelos, fertilizantes o lodos que lo contengan en

altos niveles (Gad, 2005).
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La exposicion a niveles superiores de vanadio, se da por via de su inhalacién (en forma de

VOz2, V203 y V205 (Gummow, 2011)), donde los principales afectados son los trabajadores
de industrias en donde se emplean y procesan compuestos de vanadio y en menor grado,
areas urbanas donde son quemadas grandes cantidades de combustodleo (Gad, 2005).
Este elemento no se metaboliza en el cuerpo humano, por lo que circula como un
polivanadato (isopolianiones de vanadio pentavalente) en sangre oxigenada y permanece
como un catién vanadilo (forma catidnica del vanadio tetravalente) en los tejidos;
distribuyéndose a bajos niveles en rifiones e higado y a menores cantidades en cerebro y
corazén. Los mayores niveles se han encontrado en cabello, huesos y dientes. La mayor
parte del vanadio es excretado por los rifiones dentro de las primeras 24 horas después de
la administracion, principalmente en la orina; aunque también se desecha por las heces y
la bilis (Gad, 2005).

Diariamente consumimos alrededor de 1ug de V proveniente del aire, 11 a 30 ug
provenientes de los alimentos y de 1 a 30ug I'' del agua potable; lo cual da un total de 10 a
70 ugV dia™! (Garcia, 2006).

La toxicidad del vanadio aumenta conforme lo hace su grado de oxidacién, siendo el
pentoxido de vanadio el mas téxico de todos. En general, el vanadio tiene una muy baja
toxicidad oral y dermal, mientras que por la ruta de inhalacién, es moderada. (Gad, 2005).
Una exposicion oral aguda da como resultado calambres en el abdomen, diarrea, heces
negras y un revestimiento negro verdoso en la lengua. Al ser inhalado, el vanadio es toxico
para los macrofagos alveolares y por ende perjudica la resistencia a infecciones
pulmonares. Una aguda exposicion a inhalaciones puede resultar en la irritacion de los
pulmones, tos, jadeo, dolor de pecho, hemorragias nasales, rinitis atréfica, faringitis,

traqueitis, enfermedades de tipo asmatico, irritacion de los ojos y un sabor metalico en la
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boca. La exposicion de la piel puede resultar en dermatitis, lesiones alérgicas y una

coloracion verde (Gad, 2005).

Una dosis fatal puede resultar en una depresion del sistema nervioso central con temblores,
dolores de cabeza y tinnitus. Una intoxicacion cronica de vanadio suele ser rara, pero
cuando sucede, puede producir vasoconstriccion periférica de pulmones, bazo, rifiones e

intestinos. Igualmente puede provocar arritmias y bradicardia (Gad, 2005).

3.9.Espectrometria de masas

La espectrometria de masas es una de las técnicas analiticas mas importantes utilizadas
en la actualidad para la determinacion de concentraciones de diversos elementos
(especialmente en el rango de trazas y ultratrazas), para realizar analisis isotépicos, poder
determinar las estructuras de compuestos organicos, entre otras aplicaciones. Todo esto
es posible realizarlo gracias a su alta sensibilidad, bajos limites de deteccidn y la posibilidad
de analizar volumenes de muestra muy pequefios (Becker, 2007).

Una de las principales caracteristicas de la espectrometria de masas, que le dan una gran
ventaja en comparacién con otras técnicas, es que ofrece la posibilidad de determinar
relaciones isotopicas con una alta precision y exactitud para todo tipo de muestras (Becker,

2007).

3.9.1. Fundamento tedrico de la espectrometria de masas
Cada elemento de la tabla periddica esta compuesto de atomos, que a su vez se componen
de un nucleo (mezcla de protones y neutrones) y electrones. Como protones y electrones
tienen cargas asociadas entre si (protdon con carga positiva / electron con carga negativa)

el atomo es normalmente neutro, igual numero de cada uno de ellos. Sin embargo, es
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posible para un mismo elemento tener diferentes masas, pues la cantidad de neutrones que

existen en el nucleo puede variar, lo cual da lugar a la existencia de diferentes isétopos
(Dean, 2005).

La ionizacion es el proceso mediante el cual un electrén puede ser removido de un atomo
neutro aplicando energia de una fuente externa (fuente de iones), dando como resultado la
formacion de un idn cargado positivamente, el cual tiene la misma masa atomica que el
isétopo original del elemento, pues la masa de un electron es despreciable comparada con
la de un proton o un neutron. La energia requerida es llamada Energia de lonizacién (Dean,
2005), la cual se define como la cantidad de energia que debe absorber un atomo en estado
gaseoso para poder desprender el electron que esté unido mas débilmente al nucleo. Si
mas energia es aplicada, es posible seguir liberando mas electrones, por lo que un atomo
puede tener varias energias de ionizacion (Petrucci et al., 2006).

Todos los espectrémetros de masas son capaces de separar iones en funcion de su relacion
masa/carga (m/z), es decir la masa atoémica del elemento (m) dividida por su carga (z), la
cual generalmente es medida como un numero adimensional. Una importante caracteristica
de un espectrbmetro de masas es su capacidad de separar iones con relaciones

masa/carga similares, es decir su resolucion (Dean, 2005).

3.9.2. Funcionamiento general
Todos los sistemas de espectrometria de masas para el analisis de compuestos organicos
e inorganicos emplean el mismo principio basico (Becker, 2007).
La muestra que sera analizada (gas, liquido o sdlido) se introduce en la fuente de iones (la
cual opera en condiciones de alto vacio, baja presién o presién atmosférica), donde se

vaporiza, atomiza e ioniza. Los iones cargados positivamente son extraidos y acelerados
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hasta el analizador de masas, donde son separados de acuerdo a su relacion masa/carga

(m/z). Posteriormente, son registrados con un sistema de deteccion de iones (Becker,

2007).
oa— Separacion Deteccidn
de iones de iones de iones
N
Introduccidn Foentede \ Analizador de Sistema de
de muestra lones masas deteccidn
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acoplado inductivamente

Cuadrupolo

Copa de Faraday
Trampa de iones J

lonizacidén por laser
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\ lonizacién térmica K ) de datos )

Figura 4. Esquema general del funcionamiento de un equipo de ICP-MS (Editada de: Becker, 2007).

3.10. Espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente
La Espectrometria de Masas con Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-MS, por sus siglas
en inglés, Inductively Coupled Plasma-Mass Spectrometry) es, sin duda, la técnica de
analisis de elementos traza de mas rapido crecimiento en la actualidad. Desde su
comercializacion en 1983, miles de sistemas han sido instalados alrededor de todo el
mundo, siendo usados para variadas y diversas aplicaciones, dentro de las que pueden
incluirse en su mayoria, analisis ambientales, geoldgicos, de semiconductores, biomédicos,
nucleares, entre otros. La principal razon de su crecimiento es su capacidad para llevar a

cabo rapidas determinaciones multielementales a niveles ultratraza (Thomas, 2004).
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Técnica

La mayoria de
los metales y
no metales

ICP-MS

La mayoria de
los metales y
algunos no
metales

ICP-OES

La mayoria de
los metales
(comunmente:
Pb, Ni, Cd, Co,
Cu, As y Se)

GFAA

Rango
aproximado de
limite de
deteccion

Ventajas

Rapida, sensible,
multielemental,
amplio rango
dinamico, buen
control de
interferencias
Rapida,
multielemental, alta
tolerancia al total
de sodlidos
disueltos

ppt

ppm - ppb

Sensible, pocas

BER interferencias

Desventajas

Limitada
tolerancia al
total de sélidos
disueltos

Interferencias
complejas,
relativamente
poca
sensibilidad

Técnica de un

solo elemento,

limitado rango
dinamico

Tabla 2. Comparacion entre algunas técnicas de espectrometria atomica
(Editada de: Agilent Technologies, 2005).

Aun cuando puede determinar de manera general el mismo conjunto de elementos que

otras técnicas, como son Absorcién Atomica en Flama, Atomizacion Electrotérmica y

Espectroscopia de Emisién Optica con Plasma Acoplado Inductivamente (FAA, ETA e ICP-

OES, por sus siglas en inglés respectivamente), el ICP-MS tiene claras ventajas en sus

caracteristicas multielementales, velocidad de analisis, limites de deteccion y capacidad

isotopica (Thomas, 2004), detectando incluso elementos a niveles de partes por trillon con

buenos valores de exactitud y precision (Dean, 2005).

Asi mismo, una amplia gama de disefios de espectrometros de masas pueden ser

empleados para la técnica de ICP-MS (Dean, 2005).
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Figura 5. Rangos del limite de deteccién de las principales técnicas de espectroscopia atémica
(Editada de: PerkinElmer, 2004).
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Figura 6. Capacidad del limite de deteccién en un equipo de ICP-MS
(Editada de: PerkinElmer, 2003).

3.10.1. Componentes del espectrometro de masas—plasma acoplado por
induccién

En la actualidad hay diferentes disefios de ICP-MS disponibles, los cuales comparten entre

si componentes similares, tales como nebulizador, camara de nebulizacion (o de “spray”),

antorcha de plasma y detector; pero pueden diferir de forma bastante significativa en el
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diseno de la interfase, en el sistema de enfoque idnico, en el dispositivo de separacion de

masas y en la camara de vacio (Thomas, 2004).

Lentes

Ionicas Analizador de masas

Detector

g

e —

Introduccién Fuente de

de muestras lones

Interfase

Figura 7. Componentes generales de un ICP-MS (Editada de: KoSler y Sylvester, 2003).

A. Sistema de introduccion de muestra

Es crucial que la introduccion de una muestra en el ICP sea eficiente para la deteccion de
elementos a diferentes concentraciones. Sin embargo, aunque la introduccién de muestra
ha sido una de las areas mas investigadas de la tecnologia del ICP, las limitaciones en su
eficacia siguen siendo evidentes (Dean, 2005) por lo que el area de introduccién de muestra
es considerada el componente mas débil del instrumento, pues solamente del 1 al 2% del
aerosol se logra dirigir hacia el plasma (Thomas, 2004).

La mayoria de las aplicaciones del ICP-MS actuales involucran el analisis de muestras
liquidas, a pesar de que la técnica se ha adaptado, a lo largo de los afios, para manejar
sélidos y suspensiones. Existen diferentes maneras para introducir un liquido, pero todas
basicamente consiguen el mismo resultado, que es, generar un aerosol fino de la muestra,
para que pueda ser ionizado eficientemente en el plasma (Thomas, 2004).

El mecanismo de introduccion de muestras liquidas puede ser considerado como dos

eventos separados: la generacidn del aerosol mediante el uso de un nebulizador y
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posteriormente, la seleccion de las gotas por medio de una camara de nebulizacion

(Thomas, 2004).

Antorcha

Linea de 1 I

gas Ar [
T ‘ Camara
( _—‘.._ﬂ — de

nebulizacion

Nebulizador Drenaje

peristaltica

Entrada
de la
muestra

Figura 8. Componentes generales de un sistema de introduccion de muestras
(Editada de: Dunnivant y Ginsbach, 2009).

i. Bomba peristaltica
Es una pequefia bomba con una gran cantidad de mini rodillos que giran a la misma
velocidad. El constante movimiento y presion de los rodillos en el tubo de la bomba alimenta
a la muestra hacia el nebulizador a aproximadamente 1mL/min. La ventaja del uso de una
bomba peristaltica es que garantiza un flujo constante de liquido, independientemente de

las diferencias de viscosidad entre muestras, estandares y blancos (Thomas, 2004).
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Figura 9. Esquema general de una bomba peristaltica (Editada de: PerkinElmer, 2008).

ii. Nebulizador
Existen diferentes tipos de nebulizadores, pero su principio de funcionamiento es
esencialmente el mismo (Dean, 2005).
Generalmente estan hechos de vidrio, aunque se estan volviendo mas usados los de
diferentes tipos de polimeros (Thomas, 2004).
Entre los mas comunes se encuentran el neumatico concéntrico, el de flujo cruzado y el
ultrasonico (Thomas, 2004).
El nebulizador de flujo cruzado es usado para muestras que contienen una matriz pesada
0 pequefas cantidades de materia sin disolver (Thomas, 2004). Consiste de dos agujas
capilares posicionadas a 90° entre si, sin tocarse, donde la muestra liquida y el gas argon
interactuan. El gas argon acarreador fluye hacia un tubo capilar, mientras que a través del
otro capilar, se bombea la muestra liquida. En el punto de salida, la fuerza de escape del

gas acarreador es suficiente para destruir la muestra en un aerosol grueso (Dean, 2005).
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Puntas del
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| Muestra | Argon

Figura 10. Esquema general de un nebulizador de flujo cruzado (Editada de: Thomas, 2004).

iii. Camara de nebulizaciéon

La introduccion del aerosol grueso, generado por los nebulizadores, directamente en la
fuente de plasma extinguiria o enfriaria el plasma, conduciendo a severas interferencias de
matriz. La inclusién de una camara de nebulizacién produce un aerosol que es mas
apropiado para introducirse al plasma, ya que tiene los siguientes efectos (Dean, 2005):

eReduce la cantidad de aerosol que llega al plasma

e Disminuye la turbulencia asociada con el proceso de nebulizacion

e Reduce el tamafio de particula del aerosol
Se ha determinado que el tamafo de particula ideal para que el proceso del plasma se lleve
a cabo (atomizacion), seguido ya sea por excitacion/emisidén o ionizacion, es alrededor de
10um (Dean, 2005).
Una camara de nebulizacion ideal deberia tener todas las siguientes caracteristicas (Dean,
2005):

e Gran area de superficie, para inducir colisiones y fragmentacién del aerosol

grueso
e\Volumen muerto minimo, para evitar la dilucion de la muestra
eFacil eliminacion de la muestra condensada a los residuos, sin provocar

pulsos de presion
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Varios disefios de camaras de nebulizacion se encuentran disponibles, siendo las

principales la de doble paso, la ciclonica y la de un solo paso o cilindrica (Dean, 2005).

La camara de doble paso o también llamada de tipo Scott, es la mas comun; esta
compuesta de dos tubos concéntricos, una entrada para el nebulizador, una salida para el
aerosol mas fino y un drenaje de residuos. Esta colocada de manera que permita que el
exceso de liquido fluya a los residuos. El aerosol generado en el nebulizador es introducido
en el tubo interior y sale después de haber revertido su direccion (180°) hacia la antorcha
del ICP. La interaccion del aerosol grueso con las superficies internas de la camara de
nebulizacion de doble paso conduce a la produccién de un aerosol mas fino (con el
consiguiente exceso de liquido yendo a los residuos). El disefio de este tipo de camara
también reduce la turbulencia del aerosol generado por el nebulizador, o que conduce a
una mayor estabilidad de la sefal (Dean, 2005).

Algunas camaras de nebulizacién, adicionalmente, se enfrian externamente para estabilizar
térmicamente a la muestra y reducir al minimo la cantidad de disolvente que entra en el
plasma, lo cual tiene varios efectos benéficos, siendo los mas importantes, la reduccion de

especies oxido y la habilidad de aspiracién de solventes organicos (Thomas, 2004).

Nebulizador

Figura 11. Esquema general de una camara de nebulizacion tipo Scott
(Editada de: Agilent Technologies, 2005).
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B. Fuente de ionizacién
La fuente de iones es un componente esencial de todos los espectrémetros de masas para
poder llevar a cabo la ionizacién de la muestra, sea ésta liquida, sdlida o gaseosa. En la
espectrometria de masas inorganica, diversas fuentes de iones, basadas en diferentes
procesos de vaporizacién e ionizacidén, se han empleado con diferentes propoésitos. Entre
éstos se encuentra el plasma acoplado inductivamente, el cual en los ultimos afios se ha
vuelto de gran importancia (Becker, 2007).
Un requerimiento importante para realizar analisis de cualquier tipo de muestra, mediante
un espectrometro de masas, es poder producir un haz de iones constante y de suficiente
intensidad, por lo que debe hacerse una cuidadosa eleccion de la apropiada fuente de
ionizacion de acuerdo a los componentes y caracteristicas de la muestra (Becker, 2007).
Los procesos principales que ocurren en la fuente de iones son: evaporacién de muestras
sélidas o desolvatacion y vaporizacion de liquidos, atomizacion de los compuestos
gaseosos e ionizacion de los atomos y moléculas.
Generalmente para propositos analiticos, en la espectrometria de masas inorganica,
solamente se emplean los iones atdmicos del analito con una sola carga positiva (Becker,

2007).

| NEBULIZACION DESOLVATACION VAPORIZACION ATOMIZACION IONIZACION ANALISIS DE MASAS!

- -
Teo
Muestra— =<2,
Loy ® + .
Lt . Espectrometro
Aerosol %
Sistema de — Particula— Molécula Atomo 16n > de
Introduccion
de Muestra Plasma Masas

Figura 12. Procesos principales que ocurren en la fuente de ionizacién
(Editada de: Agilent Technologies, 2005).
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Una vez que los iones son producidos en el plasma, es necesaria una region de interfase

(formada por dos conos metalicos llamados muestreador y discriminador) y un sistema de
lentes idnicas, para poder trasportarlos y dirigirlos hacia el espectrometro de masas

(Thomas, 2004).

Cono
Discriminador

Antorcha de Cuarzo ICP Cono
Muestreador

Plasma Acoplado !
Inyector por Induccion (ICP)

000 i .
Gas nebulizador BEI / Fluio de iones
¥ muestras en —> a’'eleed I][]I:> Espectrometro
aerosol - de Masas
Distancia
e Bobina de i

Auxiliar
cobre (RF) muestreo

Gas
Plasmogeno |

! Analizador de
i Interfase Riacas

(Alto vacio)

Fuente de ionizacién
(Presion atmosférica)

Figura 13. Esquema general de la fuente de ionizacion (Editada de: Becker, 2007).

i. Plasma acoplado por induccién
Un plasma es un gas altamente ionizado, eléctricamente neutro, compuesto de iones,
electrones y particulas neutras (Rodriguez, 2001), formado a presion atmosférica en un
entorno quimicamente inerte (Becker, 2007). Generalmente se emplea gas argon de la mas
alta pureza (Thomas, 2004).
Los componentes basicos usados para generar una fuente de plasma son: una antorcha,

una bobina de radiofrecuencia (RF) y una fuente de energia (Thomas, 2004).
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La antorcha de plasma consiste de tres tubos concéntricos de diferentes diametros,

normalmente hechos de cuarzo (Thomas, 2004). Los tubos externo e intermedio se
encuentran dispuestos tangencialmente al tubo interno (Dean, 2005). A través del tubo
externo circula el gas plasmdgeno (Ar), a una velocidad de flujo de ~12-17 L/min, este gas
es el responsable de formar el plasma y enfriar la antorcha. Por el tubo intermedio fluye el
gas auxiliar (igualmente Ar), a ~1L/min, el cual es aplicado para empujar el plasma sobre la
parte superior del tubo interno y asi prevenir que se sobrecaliente. Finalmente un tercer
flujo de gas argon (nebulizador), igualmente a ~1L/min, fluye a través del tubo interno
(inyector) trayendo la muestra en forma de un aerosol de finas gotas (Thomas, 2004).

Una fuente de ICP opera a una radiofrecuencia de 27 6 40 MHz y a una potencia de 1-2
kW. La fuente de energia de la radiofrecuencia conduce la corriente a través de una bobina
de induccion (hecha de cobre, la cual envuelve al tubo externo de la antorcha en forma de
espiral) por la cual se recircula agua o aire (Becker, 2007). La potencia introducida provoca
la induccién de un campo magnético oscilante (Dean, 2005).

Para poder encender el plasma, se provoca momentaneamente una chispa de alto voltaje
(fuente de electrones), gracias a una bobina de Tesla, causando que los electrones en el
plasma se aceleren debido al campo magnético oscilante y colisionen con los atomos y
moléculas con el fin de ionizar los componentes del plasma (Becker, 2007).

El argén, los iones de argdn y electrones coexisten en los confines de la antorcha,
sobresaliendo de la parte superior en forma de una bala luminosa de color blanco y brillante

(Dean, 2005).
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Antorcha de Bobina de
cuarzo hecha de radiofrecuencia
tubos concéntricos
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G transportada a través del centro
9 — del plasma=>secada, disociada y

Plasmégeno atomizada (~6500 K)

Figura 14. Esquema general de la antorcha del ICP (Editada de: Agilent Technologies, 2005).

La temperatura del plasma y la densidad de electrones estan en funcion de los parametros
experimentales aplicados (radiofrecuencia, velocidad de flujo del gas nebulizador, disefio
de la antorcha, entre otros). Normalmente, el ICP opera a una temperatura de
aproximadamente 5 000 - 8 000 K, mientras que la temperatura de los atomos excitados es
menor (entre 4 000 y 6 000 K) y la de los electrones es de entre 8 000 y 10 000 K con una

densidad electrénica de 1-3-10"° cm (Becker, 2007).

ii. lonizacion de la muestra
Durante el recorrido de la muestra a través de las diferentes zonas de calentamiento del
plasma, le ocurren diferentes cambios fisicos. Comienza en la zona de precalentamiento,
pasando posteriormente a la zona de radiacién y finalmente por la zona analitica, de donde
sale como un ién cargado positivamente. Dependiendo del estado en que se encuentre la
muestra, seran los pasos que ocurrirdn en el plasma, los cuales incluyen desolvatacion,
vaporizacion y formacion de atomos en estado basal, los cuales finalmente se convertiran

en iones, gracias principalmente, a colisiones entre electrones de argdn energéticos y
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atomos en estado basal. Los iones que emergen del plasma son dirigidos hacia la regiéon

de interfase, de donde seran transportados al analizador (Thomas, 2004).

6500 K 8000 K
7500 K Zona de
6000 K P>Cﬂ|en’famiento
= < 3
s 13
bz et
Zona de
Zona Analitica Radiacidn
10000 K

Figura 15. Zonas de calentamiento del plasma (Editada de: Thomas, 2001).

La eficiencia de ionizacion de una fuente de ICP depende de la energia de ionizacién (E))
del elemento que desea ser analizado. Elementos con una energia de ionizacion menor a
8eV pueden son ionizados con un rendimiento cercano al 100%. Pero si las primeras

energias de ionizacion incrementan, la eficiencia de ionizacion disminuye (Becker, 2007).

iii. Regioén de interfase
La interfase consiste de dos conos metalicos con orificios muy pequefios, los cuales se
mantienen a un vacio de ~1-2 Torr gracias a una bomba mecanica rotatoria de alta
velocidad (Becker, 2007).
Su papel es transportar a los iones generados, de manera eficiente, consistente y con su
integridad eléctrica, desde la regién del plasma, que trabaja a presion atmosférica (760
Torr) hasta el analizador del espectrometro de masas, que se encuentra al vacio

(aproximadamente 10 Torr) (Thomas, 2004).
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Después de que los iones son generados en el plasma, el diferencial de presion creado por

el primer cono (muestreador) es tal que éstos, junto con el propio gas plasmatico, son
atraidos hacia la region de presion mas baja a través del pequeno orificio del cono (0.8-1.2
mm). Como el flujo de gas a través del cono es muy grande, un segundo cono
(discriminador) es colocado lo bastante cerca como para permitir que la porcidn central del
flujo creciente de gas plasmatico e iones pasen a través de su orificio, que es aun mas
pequeiio (0.4-0.8 mm) (Dean, 2005 Thomas, 2004). Ambos conos estan hechos
usualmente de niquel, pero pueden ser igualmente de otros materiales como el platino, que
es mas resistente a liquidos corrosivos (Thomas, 2004).

Los iones extraidos son posteriormente enfocados por medio de una serie de lentes
electrostaticos hacia el espectrometro de masas (Dean, 2005).

El principal problema de la interconexion de un plasma de acoplamiento inductivo con un
espectrometro de masas es que la interfase debe permitir el acoplamiento entre el ICP
atmosférico y el alto vacio del espectrémetro de masas, manteniendo al mismo tiempo un

alto grado de sensibilidad (Dean, 2005).

Cono
muestreador

Cono Antorcha

discriminador\

Lentes idnicas P

~0.0001 mbar

~2.5 mbar

Figura 16. Esquema de la regién de interfase (Editada de: Share PDF).

46

—
| —



g ANTECEDENTES

C. Sistema de enfoque de iones
Las lentes ionicas se encuentran posicionadas entre el cono discriminador y el dispositivo
separador de iones y consisten de una o mas lentes electrostaticas mantenidas a un vacio
de aproximadamente 10 Torr, gracias a una bomba turbomolecular. Estan compuestos de
una serie de laminas, barras o cilindros metalicos a los cuales se les aplica un cierto voltaje.
Su funcion es transportar el numero maximo de iones de analito desde la region del plasma
(a presion atmosférica), a través de la interfase y hasta llegar al dispositivo separador de

masas (al alto vacio) (Thomas, 2004).

D. Sistema analizador de iones
Este dispositivo, componente esencial de un ICP-MS, tiene como objeto separar los iones
del analito con una relacion particular de masa/carga vy filtrar todo lo que interfiera (Thomas,

2004).

i. Analizador de masas cuadrupolar
El analizador cuadrupolar consiste de cuatro rodillos metalicos rectos posicionados
paralelamente en forma equidistante respecto a un eje central. Dos de ellos estan cargados
positivamente y dos negativamente. Los pares opuestos son sometidos a una combinacién
de voltajes de corriente directa y de radiofrecuencia, de tal forma que cambian su polaridad
continuamente y, por ende, los iones que entran estan sometidos a trayectorias oscilatorias,
a través del eje del cuadrupolo. Seleccionando los voltajes apropiados de radiofrecuencia
y corriente directa, solamente los iones con una relacion masa/carga dada, seran capaces

de atravesar la longitud de las barras y emerger en el otro extremo. Los otros iones se
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pierden dentro, pues al ser sus trayectorias oscilatorias demasiado grandes e inestables,

colisionan con los rodillos y son neutralizados (Dean, 2005).

Rodillos

__y Detector

Rendija de

| salida
e : 16n con
AL trayectoria
trayectoria
Rendija de z y bi estable
entrada inestable  (petectado)

(No detectado)

Figura 17. Analizador de masas cuadrupolar (Editada de: Gates, 2008).

El ICP-MS puede ser operado en dos modalidades claramente diferentes, es decir, con el
filtro de masas transmitiendo solamente una relacion masa/carga (para el monitoreo
individual de iones) o con los valores de corriente directa y radiofrecuencia siendo
cambiados continuamente (para el analisis multielemental). En el monitoreo individual de
iones todos los datos se obtienen a partir de una sola relacidn masa/carga, mientras que
para el analisis multielemental, es requerido un barrido de ambos voltajes. Este monitoreo
y por tanto la adquisicidn de datos, pueden llevarse a cabo de tres modos diferentes (Dean,
2005):

- Un solo barrido continuo: la relacion masa/carga es cambiada continuamente en un solo

barrido, sin embargo, con el fin de reducir las fluctuaciones de iones e incrementar la
precision es mejor si la relacion masa/carga se escanea de forma repetitiva.

- Salto de pico: la sefal de los iones es medida dependiendo de la relacion masa/carga
seleccionada en un tiempo de espera determinado, lo que permite un analisis rapido y

repetitivo de un conjunto predeterminado de elementos.
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- Barrido multicanal: todas las relaciones masa/carga son escaneadas repetitivamente,

proporcionando asi una “huella digital” completa de la composicion de muestras

desconocidas.

E. Sistema de deteccion de iones
Cuando los haces de iones separados salen del sistema analizador de masas, los iones
son colectados y detectados empleando un apropiado sistema de deteccion, que se
encuentra dentro del ultra alto vacio del espectrometro de masas (Becker, 2007). La funcién
de este sistema consiste en convertir las corrientes de iones provenientes del analizador de
masas, en sefiales eléctricas (Thomas, 2004).
Existen diferentes sistemas de deteccidn de iones, siendo uno de los mas importantes el

multiplicador de electrones secundarios (Thomas, 2004).

i. Multiplicador de electrones secundarios
Es el detector de iones mas usado actualmente, gracias a que aumenta la sensibilidad en
varios ordenes de magnitud con respecto a otros disefios existentes. Su principio de
operacion es el siguiente: la corriente de iones positivos que incide sobre el primer plato (o
dinodo de conversidn), se transforma en una corriente de electrones secundarios, los cuales
se aceleran, se enfocan y se hacen reincidir sobre la superficie del siguiente dinodo, del
cual nuevamente se generan una gran cantidad de electrones secundarios. Este proceso
se repite de 10 a 14 veces, consiguiendo una enorme cantidad de electrones. Con el fin de
obtener una gran cantidad de electrones secundarios, los dinodos estan conectados a
potenciales positivos cada vez mas altos. Opera en dos modos diferentes de deteccion,

contador de pulsos e integrador de sefiales para altas tasas de recuento (Becker, 2007).
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Figura 18. Multiplicador de electrones secundarios (Editada de: Agilent Technologies, 2005).

3.10.2. Problemas en la determinacion de metales traza por ICP — MS
Adicionalmente a una multitud de ventajas en el empleo de un ICP-MS, esta técnica también
tiene serias desventajas, como por ejemplo, procedimientos de preparacion de muestra que
consumen mucho tiempo, pérdida de analitos volatiles, gran riesgo de contaminacion,
pérdidas de analito durante la preparacién de la muestra, entre otras que pueden surgir
(Becker, 2007).

Dos de los problemas principales son, por un lado las interferencias que pueden afectar la
sefal del analito de interés y, por otro, la deriva instrumental que tiene el equipo. Sin

embargo existen maneras de poder solucionarlos (Thomas, 2004).

A. Interferencias
Las interferencias que pueden ocurrir en el ICP-MS se encuentran clasificadas, de acuerdo
a su origen, como espectrales y no espectrales (Dean, 2005). Gracias a la instrumentacion
moderna y a un buen software, combinado con metodologias analiticas optimizadas, se ha
logrado minimizar su impacto negativo en las determinaciones de elementos a niveles traza

mediante el ICP-MS (Thomas, 2004).
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i. Interferencias espectrales
Son probablemente el tipo mas grave de interferencias (Thomas, 2004).
Pueden ocurrir como resultado de la superposicion de las masas atdmicas de los diferentes
elementos (isobaricas), por procesos moleculares (a consecuencia de los acidos
empleados para preparar la muestra y/o por el gas argdén del plasma) y por la formacion de
oxidos, hidréxidos y especies doblemente cargadas (Dean, 2005).
Se dividen en:

e Poliatbmicas o moleculares: Son producidas por la combinacién de dos o mas

iones, debido a la interaccion entre el elemento de interés y varios factores como el
gas plasmatico, el gas nebulizador empleado, los componentes matriciales de la
muestra, los acidos empleados en la preparaciéon de la muestra o por el arrastre de
oxigeno y/o nitrébgeno del aire circundante (Dean 2005 y Thomas, 2004). Es
probable que los iones poliatdmicos se formen dentro de la interfase donde son
sometidos a la transferencia, desde la fuente que se encuentra a presion
atmosférica hasta el espectrdmetro de masas que se encuentra al vacio. Como
consecuencia, se puede estar registrando una sefal debida no al elemento de

interés, sino a la interferencia (Dean, 2005).

e Oxidos, hidréxidos e hidruros: Son producidas por la combinacion de los elementos

de la muestra con iones H*, '80* 6 '*OH* (provenientes ya sea del agua o del aire),
para formar iones moleculares de hidruros, 6xidos e hidroxidos. Este tipo de
interferencias son tipicamente producidas en las zonas mas frias del plasma,

inmediatamente antes de la region de la interfase (Thomas, 2004).
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e Especies doblemente cargadas: Son especies que se forman cuando un ion es

generado con una doble carga positiva, en lugar de una, produciendo en
consecuencia un pico isotopico a la mitad de su masa. Como lo que se mide es la
relacion masa/carga de un is6topo en particular, si la carga (z) se altera
(normalmente z=1), entonces la relacién masa/carga resultante también lo hara; por
lo que para una carga de dos (z=2), la relacién se reducira a la mitad (Dean, 2005).
Al igual que con la formacién de oOxidos, se relaciona con las condiciones de
ionizacion en el plasma y por lo general puede ser minimizado por optimizacion
cuidadosa del flujo de gas nebulizador, la potencia de la RF y la posicion de

muestreo dentro del plasma (Thomas, 2004).

e [sobaricas: Son un traslape producido, principalmente, por diferentes isétopos de
otros elementos de la muestra que crean interferencias a la misma masa que el
analito (Thomas, 2004). Gracias a que aproximadamente el 70% de los elementos
de la tabla periddica tienen mas de un isétopo, por lo general pueden evitarse
mediante la seleccion de un is6topo alternativo. Lo anterior puede ocasionar que
en lugar de seleccionar el is6topo de interés con la mayor abundancia (pero con
interferencias), se seleccione uno de menor abundancia que no las tenga,
conduciendo potencialmente a una disminucién en la sensibilidad si el elemento no
se encuentra a una concentracion lo suficientemente alta. Sin embargo, existen

otras situaciones en las cuales no se tiene este tipo de soluciones (Dean, 2005).

Existen diferentes formas de compensar las interferencias espectrales, como lo son

(Thomas, 2004):
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— Eliminando la matriz: precipitandola con ayuda de algun agente acomplejante y

fitrando posteriormente, o mediante técnicas automatizadas de eliminacion de

matriz/preconcentracion de analito con ayuda de algun equipo de cromatografia.

— Empleando ecuaciones de correccion matematicas: que corrigen la intensidad del

analito cuando existe una especie interferente con la misma masa.

— Aplicando condiciones de plasma en frio: esta tecnologia emplea un plasma de baja

temperatura para minimizar la formacidon de ciertas especies poliatdmicas
(combinacién entre el argén y los componentes de la matriz o de los solventes

empleados), ya que cambian las condiciones de ionizacion en el plasma.

— Usando una celda de colision/reaccion (o celda de reaccion dinamica): emplea las

colisiones y reacciones idon-molécula para limpiar el haz de iones de interferencias

poliatbmicas y moleculares dafinas, antes de que entren al analizador de masas.

— Mediante analizadores de masas de alta resolucion: es la mejor y mas eficiente

forma de eliminar traslapes, pero se sacrifica la sensibilidad que puede traducirse

en una degradacion en la capacidad de deteccion de algunos elementos.

ii. Interferencias no espectrales
También conocidas como interferencias de matriz o matriciales, resultan precisamente de
problemas asociados con la matriz de la muestra, no obstante, su origen dentro del sistema
puede variar. Su efecto resultante es una pérdida en la sensibilidad de determinados

elementos (Dean, 2005).
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Se dividen en:

e Efecto de transporte: Es una supresion fisica de la sefal del analito debido a una

eleccidén incorrecta del mecanismo adecuado para la introduccién de la muestra,
igualmente puede contribuir el nivel total de sdlidos disueltos (limite maximo
tolerado de aproximadamente 2000 ppm (Agilent Technologies, 2005)) y la
concentracién de acido en la muestra. Las consecuencias son obstruccion tanto en
el nebulizador como en la camara de nebulizacion y una acumulacién de estos
sélidos en el cono muestreador de la interfase del ICP-MS (Dean, 2005).
Existen diferentes soluciones que pueden aplicarse (Dean, 2005):
— Seleccionando un nebulizador adecuado
— Haciendo una dilucién acuosa de la matriz de la muestra (que puede conducir
a disminuir la sensibilidad del analito de interés)
— Empleando un flujo de inyeccion
— Usando un estandar interno, lo cual compensa las fluctuaciones en la
respuesta de la sefal
— Empleando estandares ajustados a la matriz
— Aplicando un método de adiciones estandar
— Acoplando en linea el ICP-MS con una técnica de separacion por

cromatografia

e Problemas asociados con el espectrometro de masas: Aunque los efectos de la

discriminacion de las masas, que generalmente resultan en una menor sensibilidad,
se pueden observar experimentalmente en el espectrdmetro de masas, su

mecanismo exacto no se conoce (Dean, 2005).
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B. Deriva instrumental
Es la variacion de las intensidades de seial, surgida cuando la respuesta del instrumento
cambia con el transcurso del tiempo. Esta asociada al efecto de las variaciones de la
temperatura ambiente sobre la estabilidad de los circuitos electronicos, a cambios en el
suministro de corriente eléctrica, a variaciones en la velocidad de introduccién de la
muestra, a la cantidad de particulas suspendidas en la muestra (Cheatham, Sangrey vy
White, 1993), las cuales pueden provocar la obturacién parcial de los conos debido a la
acumulacion de material en ellos, al deterioro de las conducciones plasticas por las que
circula la muestra, entre otras posibles causas que dependen de las caracteristicas del
equipo y de la muestra a analizar. Para su correccion se emplea el método del estandar

interno (E.l., ver punto 3.13) (Litter, Armienta y Farias, 2009).

3.10.3. Preparacién de muestra
No existe una preparacion ideal de muestras para su introduccién en un equipo de ICP, ya
que depende en gran medida del tipo de muestra que se tenga. En general, las muestras
liquidas necesitan al menos una filtracion, una dilucién o una preconcentracién y las sélidas
una destruccién de la matriz para poder liberar los metales presentes (Dean, 2005).
Para el presente trabajo se considerara solamente el tratamiento para muestras solidas,

por ser de esta naturaleza con las que se trabajoé.

A. Muestras sélidas
Para este tipo de muestras también existen diferentes técnicas de tratamiento previo a la

introduccion en el equipo (Dean, 2005).
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Se profundizara en ellas al ser de la misma naturaleza que con las que se trabajo para el

presente trabajo:

i. Técnicas de descomposicion
Se realiza mediante una digestién acida, empleando acidos minerales oxidantes y una
fuente externa de calentamiento para poder descomponer la matriz de la muestra. La
elecciéon de un solo acido o de una combinacion de varios depende de la naturaleza de la

matriz que se quiere descomponer.

Punto de

ebullicion Observaciones
(°C)

Para sales de carbonatos, fosfatos,
Clorhidrico algunos o6xidos y sulfuros. Agente
(HCI) 110 reductor débil, en general, no se emplea
para materia organica.
Para la liberacion de productos volatiles;
buenas propiedades oxidantes para
Sulfurico 338 minerales, metales, aleaciones, 6xidos e
(H2S04) hidroxidos; a menudo empleado en
combinacion con HNO:s.
Ataque oxidante en muchas muestras
no disueltas por el HCI; libera
elementos traza como sales solubles

Nitri
(I_:::gc; 122 de nitrato. Usado para la disoluciéon
k de metales aleaciones y muestras
biolégicas.
Perclérico Fuerte agente oxidante para materia
organica. Las muestras por lo general
HCI
(HCIO4) 203 son previamente tratadas con HNOs.
Fluorhidrico 112 Para la digestion de materiales a base
(HF) de silice; forma SiFs* en solucion acida.
Se obtiene al mezclar HNOs/HCl a 1:3
V/V, formando el reactivo intermedio
Agua Reaia NOCI. Usado para metales, aleaciones,
(I-?NO:JH?:I) sulfuros y otros minerales. Es mejor

conocida por su habilidad de disolver
Au, Pdy Pt.

Tabla 3. Ejemplos de acidos empleados para la descomposicion por via himeda (Editada de: Dean, 2005).
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Una vez elegido el acido, se coloca la muestra en un vaso apropiado para la etapa de

descomposicion. La eleccion del vaso depende de la fuente de calentamiento que se vaya
a emplear, generalmente se realiza en vasos de vidrio abiertos, empleando como fuente de
calentamiento una parrilla o un digestor de muestras multiple que permite colocar un

numero determinado de tubos de ebullicién para ser digeridos.

ii. Digestion con microondas
El primer reporte de uso de un horno de microondas para la digestion acida de muestras
para analisis de metales fue en 1975. Gracias a los avances tecnolégicos actualmente
existen dos tipos de sistemas de calentamiento con microondas comercialmente

disponibles:

—Abierto: Varias muestras pueden ser calentadas simultaneamente; el acido y la muestra
son introducidos en un contenedor de vidrio con apariencia de tubo de ensayo, también
esta equipado con un condensador para evitar pérdidas volatiles. Posteriormente es
colocado dentro del sistema y calentado. El uso de vasos abiertos para la digestion
puede ocasionar algunos problemas asociados con la pérdida por volatilizaciéon de
algunos elementos, lo cual se puede evitar haciendo una buena eleccion de los

reactivos usados y el tipo de aparato de digestion empleado.

—Cerrado: En este sistema varias muestras pueden ser irradiadas simultaneamente,
incluye una funcién que permite el monitoreo tanto de la presién como de la temperatura
y lo mas importante, esta equipada con una alarma para avisar si se produce una

liberacidon de sustancias toxicas o inflamables. Todas las muestras se colocan en un
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carrusel que se encuentra localizado dentro de la cavidad del microondas para

posteriormente llevar a cabo el programa de calentamiento determinado.

iii. Incineracion en seco
Es el sistema de descomposicion mas simple, consiste en el calentamiento de la muestra
en un crisol de silice o de porcelana dentro de una mufla a una temperatura de entre 400 y

800 grados centigrados. El residuo resultante es disuelto en un acido mineral.

iv. Fusion
Algunas sustancias no son normalmente destruidas por la accion de acidos minerales, por
lo cual es necesaria una alternativa. La fusion implica la adicion de un exceso de reactivo
(10 veces) a la muestra finamente molida la cual se coloca en un crisol y posteriormente se
coloca en una mufla a una temperatura de entre 300 y 1000°C. Después de calentarla
durante un lapso especifico de tiempo se obtiene una masa transparente fundida, lo cual
indica que se logré integramente la descomposicion. Cuando se haya enfriado puede ser
disuelta en un acido mineral. Algunos de los reactivos empleados para la fusion (fundentes)
son: carbonato de sodio, metaborato o tetraborato de litio y pirosulfato de potasio.
Dependiendo del fundente empleado sera el acido mineral en el que se disolvera al finalizar
la fusion. El problema de esta técnica, es que la adicion de un exceso de reactivo, puede

conducir a un alto riesgo de contaminacion y a problemas para su analisis en el equipo.

3.11. Precauciones para el analisis elemental a niveles traza

Debido a que el riesgo de contaminacion es un gran problema al realizar analisis a niveles

traza, se requiere tomar en cuenta algunas precauciones necesarias, como son la pureza
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de los reactivos quimicos que se emplearan en su tratamiento y la limpieza tanto del area

de trabajo como de los recipientes que contendran a las muestras (Dean, 2005).

3.12. Evaluacién de un método analitico

Un método analitico es un procedimiento técnico especifico para desarrollar una prueba
(ensayo) cualitativo o cuantitativo. Se conoce como meétodo de medicion cuando es
cuantitativo, y se define como la secuencia légica de operaciones usada para realizar
mediciones. Describe clara y exactamente las condiciones y procedimientos necesarios
para la medicion de uno o mas valores de la propiedad, demostrando tener exactitud y
precision de acuerdo con su propésito de uso y que por tal motivo puede ser reproducible
(ser usado para evaluar la exactitud de otros métodos por la misma medicidon) (Cenam,
2008).
La validacion de un método es el proceso de verificacion de que un método es adecuado a
su propdsito, o sea, resuelve un problema analitico particular. Un método debe ser validado
(al menos en algun grado) cuando sea necesario verificar que sus parametros de
desempeno son adecuados para el uso en un problema analitico especifico, como lo son
(Eurachem, 2005):

¢ un nuevo método desarrollado para un problema especifico

e un método ya establecido al que se desean incorporar mejoras o extenderlo a otro

problema
e un método que ha cambiado con el tiempo
e un método establecido usado en un laboratorio diferente o con diferentes
analistas/instrumentacion

e demostrar equivalencia entre dos métodos
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El alcance de la validacion dependera de la naturaleza de los cambios hechos (Eurachem,

2005).

3.12.1. Parametros de desempeio

Son elementos (caracteristicas) del método analitico que necesitan ser evaluados para
poder realizar su validacidn. Al realizar la determinacion de estos parametros, el método es
mas confiable, disminuyendo el numero de fallas y proporcionando mejor calidad en los
resultados que se obtengan (Garcia, 2012).

El estudio de los parametros de desempefio esta ligado estrechamente con el desarrollo
del método, ya que muchos son evaluados, por lo menos de manera aproximada, como
parte de su desarrollo experimental (Eurachem, 2005).

El laboratorio debe decidir cuales de los parametros de desempefio del método necesitan
caracterizarse. A menudo con una serie especifica de experimentos puede obtenerse
informacidn sobre varios de ellos, por lo que con una buena planificacion se puede obtener

la informacién necesaria (Eurachem, 2005).

A. Limite de detecciéon (LoD)
Conocida también como concentracion o valor neto minimo detectable, es la menor
concentracion de analito en una muestra, que puede detectarse con certeza razonable por
un procedimiento analitico dado, pero no necesariamente cuantificarse bajo las condiciones
establecidas en la prueba.
Cuando se realizan mediciones a niveles bajos del analito o de la propiedad relacionada,
como en el analisis de trazas, es importante saber cual es su concentracion mas baja que

puede detectarse confiablemente por el método.
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Normalmente, es suficiente proporcionar un indicativo del nivel al cual la deteccion resulta

problematica, por lo cual, la aproximacion “blanco + 3s”, usualmente lo es. Donde “blanco”
es el promedio de las concentraciones de un grupo de blancos de muestra y “s” es la
desviacion estandar de la concentracion de estos blancos de muestra. En los casos en que

sea muy dificil o practicamente imposible preparar blancos de muestra, se podra aproximar

con blancos reactivos (Eurachem, 2005).

B. Limite de cuantificacion (LoQ)

También conocido como limite de reporte o de determinacion, es la menor concentracion
de un analito que puede cuantificarse con valores de precision, repetibilidad y veracidad
aceptables bajo las condiciones experimentales establecidas en la prueba (Vega, 2011).

También se define, por diversas convenciones, como la concentracion del analito
correspondiente al valor del blanco de muestra mas 5, 6 6 10 desviaciones estandar de la
media del blanco (“blanco + 5, 6 6 10s”), donde igualmente “blanco” es el promedio de las
concentraciones de un grupo de blancos de muestra y “s” es la desviacion estandar de la
concentracion de estos blancos de muestra, y en los casos en que sea muy dificil o
practicamente imposible preparar blancos de muestra, se podra aproximar con blancos

reactivos (Eurachem, 2005).

C.Intervalos lineal y de trabajo

Son los intervalos de concentraciones del analito o de los valores de la propiedad

relacionada, sobre los cuales el método puede aplicarse (Eurachem, 2005):

61

—
| —



g ANTECEDENTES

—Lineal: capacidad de un método analitico para dar resultados que sean
directamente proporcionales a la concentracion del analito dentro de un intervalo
dado (Vega, 2011). En el extremo o limite inferior del intervalo de concentracion,
los factores limitantes son los valores del limite de deteccion y/o cuantificacion, y
en el extremo superior las limitaciones seran impuestas por varios efectos que
dependen del sistema de respuesta del instrumento.

Los calculos de regresion por si solos son insuficientes para establecer la linealidad,
por lo que puede ser necesario hacer una inspeccion visual de la linea y de los
residuales. En general, las revisiones de linealidad requieren de al menos 10
puntos a diferentes concentraciones o valores de la propiedad relacionada

(Eurachem, 2005).

—Trabajo: también conocido como intervalo de medicién, es el conjunto de valores
del mensurando para los que se ha demostrado que el analito es cuantificado con
un nivel satisfactorio de repetibilidad, recuperacion y linealidad (Vega, 2011). Es
obtenido a través de la medicion de muestras con diferente concentracion de
analito, preferentemente mas de 6. En el extremo o limite inferior del intervalo de
concentracion, los factores limitantes son los valores del limite de cuantificacion, y
en el extremo superior las limitaciones seran impuestas por las caracteristicas
propias de las muestras y el material de referencia certificado (MRC, ver punto 8.1.)

empleado (Eurachem, 2005).
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D. Exactitud
Es la proximidad o grado de concordancia entre el resultado de una medicion y el valor de
referencia aceptado como verdadero (Eurachem, 2005).
Se determina mediante el porcentaje de error relativo, el cual para ser aceptado, debe ser
menor a £+30% (DeSilva, Smith, Weiner, Kelley, Smolec, Lee, Khan, Tacey, Hill y Celniker,

2003).

E. Precision
Es la proximidad de concordancia entre resultados de pruebas independientes obtenidos
bajo condiciones estipuladas. Es una medida de qué tan cercanos estan los resultados unos
con respecto a otros, expresada generalmente mediante medidas, tal como la desviacion
estandar (que describe la dispersién de los resultados) (Eurachem, 2005).
La precision se determina por lo general, mediante el porcentaje de la desviacion estandar
relativa (%RSD, por sus siglas en inglés) y el método sera preciso si su valor es <20%

(European Commission, 2013).

F. Sensibilidad
Es el cambio en la respuesta del instrumento que corresponde a un cambio en la
concentracion del analito (la pendiente de la curva de respuesta). Se establece dentro del

intervalo lineal del método (Eurachem, 2005).
G.Recuperacion
Proporcion de la cantidad de analito, presente en la porcion de la muestra o adicionado a

ésta, que es cuantificada por el método de ensayo. Normalmente se emplea su valor en
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porcentaje (% de recuperacion) de analito presente agregado a una muestra de control de

calidad, en donde se evalua la eficiencia de extraccién, proceso de preparaciéon o
interferencias que pueden existir al aplicar el método de ensayo (Cenam, 2008).

Una forma de llevar a cabo estos estudios es sobre materiales de referencia adecuados,
siempre que provengan de materiales naturales y no sintéticos en los que el analito ha sido

agregado (Eurachem, 2005).

H. Selectividad

Capacidad de un método para determinar exacta y especificamente el analito de interés en
presencia de otros componentes, en una matriz de muestra, bajo las condiciones de prueba
establecidas (Cenam, 2008).

Es una medida que garantiza la confiabilidad de las mediciones en presencia de
interferencias. Usualmente se investiga mediante el estudio de su capacidad para medir el
analito de interés en porciones de prueba a las cuales deliberadamente se introducen
interferencias especificas o, si no se esta seguro de que estan presentes, se estudia su
capacidad de medir el analito comparado con otros métodos o técnicas independientes

(Eurachem, 2005).

. Robustez
Medida de la capacidad del método para permanecer inalterado por pequefas pero
deliberadas variaciones en los parametros del método, proporcionando una indicacion de

su confiabilidad durante su uso normal (Cenam, 2008).

64

—
| —



g ANTECEDENTES

Por lo general se evalua durante el desarrollo del método dentro del laboratorio para

analizar el comportamiento de un proceso analitico cuando se efectuan pequefios cambios

en las condiciones ambientales y/o de operacion (Eurachem, 2005).

3.13. Método del estandar interno (E.l.)

Este método se aplica principalmente para la medicion de muestras simples o complejas,
donde el detector del instrumento de medicion es sensible a la matriz, y solo puede aplicarse
a aquellas técnicas de medicion cuyo sistema de deteccion es simultaneo (Lucio, 2011).
En este método una cantidad fija de una sustancia pura llamada estandar interno (E.l.) se
afiade en concentracion conocida e igual a todas las muestras y estandares de calibracion.
Posteriormente se determinan las respuestas del analito y del E.I., la sefial analitica sera la
sefal del analito dividida por la sefial del E. |., de esta manera si se varia algun parametro
que afecte a las respuestas medidas, dichas respuestas se deben afectar por igual. Por lo
tanto, el cociente de respuestas depende solamente de la concentracién de analito.

Con este método se corrigen las fluctuaciones aleatorias de la sefial y las variaciones
sistematicas de la sefal analitica en muestras y estandares debidas a los efectos de matriz.
Para que un elemento sea prospecto para adicionarse como E.l., debe de ser influido de la
misma manera que el analito en estudio dentro del ICP-QMS (naturaleza similar) y ademas
no debe de afectar la determinacién (que no genere interferencias isobaricas o

poliatdmicas), por tal motivo tiene que cumplir con las siguientes caracteristicas:

e Tener una masa isotopica proxima a la del isétopo analito (lo cual ayuda también

a mejorar la precision)
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e Tener una energia de ionizacion parecida a la del isétopo analito

e Debe ser un metal que no esté presente en la matriz de interés

También es necesario considerar que su concentracion debe ser aproximadamente del

mismo orden de magnitud que la del analito en la muestra (Litter et al., 2009, PerkinElmer,

2008 y Thomas, 2004).
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EXPERIMENTACION

4. EXPERIMENTACION

4.1.Equipos e instrumentos

Estufa de secado—~>Heraeus, RB360

Equipos de digestion via humeda en sistema cerrado—>Milestone Microwave
Laboratory Systems, MLS 1200 Mega y CEM Microwave Technology Ltd, MDS
2000

Balanza analitica—> Sartorius, BP 221s

Espectrometro de Masas — Plasma Acoplado por Induccioén (ICP — MS)->Perkin
Elmer SCIEX, Elan DRC-e, Axial Field Technology

Desionizador de agua->Barnstead, WA 52001

4.2.Reactivos y soluciones

HNOslnstra (69,0 - 70,0% V/V) J. T. Baker

H202 Ultrex (30% V/V) J. T. Baker

HNOs (Grado R. A) J. T. Baker

Detergente libre de fosfatos, HYCLIN®

Agua desionizada (18MQ/cm; Oppm de NaCl)
Estandar de Cu, 1000 mg/L, High Purity Standards
Estandar de Zn, 1000 mg/L, High Purity Standards
Estandar de Y, 1000 mg/L, High Purity Standards
Estandar de Sc, 1008 mg/L, High Purity Standards
Estandar de Ru, 1000 mg/L, High Purity Standards

Estandar de Ga, 1010 mg/L, High Purity Standards
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e Estandar de Ge, 1000 mg/L, High Purity Standards

e Material de Referencia Certificado (MRC), higado de bovino 1577c, National
Institute of Standards and Technology (NIST). (Ver punto 8.1.)

¢ Material de Referencia Certificado (MRC), higado de bovino en solucion, High Purity
Standards (HPS), lote: 529004. (Ver punto 8.6.)

e 7 tanques de argdn de Ultra Alta Pureza (UAP) 5.0 minimo (99.999%)

e Solucion “Daily”, Smart tune solution Std ELAN & DRC-e al 1% HNOs. 10ug L' Ba,

Be, Ce, Co, In, Mg, Pb, Rh y U. Perkin Elmer Pure, Atomic Spectrometry Standard

4.3.Material
e Charolas de poliestireno (3 x 5cm)
e Matraces aforados de 10 y 5mL
e Espatula
e Papel filtro No. 42, Whatman
e Micropipetas (20 — 200uL, 100 — 1000uL y 500 — 5000uL) con sus respectivas
puntas
¢ Recipientes de plastico de 25, 50 y 100mL
e Gradilla para tubos de ensayo
e Pipetas beral de 3mL
e Embudos de polipropileno para filtracion rapida
¢ Bolsas de plastico con sello hermético

¢ Vasos de digestion para hornos de microondas (Milestone y CEM)
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'4.4. Procedimiento experimental general

4.4.1. Lavado de material
Debido a que la contaminacién es un gran problema en analisis elementales a niveles traza,
esta etapa del procedimiento es un paso de suma importancia para poder obtener
resultados confiables, pues el material (vidrio o plastico) debe encontrarse limpio, ya que
esta en contacto con las muestras, el material de referencia y los reactivos. Por esta razon,
se recomienda llevar a cabo un tratamiento de limpieza previo a su empleo, que incluya el
uso de un detergente, un acido y agua desionizada que ayuden a su descontaminacion
(Dean, 2005):

1. Ya sea material nuevo o usado anteriormente, se enjuaga con abundante agua de
la llave, en caso de haber etiquetas o marcador se remueve con una esponja y
detergente.

2. Se coloca en una solucion de detergente neutro libre de fosfatos HYCLIN® al 15
%VIV (o se usa algun detergente de la misma naturaleza) y se deja reposar por 8
horas.

3. Se saca de la solucion y se enjuaga nuevamente con abundante agua de la llave,
para remover todos los residuos del detergente.

4. Posteriormente se pasa a un bafo de acido nitrico (HNOs, Grado R.A.) al 30% V/V
durante 8 horas.

5. Se saca del bafio de acido y se realiza un ultimo enjuague, 10 veces con agua
desionizada (calidad grado 18MQ).

6. Se deja secar en un lugar limpio y protegido del ambiente.

7. Cuando se encuentre seco, se almacena en bolsas de polietileno herméticas en un

lugar limpio.
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Los conos muestreador y discriminador del equipo de ICP-MS se lavaron con jabén libre de

fosfatos y enjuagados con agua desionizada después de cada sesion de trabajo.

4.4.2. Tratamiento del material de referencia certificado y de las muestras

A. Descripcién y procedencia

i. Material de Referencia Certificado

Higado de bovino 1577c, adquirido del National Institute of Standards and Technology

(NIST).
Element Upit Mass Fraction Element Unit Mass Fraction
AgPRO ugkg 59+ 16 Mn 2029 merkg 1046 & 047
As© pgkg 196 £ 14 Mo **OPY mgikg 330 £ 0.3
CaA*Pd  meke 131 + 10 Njgi- % 0.2033 + 0.0064
Cd P pgkg  97.0*  + 14 Ni B nghkg 445 + 92
Co ) mgkg 0300 + 0018 Pb® nghkg 628 + 1.0
cr'™ ng/kg 53 + 14 g @hdF) %% 0.749 + 0.034
Cu™CPd  maikg 2752  + 46 Se ¥R mghkg 2031+ 0045
Fe {AaD) mgkg 19794 &+ 065  Sr®0d pgkkg 953 + 42
K (Aad) 9 1023+ 0064 V4O ngke 8.17 + 0.66
Mg @09 mgikg 620 + a2 Zn@=PED T meikg 1811 + 1.0

Figura 19. Concentraciones certificadas de algunos metales presentes en el MRC Higado de bovino
(ver punto 8.1.), (NIST 1577c, 2009).

ii. Muestras
Tejidos de organos de ratones macho: bazo, higado, pulmon, riidn, testiculo y timo;
conservados en formol dentro de viales de vidrio o plastico. Fueron proporcionados por la

Dra. Teresa Fortoul Van der Goes y su equipo, de la Facultad de Medicina (UNAM).
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B. Tratamiento fisico
i.Material de Referencia Certificado
Debido a que se encuentra disponible en el mercado como un polvo fino y seco, no se le
tiene que hacer un tratamiento fisico previo, por lo que solamente debe de mantenerse bien

cerrado, en un lugar seco y a temperatura ambiente. (NIST, 2009).

ii. Muestras
Para su tratamiento, las muestras fueron decantadas del formol y se colocaron en charolas
de poliestireno limpias, las cuales fueron introducidas a la estufa de secado (Heraeus) a
una temperatura de 80°C hasta encontrarse a peso constante, tiempo que se establecié de
una semana, gracias a que se realizé un monitoreo del peso de diversas muestras y a las

respectivas curvas de secado que se obtuvieron (ver punto 8.2.).

C. Tratamiento quimico
Posteriormente tanto a las muestras como al MRC se les aplicé un tratamiento quimico,
realizando un proceso de digestidon via humeda en sistema cerrado, utilizando un equipo de
microondas, para asi destruir la matriz de la muestra y liberar los metales presentes en
forma de sales solubles (nitratos de cobre y zinc en este caso, por haber usado acido

nitrico).

i.Material de Referencia Certificado
1) En la balanza analitica, sobre charolas de poliestireno limpias, se pesan 0.5 g de MRC.

Se realizan 4 réplicas.
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2) Se colocan las masas del MRC en los vasos de teflébn pertenecientes al horno de
microondas MILESTONE.

3) Se agregan por medio de pipetas beral, 2mL de HNO3 (70% V/V, INSTRA) y 1mL de
H202 (30% V/V, ULTREX).

4) Se preparan dos blancos reactivos, en dos vasos de teflon, agregando las mismas
cantidades de HNOs (70% V/V, INSTRA) y H202 (30% V/V, ULTREX) que se
agregaron al MRC, esto nos servira para poder conocer si los reactivos aportan alguna
cantidad de los analitos en estudio a la concentracion final (Mesko et al., 2011, Becker,
2007 y Pozebon, Dressler, Becker, Matusch, Zoriy y Becker, 2008).

5) Se colocan los vasos en sus respectivos lugares del carrusel del microondas y se lleva
a cabo la digestion con un programa previamente determinado (ver punto 8.3.).

6) Posteriormente se dejan enfriar los vasos hasta que se encuentren a temperatura
ambiente (aproximadamente 20 minutos).

7) Se filtra la solucién obtenida (papel filtro Whatman, no. 42) en matraces aforados de
10mL y se llevan al aforo con agua desionizada.

8) Las soluciones se trasvasan a recipientes de plastico limpios y se refrigeran hasta su

posterior tratamiento.

ii. Muestras
1) Cuando ya estan secas las muestras, se retiran de la estufa y se registra su peso.
2) Se colocan las muestras en cada uno de los vasos de teflon pertenecientes al horno
de microondas, dejando un vaso sin muestra para preparar el blanco de reactivos.
3) Al ser muestras unicas y encontrarse en muy escasa cantidad, para llevar a cabo su

digestidn, fue necesario su completo uso, por lo que se estipuld una discriminacién de
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éstas para determinar las cantidades de reactivos que se agregarian dependiendo de

un rango de peso marcado:

a. Si la muestra tiene una masa mayor a 0.4g, se agregan 2mL de acido nitrico
(INSTRA) y 1mL de peréxido de hidrogeno (ULTREX).

b. Si la muestra tiene menor masa que 0.4g, se agregan solamente la mitad de los
reactivos, lo que quiere decir 1mL de acido nitrico (INSTRA) y 0.5mL de peroxido
de hidrégeno (ULTREX).

Se busca que todas las muestras de la serie que se van a introducir en el horno de
microondas tengan pesos similares para que su blanco reactivo contenga las mismas
cantidades de reactivos que se plantearon anteriormente y sea representativo.

4) Se colocan los vasos de teflon en el carrusel del horno de microondas y se selecciona
el programa de digestion adecuado al horno a emplear (ver punto 8.3.).

5) Se dejan enfriar a temperatura ambiente.

6) Se filtra (papel filtro Whatman, no. 42) y se afora con agua desionizada en matraces
volumétricos. Igualmente, si la muestra tiene una masa inferior a 0.4g el aforo se
realiza a 5mL, y si es mayor a 0.4g se afora a 10mL.

7) Se trasvasan a recipientes de plastico limpios y se refrigeran para su posterior

tratamiento y analisis.

4.4.3. Diluciones gravimétricas
La dilucién del MRC y las muestras se realiza con el fin de corregir los efectos de matriz
que pueden provocar la aparicion de interferencias no espectrales. Aunque este
procedimiento disminuye la sensibilidad del equipo de ICP-MS, incrementando los limites

de deteccion de los analitos (Rodriguez, 2001).
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Las diluciones se preparan de manera gravimétrica, ya que tiene ciertas ventajas sobre la

volumétrica, que han hecho que en la actualidad sea mas comunmente empleada en los
laboratorios, como son (Kelly, Mac Donald y Guthrie, 2008, Cenam, 2008 y Le6n, 2013):
— Reduce el tiempo de preparacion

Aporta incertidumbres pequefias (0.1mg o menos), ya que la balanza analitica es

un instrumento analitico de alta precision y sensibilidad

Mayor control sobre los volumenes agregados

Mayor precision y exactitud

Se realiza considerando que la densidad de todas las disoluciones acuosas utilizadas es
igual a p=1g/ mL, de tal manera que se pueden conocer los factores de dilucion, necesarios
para conocer la concentracion de los analitos de interés al llevar a cabo la determinacién
en el equipo de ICP-MS.

Con base en los valores de concentracidon reportados en la literatura para los analitos de

interés, se decidié realizar la preparacion de las diluciones siguientes:

A. Material de Referencia Certificado: 1:50 y 1:100

B. Muestras: 1:2, 1:10y 1:50

C. Solucioén stock multielemental de estandares internos (Sc, Ga, Ge, Y y Ru):

Debido a que se emplea el método analitico del estandar interno, es necesario

que todas las diluciones que se analizaran contengan la misma concentracion de

la solucion stock multielemental de estandares internos (preparada igualmente de
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forma gravimétrica), que para nuestro caso se determiné que tuviera un valor de

20ug/L, esto debido a que se estima un valor que se encuentre en la media de
resultados reportados en la bibliografia para los analitos que se estan estudiando
y también considerando los valores de concentracion reportados en el certificado

del material de referencia a emplear.

Debe tenerse especial cuidado en preparar una cantidad suficiente de cada solucion que
sera introducida en el ICP-MS, ya que son necesarios por lo menos 5mL para poder llevar
a cabo la cuantificacion de los analitos de manera correcta, evitando asi obtener resultados

erroneos.

4.4.4. Curva de calibraciéon

Se prepararon de forma gravimétrica 10 soluciones, en un rango de concentraciones de 1-

150ug/L a partir de soluciones stock multielementales de analitos (Cu y Zn) preparadas

previamente a 0.2 y 10 mg/L de concentracion y HNOs al 1%V/V.

Cada punto de la curva debe:

— Tener la cantidad suficiente de la solucion stock multielemental de los estandares

internos, para que cada E.I. propuesto se encuentre a una concentracion de 20ug/L

— Estar a una concentracion de HNO3 de 1%V/V
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o
curva (ng/L)
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Tabla 4. Puntos de la curva de calibracion.

4.4.5. Condiciones analiticas
A. Eleccion de los isétopos analitos
Para la eleccion de los is6topos de los analitos que cuantificaria el ICP-MS fue necesario
que éstos cumplieran con las siguientes caracteristicas:

— Tener una abundancia lo mas alta posible

Isétopo %
P Abundancia
63
Cu

69.15

65 30.85

64 49.17

66 27.73

Zn 67 4.04
68 18.45

70 0.61

Tabla 5. Abundancias de los is6topos analitos (Berglund y Wieser, 2011).
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— Tener la menor cantidad posible de interferencias: isobaricas y poliatémicas (Ver

inciso A del punto 3.10.2.)

— Contar con formas de eliminar o corregir dichas interferencias de manera facil (Ver

inciso A del punto 3.10.2.)

En el caso del cobre se eligieron sus dos Unicos isétopos: 83Cu y 85Cu y en el caso del zinc,
de sus cinco is6topos, se eligieron los dos que tuvieran mayor abundancia y menor cantidad

de interferencias: 54Zn y 66Zn.

B. Eleccidén de los estandares internos
Para la eleccion de los estandares internos se buscé que cumplieran las siguientes
caracteristicas (PerkinElmer, 2008, Litter, 2009 y Becker, 2007):

— Tener un comportamiento analitico similar al del analito para corregir las variaciones
en la respuesta instrumental, asumiendo que son afectados, por la deriva
instrumental y las interferencias matriciales, de la misma manera:

» Masa cercana
= Energia de ionizacion parecida

= Concentracién del mismo orden de magnitud

Ser una sustancia pura

No estar presente en la matriz de estudio

No interferir en la cuantificacion del analito

Estar a una concentracion constante en todas las disoluciones de estudio (curva de

calibracion, blancos, MRC y muestras)

No reaccionar con los elementos presentes en las disoluciones de estudio
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Los elementos propuestos como estandares internos fueron los siguientes:

E.l. Propuesto ~ 1%Energiade | Masa Atomica
S lonizacién (KJ/mol) (u.m.a.)

Ga 578.8 69.723
Ge 7621 72.64
Sc 631 44.956
Y 616 88.906
Ru 711 101.07

Tabla 6. Energias de ionizacion y masas atémicas de los diferentes E.I. propuestos
(Spencer et al., 2000 y Merck Millipore, 2013).

Una vez elegidos los elementos a emplearse como estandares internos, para la seleccion
de sus is6topos a ser analizados en el ICP-MS, se consideré6 que cumplieran con los
mismos aspectos tomados en cuenta para los is6topos analitos:

— Tener una abundancia lo mas alta posible

E.lL Isétopos Abundancia
Propuesto (u.m.a.) Relativa (%)

s 69 60.11
71 39.89
70 2057
72 27 45
Ge 73 775
74 36.50
76 773
Sc 45 100
Y 89 100
96 5.54
98 1.87
99 12.76
R 100 12.60
101 17.06
102 3155
104 18.62

Tabla 7. Abundancias de los is6topos E. |. propuestos (Berglund y Wieser, 2011).
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— Tener la menor cantidad posible de interferencias: isobaricas y poliatomicas (Ver

inciso A del punto 3.10.2.)
— Contar con formas de eliminar o corregir dichas interferencias de manera facil (Ver

inciso A del punto 3.10.2.)

Finalmente se eligieron:
Galio: %°Gay "'Ga Itrio: &Y
Germanio: "°Ge y "“Ge Rutenio: '?Ru y '*“Ru

Escandio: 4°Sc

C. Interferencias poliatobmicas e isobaricas
Para los metales que se estudian en el presente trabajo, las interferencias isobaricas que

existen para los diferentes is6topos analitos y estandares internos son:

Abundancia

Abundancia . . Ecuacion
. . Interferencias | Relativa de la
Isétopos Relativa o . de
Isobaricas Interferencia .
(%) 5 correccion
(%)
. 647Zn = 64Zn —
Zn 64 4917 Ni 0.93 0.4117 Ni
70 0.61 Ge 20.57 No reportada
70 20.57 Zn 0.61 No reportada
“Ge=""Ge-
Ge 74 36.50 Se 0.89 0.1385 ©2Se
76 7.73 Se 9.37
96 5.54 Zr/ Mo 2.80/16.67
98 1.87 Mo 24.39
No reportada
Ru 100 12.60 Mo 9.82
102 31.55 Pd 1.02
104 18.62 Pd 11.14

Tabla 8. Interferencias isobaricas reportadas para los isétopos analitos y E. |. (Berglund y Wieser, 2011,

Proyecto de Norma Mexicana, 2008 y Kmetov, Stefanova, Hristozov, Georgieva y Canals, 2003).
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Asi mismo, a continuacidn se presentan las interferencias poliatbmicas que presentan los

diferentes is6topos seleccionados:

Cu

Zn

Ga

Ge

Sc

Ru

Tabla 9. Interferencias poliatdmicas reportadas para los is6topos analitos y E. I.(Editada de: May y
Wiedmeyer, 1998, Dean, 2005, Agilent Technologies, 2005).

63

65

64

66

67

68

70

69

71

70

72

73
74
76
45
89
96
98
99
100
101
102
104

31P1602+ 40Ar23Na+ 47Ti160+ 23Na40Ca+ 46Ca1GO1H+ 36Ar12c14N1H+
14N12Ca7C|+ 16012035C|+
49Ti16o+ 32816021H+ 40Ar25Mg+ 4OCa1601H+ 36Ar14N21H+ 32833S+
32816017o+ 3381602+ 12016037C|+ 120180350|+ 31P160180+ 32821H+
14N16035C|+ 4SCa1601H+
3281602+ 48Ti160+ 31P16021H+ 480316o+ 3282+ 31P16017o+ 3481602+
36Ar14N2+ 36Ar12C16o+ 38Ar12c14N+
50Ti160+ 3481602+ 33816021H+ 3281601BO+ 3281702+ 33816017o+ 328348+
3382+ 4BCa180+
35C|1602+ 33334s+ 34816021H+ 3281601801H+ 338348+ 34816017o+
338160180+ 328170180+ 3381702+ 35C|1602+ 3283481H+ 33821H+ 48Ca1801H+
14N16037C|+
3681602+ 348160180+ 40Ar14N2+ SSC|160170+ 3482+ 36Ar328+ 3481702+
338170180+ 3281802+ 3283GS+
35C|35C|+ 40Ar14N160+ 35C|17o180+ 37C|16017o+ 3481802+ 368160180+
3631702+’ 348368+, 36Ar34s+’ 38Ar328+
3SC|160180+ 350|1702+ 37C|1602+ 36AI"338+ 3381802+ 34818021H+ 348170180+
36816017o+ 338368+ 32818021H+ 34821H+
35CI180,*, ¥7CI'80™0", 37CI'705,*, 36Ar35CI+, ¥S70™80", BAr3S* ©ArP*,
34S18021H+
40Ar14N160+ 3SC|170180+ 37C|16017o+ 3481802+ 368160180+ 3681702+
348368+ 36Ar34s+ 38Ar32s+ 3SC|2+
36AI’2+, 37C|17O180+, 3SC|37C|+, 3681802+’ 3682+, 36Ar368+, 56Fe160+, 4°Ar1602+,
40Ca1602+ 40Ar328+
36Ar21H+, 37C|1802+, 36AI'37C|+, 38AFSSC|+, 4OAF338+, 350|37C|1H+, 40Ar16021H+
40Ar34s+ 36Ar38Ar+ 37C|37C|+ 38Ar363+
36Ar40Ar+ 38Ar38Ar+ 40Ar368+
12016021H+ 288i16o1H+ 298i160+ 14N21601H+ 1301602+

No Reportadas

4°Ar61Ni+, 64Ni37C|+

No Reportadas
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4.4.6. Uso del ICP-MS

Para poder trabajar en el equipo de ICP-MS, es necesario llevar a cabo una serie de pasos,
que incluyen su encendido, estabilizacion, programacioén, introduccion de las diferentes
muestras y apagado (ver punto 8.4.).

Siempre que se desee trabajar con el ICP-MS es necesario, después de haber encendido
el equipo, analizar una solucion llamada “Daily”, la cual contiene los elementos quimicos
necesarios para poder determinar las condiciones instrumentales de analisis éptimas para
llevar a cabo la determinacion de los isétopos seleccionados (Becker, 2007).

En el informe de lectura del daily se obtienen las intensidades para las sefiales causadas
por '40Ce, 156CeOQ, '¥Ba Y °Ba?*. Ademas se obtienen las desviaciones relativas tipicas
(RSD, por sus siglas en inglés) y las intensidades de sefial para *Mg, '"5In y 23U (Leon,

2013 y Litter, 2009):

e Seiiales de Cerio: El cociente de sefiales de 6xidos de cerio 156 y cerio 140 ('°6CeQ/
140Ce) es una medida de los oxidos totales. Se toma como un valor aceptable una
relacion con valor menor o igual a 0.03 con lo cual se asegura que se han minimizado
las interferencias poliatdmicas. Para minimizar los 6xidos totales y como consecuencia
las interferencias poliatdmicas se hacen variaciones del flujo del gas nebulizador

(Ledn, 2013).

o Seiales de Bario: Del cociente de las sefiales producidas por '3®Ba y °Ba?* se puede
tener idea de la cantidad de especies doblemente cargadas con respecto a las
monocargadas. El ICP-MS es sensible a las diferentes relaciones masa sobre carga

(m/z), asi que si las especies se ionizan doblemente en el plasma, entonces esta
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relacion se hace diferente y por tanto se obtienen diferentes lecturas. Para que se
pueda realizar la lectura con el ICP-MS se recomienda que las especies doblemente
cargadas no rebasen el 3%, es decir, que la relacién 69Ba2+/138Ba no sea mayor a

0.03 (Ledn, 2013).

¢ Intensidades de seial de los is6topos 2*Mg, 1"5In y 238U (Leon, 2013):

» 24Mg: capacidad del ICP-MS para detectar relaciones masa sobre carga (m/z)
pequeias, este parametro debe ser mayor a 5000 para poder llevar a cabo

lecturas.

= 775n: capacidad del ICP-MS para detectar relaciones masa sobre carga (m/z)
intermedias, este parametro debe ser mayor a 25000 para poder realizar

lecturas.

= 238(): capacidad del ICP-MS para detectar especies con relaciones masa
sobre carga (m/z) grandes, este parametro debe ser mayor a 20000 para

poder realizar lecturas.

e Desviaciones tipicas relativas (RSD): Indican la variacién que se tuvo entre cada

réplica de la lectura, estos parametros deben ser menores al 2% para que las lecturas

realizadas sean confiables (Ledn, 2013).
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4.4.7. Tratamiento de datos
Los resultados que se obtienen del equipo de ICP-MS son valores de las intensidades de
sefial de cada uno de los is6topos analizados (analitos y E.l.), expresados en cuentas por
segundo (cps).
Con estos valores de intensidad de sefal y conociendo las concentraciones de cada
sustancia agregada (gracias a su preparacion gravimeétrica) es posible elaborar las curvas
de calibracion de los analitos con los diferentes E.l. y conocer la concentracion de los

analitos en estudio, tanto en el MRC como en las muestras.
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5. RESULTADOS Y DISCUSION
Se llevaron a cabo 7 sesiones experimentales empleando el equipo de ICP-MS con el fin
de:

e Seleccionar las condiciones instrumentales adecuadas

o Elegir los isétopos de estandares internos y analitos a determinar con el equipo de

ICP-MS
e Realizar las curvas de calibracion
e Determinar la concentracion de los analitos en el MRC y las muestras

e Evaluar los diferentes parametros de desempefio analitico del método

5.1.Condiciones instrumentales de analisis
Teniendo como base los parametros instrumentales sefialados anteriormente (ver punto

4.4.6.), las mejores condiciones encontradas para realizar el analisis fueron:

Descripcion Parametro

Conos de Niquel
Nebulizador de flujo cruzado

Presion de vacio 9.6e-006 Torr
Flujo del gas nebulizador 0.8 L/min
Potencia de radiofrecuencia del ICP 1100 Watts
Voltaje de lentes 6 volts
Voltaje analogo -1850 volts
Voltaje pulsos 950 volts
Flujo gas auxiliar 1.2 L/min
Flujo de gas plasmogeno 15.10 L/min

Tabla 10. Condiciones instrumentales del ICP-MS elegidas para realizar el analisis.
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5.2.Optimizacién de la metodologia analitica
Una vez que se contd con las condiciones instrumentales de analisis, se procedié a
optimizar la metodologia analitica. Esto con el fin de que al emplear el equipo de ICP-MS,
se determinaran los isotopos (analitos y E.l.) que mejor respuesta tuvieran y, asi mismo,

que permitieran obtener los mejores resultados.

Por tal motivo, se determinaron las curvas de calibracién correspondientes a cada isétopo
analito con sus respectivos isétopos E.I., y se calcularon las concentraciones de los analitos
en una serie de muestras de MRC. Esto con el fin de seleccionar unicamente un isétopo
analito para cada elemento de interés (Cu y Zn) y un is6topo E.l. para cada uno de los

anteriores (pudiendo ser el mismo para ambos).

Por lo tanto, los factores que se tomaron en cuenta para dicha seleccién, fueron:

o Coeficiente de correlacion (R?)

o Angulo de la pendiente de la curva de calibracién (8°)

o Porcentaje de error relativo (%ER)

Aunque posteriormente se analizan los parametros de desempefo analitico, esta seccion

se presenta en este orden, pues de esta manera se realizo el trabajo en el laboratorio.
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5.2.1. Curvas de calibracion
Como primer paso, se realizaron las curvas de calibraciéon para cada is6topo analito elegido
en el punto 4.4.5.A. (53Cu, %Cu, %Zn y %6Zn), con los respectivos isotopos estandares
internos elegidos en el punto 4.4.5.B. (**Sc, 8%, 192Ru, '%Ru, “Ge, ?Ge, "'Ga y °Ga).

De tal forma que se grafican:

e Abscisas: Concentracion del elemento en estudio

e Ordenadas: Cociente de las intensidades de los isétopos:

j
Cociente de Intensidades = (AILMO) e [1]
ElL

A continuacién se presentan dichas curvas, con sus ecuaciones lineales, coeficientes de

correlacién (R?) y valores de los angulos de las pendientes:
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Curvas de Calibracion %Cu para los diferentes E.I.
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<
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Grafica 1. Curva de calibracion del isotopo 83Cu con los diferentes E.I.

Isétopo Estandar S
. Ecuacion Lineal
Analito Interno

1%Ru y =0.1059 x — 0.1898 0.9996 41.0

2Ge y =0.1034 x — 0.1005 0.9994 39.0

"“Ge y =0.0771 x - 0.0762 0.9989 30.0

63Cu 12Ru y = 0.0605 x — 0.0669 0.9994 245
"Ga y =0.0524 x - 0.0629 0.9995 21.5

“Ga y =0.0358 x — 0.0362 0.9995 15.0

Sc y =0.0164 x - 0.0274 0.9994 7.0

By y =0.0152 x - 0.0149 0.9994 6.5

Tabla 11. Ecuacion Lineal y R? para el is6topo 3Cu y los diferentes E.|. elegidos.
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Curvas de Calibracion 5Cu para los diferentes E.I.
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Gréfica 2. Curva de calibracion del is6topo ®Cu con los diferentes E.I.

Isétopo Estandar S
! Ecuacion Lineal
Analito Interno

1%Ru y =0.0511 x-0.1071 0.9994 35.0

2Ge y =0.0499 x — 0.0637 0.9994 33.0

"“Ge y =0.0372 x — 0.0481 0.9987 26.0

65Cu %2Ry y =0.0292 x — 0.0413 0.9993 21.0
"Ga y = 0.0253 x - 0.0380 0.9994 18.0

“Ga y =0.0172 x — 0.0228 0.9994 13.0

45Sc y =0.0079 x — 0.0156 0.9993 6.0

By y =0.0073 x — 0.0094 0.9994 55

Tabla 12. Ecuacion Lineal y R? para el isétopo ®Cu y los diferentes E.I. elegidos.
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Curvas de Calibracion *Zn para los diferentes E.I.
14.0
g 4104 Ru
=12.0
L
: *72 Ge
= 10.0 ) 5
c
< . o
§ 8.0 - ) //// e
m ~
2 —+
_ B 716G
2 6.0 - - A a
9 // . P -
E L 69 Ga
© 4.0 - B
v ~
‘9 = m45 Sc
: B ~
Q2 2.0 - s
: & °89Y
Q - / I
© 4
0.0 é I I ! T T T
0.0 50.0 1000 1500 2000  250.0  300.0  350.0
[¢4Zn] (ppb)

Grafica 3. Curva de calibracion del is6topo 84Zn con los diferentes E..I.

Isétopo Estandar S
. Ecuacion Lineal
Analito Interno

1%Ru y =0.0422 x — 0.0952 0.9995 35.0

2Ge y =0.0413 x — 0.0592 0.9992 32.0

“Ge y =0.0307 x — 0.0433 0.9986 26.0

647n 1%2Ru y =0.0241 x — 0.0377 0.9992 21.0
"Ga y =0.0209 x — 0.0340 0.9992 18.0

“Ga y =0.0143 x - 0.0211 0.9993 13.0

Sc y =0.0065 x - 0.0130 0.9992 6.0

By y =0.0061 x — 0.0087 0.9992 5.0

Tabla 13. Ecuacion Lineal y R? para el is6topo 4Zn y los diferentes E.|. elegidos.
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Curvas de Calibracion 6Zn para los diferentes E.I.
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Grafica 4. Curva de calibracion del is6topo %2Zn con los diferentes E..I.

Isétopo Estandar o
. Ecuacion Lineal
Analito Interno

104Ry y = 0.0252 x — 0.0648 0.9993 33.0

2Ge y = 0.0246 x — 0.0432 0.9996 31.0

4Ge y =0.0183 x — 0.0320 0.9988 24.0

6671 102Ry y =0.0144 x — 0.0271 0.9993 19.0
Ga y = 0.0125 x — 0.0244 0.9994 17.0

%Ga y = 0.0085 x — 0.0153 0.9995 12.0

53¢ y = 0.0039 x — 0.0094 0.9994 5.5

89y y = 0.0036 x — 0.0063 0.9995 5.0

Tabla 14. Ecuacion Lineal y R? para el is6topo %6Zn y los diferentes E.I. elegidos.
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A. Coeficientes de correlacién (R?)
Para fines de este trabajo, se consideran aceptables las curvas de calibracién con un
coeficiente de correlacion 20.9990, de tal forma que observamos que la mayoria cumplen

con este requisito, al estar por encima de este valor.

A continuacion se presentan los mejores valores del coeficiente de correlacién, encontrados

para los diferentes isétopos analitos, empleando los diferentes is6topos E.I.:

Isétopo Isétopo
Analito E.l.

1%4Ru 0.9996
®Ga 0.9995
89Y
104Ru
55Cu 2Ge 0.9994
71Ga
69Ga
sz "Ry 0.9995
Ga 0.9993
2Ge 0.9996
BGZn 89Y
Ga 0.9995

Tabla 15. Mejores coeficientes de correlacién para las curvas de calibracion de los diferentes is6topos

(analitos y E.1.).

De los cuales, los isétopos E.I. que presentan mejores resultados de R? y coinciden para la

mayoria de los isétopos analitos estudiados, son #°Ga y '%“Ru.
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B. Angulos de las pendientes
Una curva de calibracion ideal, es la que tiene un angulo de la pendiente (6°) con valor de
45° o0 una pendiente (tanB°) con valor de 1, pues cualquier variacion en uno de los ejes,
dara como resultado una variacion proporcional en el otro.
Pero debido a que se trabajo con el método del estandar interno, el valor de la pendiente
que proporciona la ecuacion de la curva, no es equivalente al que se puede apreciar
visualmente (formado por las rectas de la regresion con respecto al eje de las abscisas);
pues en el eje de las ordenadas se graficaron cocientes de intensidades (Analito/E.l.) y por
ende, la pendiente que da la ecuacidn, es un cociente de intensidades también.
Por tal motivo se eligié comparar simplemente, los valores de los angulos que forman las
diferentes lineas de regresion lineal (con respecto al eje de las abscisas), que es lo que
visualmente puede observarse y medirse sin la necesidad de hacer célculos.
En el presente trabajo, los angulos de las pendientes que se obtuvieron (para las curvas de
calibracion de los isotopos analitos, con respecto a los diferentes isotopos E.l.), se
encontraron en un rango de 5° a 41°, donde los valores mas cercanos a 45° fueron los

siguientes:

w o
R
w
aw

Tabla 16. Mejores angulos (8°) de las pendientes para las curvas de calibracion de los diferentes isétopos

(analitos y E.I).

92

—
| —



E RESULTADOS Y DISCUSION

Como se puede apreciar, los angulos mas cercanos al valor ideal, se obtuvieron con los

isétopos E.I. '%“Ru y "°Ge.

5.2.2. Concentracién de analitos en el MRC con los diferentes E.l. y su porcentaje
de error relativo (%ER)

Con ayuda de un lote de digestion de muestras de MRC (1577c, NIST) se procedio a:

a. Cuantificar las concentraciones de Cu y Zn para cada uno de los is6topos,
calculadas a partir de las intensidades de sefial determinadas por el ICP-MS (ver

punto 8.5.).
b. Calcular el %ER (Skoog, West, Holler y Crouch, 2006):
La exactitud es un término que nos indica qué tan cercana se encuentra una medicion
experimental de su valor verdadero o aceptado, y se expresa en términos de Error
(Eurachem, 2005).
Los valores experimental y de referencia, son las concentraciones de cada uno de los
analitos; siendo la concentracion experimental, la calculada a partir de la introduccion de la

solucién digerida y diluida de MRC al ICP-MS (Cexperimentat), ¥ la concentracion de referencia,

la concentracion reportada en el certificado del MRC (Cecertificada).

Error = CExperimental - CCertificada [2]
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El %ER de una medicion, es el error dividido entre el valor de la concentracion de referencia:

Error

%ER = [ ] %100 ... ....[3]

CCertificada

Sustituyendo [2] en [3]:

CExperimental - CCertificada

%ER = £100 ... ....[4]

CCertificada

Para que se pueda aceptar el valor del %ER, debe ser menor a £30% (DeSilva et al., 2003).
Si el valor es positivo (+) indica que se obtuvo una concentracion mas alta que la de
referencia (emitida en el certificado del MRC) y por el contrario, si el valor es negativo (-)

indica que el valor experimental esta por debajo del aceptado.

Las concentraciones certificadas para el MRC 1577c, NIST Bovine Liver son:

m Cecertificada (Mg/kg)

Cu 2752+ 4.6
Zn 181.1+1.0

Tabla 17. Concentraciones certificadas de los analitos en el MRC (1577c, NIST).
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A continuacion se presentan los resultados obtenidos para el lote de muestras de MRC

analizado (RHD15):

IS . Lote RHD15
sotopo Isétopo
Analito E.l CExperimentaI
43¢ 273.49 -0.62
8y 262.18 -4.73
192Ru 273.33 -0.68
63Cy 1Ry 269.82 -1.95
"Ge 265.20 -3.63
2Ge 266.50 -3.16
"Ga 264.87 -3.75
®Ga 268.16 -2.56
%S¢ 274.59 -0.22
8y 264.02 -4.06
192Ru 273.87 -0.48
65Cy 104Ry 270.44 -1.73
"Ge 265.83 -3.40
2Ge 267.06 -2.96
"Ga 265.31 -3.59
®Ga 269.93 -1.91
%3¢ 172.55 -4.72
8y 163.29 -9.83
102Ru 171.63 -5.23
6471, 104Ry 169.37 -6.48
"“Ge 166.54 -8.04
2Ge 166.84 -7.87
"Ga 166.03 -8.32
®Ga 167.87 -7.31
%3¢ 171.15 -5.49
89y 164.68 -9.07
192Ru 170.96 -5.60
6671 1%Ru 168.80 -6.79
“Ge 166.29 -8.18
2Ge 166.71 -7.95
"Ga 165.22 -8.77
®Ga 168.08 -7.19

Tabla 18. Concentraciones de analitos y valores del porcentaje de error relativo, para el lote de muestras de
MRC (1577c, NIST), calculados para todos los isétopos (analitos y E.I.).
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Como se puede ver, todos los valores del %ER se encuentran dentro del aceptado (£30%).

Los isétopos E.I. con los que se obtienen los mejores valores del %ER, para los diferentes

isotopos analitos, son:

Isétopo | Isétopo Lote RHD15

Analito E.l Cexporimental (Mg/kg) %ER
453¢ 274.59 -0.62

63Cu 102Ry 273.33 -0.68
104RY 269.82 -1.95

453¢ 273.49 -0.22

5Cu 102Ry 273.87 -0.48
104RY 270.44 -1.73

453 172.55 4.72

64Zn 102Ry 171.63 -5.23
104RY 169.37 -6.48

453 171.15 -5.49

66Zn 102Ry 170.96 -5.60
104RY 168.80 -6.79

Tabla 19. Seleccién de los is6topos (analitos y E.l.) que arrojan los menores valores de error relativo.

Se obtuvieron los menores valores del %ER , al emplear como isétopos E.l. 4°Sc, 2Ru y
1O4RU.

Aunque el “Sc y '92Ru proporcionan valores mas cercanos al de la concentracion
certificada, la diferencia con el '“Ru también es pequefia, pues también se encuentra

dentro de los valores aceptados.

5.2.3. Eleccién de los is6topos analitos y E.I.
Para poder seleccionar a los isétopos analitos y E.l. se comparan los mejores resultados

obtenidos para cada uno de los factores calculados:
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e Coeficientes de Correlacion (R?)

e Angulos de las Pendientes (6°)

e Porcentajes de Errores Relativos (%ER)

Isétopo >
ESEN R

104 104 4Sc
63Cu Ru Ru 102R
89Ga 2Ge 1°4Ru
89Y

104RYy 455

65C 72 "%Ru 102
u Ge 72Ge Ru
Ga 104R,

9Ga

4550

biz 104RY, 104R o
n 9Ga 2Ge 1042“
u
72G e 1°4Ru 453 c
GGZn 89Y 72Ge 102Ru
9Ga 104R

Tabla 20. Mejores isétopos analitos y E.I. para las pruebas de R?, 8 y %ER.

Observamos que para la mayoria de los casos, los is6topos con los que se obtienen los
mejores valores de R?, 6° y %ER fueron:
e Isotopos Analitos: 83Cu y %4Zn

e Is6topo E.I.: '%Ru

La seleccion de los anteriores is6topos analitos y E.I. (Qque son con los que se obtienen
mejores respuestas), se hizo para que las siguientes sesiones solo éstos fueron
determinados con ayuda del ICP-MS; de tal manera que el tiempo de lectura de las
muestras, por el equipo, disminuyera y fuera posible la introduccion de un numero mas

grande de éstas, por sesion.

97

—
| —



E RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.Parametros de desempeino
En seguida se presentan los resultados obtenidos de la evaluacion de los parametros de
desempeno: limite de deteccién, limite de cuantificacion, intervalo lineal, intervalo de
trabajo, exactitud (veracidad y precision), sensibilidad, recuperacion, selectividad y
robustez. Los calculos se realizaron de acuerdo a como se menciono en los antecedentes
de este documento (ver punto 3.12.1.).

Ademas se presenta un estudio de la deriva instrumental.

Todos los célculos que se presentan en los siguientes puntos, se realizaron a partir de los
datos obtenidos de las intensidades de sefal reportadas por el equipo de ICP-MS,

empleando como isétopos analitos 83Cu y 84Zn y como E.I. "%Ru.

5.3.1. Limite de deteccion (LoD) y limite de cuantificacion (LoQ)

Se determinaron las concentraciones de los analitos Cu y Zn en los blancos reactivos (BR)
de las series que contenian muestras de MRC (1577c, NIST).

En la guia Eurachem se propone que las lecturas deben realizarse sobre blancos de
muestras, que en este caso deberian ser las matrices de los tejidos de ratén (bazo, higado,
pulman, rifién, testiculo y timo) pero que no contuvieran los analitos en estudio. El problema
es que es practicamente imposible, pues tanto el Cu como el Zn tienen funciones biolégicas
de gran importancia (tanto para el organismo de los humanos como para el de los ratones),
por lo que encontrar un tejido que no los contenga no es viable. La misma guia Eurachem

menciona que de no ser posible contar con esos blancos de muestras, se puede aproximar
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el LoD y el LoQ calculandolos a partir de la lectura de los blancos reactivos. También se

sugiere un minimo de 6 blancos reactivos diferentes (Eurachem, 2005).

Para la evaluacion del LoD, LoQ, recuperacion, sesgo y veracidad, se
emplearon lotes de digestiéon de MRC (1577c, NIST) digeridos en el
horno de microondas para digestion en sistema cerrado MILESTONE.
El porcentaje de recuperacion, calculado en muestras de MRC

digeridas en los dos sistemas de digestion (MILESTONE y CEM), se

presenta mas adelante para las pruebas de robustez.

N e e o o o e e e e e e = - - - - ——

A continuacion se presentan las concentraciones de los analitos Cu y Zn en los blancos
reactivos (BR) de tres lotes de digestion de MRC diferentes (RHD13, RHD14 y RHD15),

con sus respectivos promedios (Promediogr) y desviaciones estandar (s):

RHD13-1 Blanco 3.092
RHD13-2 Blanco 3.079
RHD14-1 Blanco 3.060
RHD14-2 Blanco 3.157
RHD15-1 Blanco 3.204
RHD15-2 Blanco 3.095

Promediosr (ug/L) 3.115

Tabla 21. Concentraciéon de Cu en diferentes blancos reactivos.
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s | o0 | i)

RHD13-1 Blanco 7.340
RHD13-2 Blanco 7.923
RHD14-1 Blanco 6.279
RHD14-2 Blanco 7.824
RHD15-1 Blanco 6.594
RHD15-2 Blanco 6.077

Promediosr (ug/L) 7.006

Tabla 22. Concentracion de Zn en diferentes blancos reactivos.

Con base en los datos obtenidos en las tablas anteriores, se calculan los limites de
deteccién (LoD) y cuantificacion (LoQ), de acuerdo a las ecuaciones sugeridas por la guia

Eurachem:

LoD = Promediogg + 3 s .......[5]

LoQ = Promediogg + 10s .......[6]

En seguida se muestran los limites de deteccion y cuantificacion, calculados para ambos

analitos:

MR i S N - ==
(ug/L) (ug/L) (ug/L)
3.115 0.055 3.278 3.661
Zn 7.006 0.798 8.497 10.810

Tabla 23. LoD y LoQ para los analitos Cu y Zn.
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5.3.2. Intervalo lineal
Para evaluar este parametro, se utilizaron las curvas de calibracién calculadas en el punto
5.2.1., con un rango de concentraciones de Oug/L a 300ug/L, y empleando como estandar
interno el isétopo '%Ru, el cual fue seleccionado en el punto 5.2.3., como mejor E.I. junto

con los isétopos analitos $3Cu y 64Zn.

A continuacién se muestran las curvas de calibracion y sus respectivas ecuaciones lineales

y coeficientes de correlacion (R?):

Curva de Calibracién ¢3Cu con E.l. 1%4Ru

35.0
& 30.0 -
3
3 250 -
Q y = 0.1059x - 0.1898
e R = 0.9996
8 200 -
e]
[1°]
S
® 15.0 -
8
<
o 100 -
o]
s
S 5.0 -
G
3

0.0 T T T T T T

0.0 50.0 100.0 150.0 200.0 250.0 300.0 350.0

[**Cu] (ug/L)

Gréfica 5. Curva de calibracion del is6topo analito ®3Cu con el is6topo E.I. '*Ru.
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Curva de Calibracién ¢4Zn con E.l. 1%Ru

-
>
o

-

N

o
1

-

o

o
1

y = 0.0422x - 0.0952
R?=0.9995

_GJ
o
1

Cociente de intensidades (4Zn / 194Ru)

150.0 200.0 250.0 300.0 350.0

[*Zn] (palL)

0.0 50.0 100.0

Gréfica 6. Curva de calibracion del is6topo analito 8Zn con el is6topo E.I. '®Ru.

Como puede apreciarse, el comportamiento es lineal a lo largo de todo el intervalo de

concentraciones, lo cual se corrobora por los coeficientes de correlacion (R?) obtenidos.

Asi mismo, la guia Eurachem sugiere realizar un analisis de los residuos para tener una
vision conjunta del comportamiento lineal de las curvas de calibracion; por lo que a
continuacion se presentan las graficas de residuales para cada una de las curvas de

calibracion anteriores (83Cu con '%*Ru y #4Zn con '%Ru):
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0.40 -
Residuales de la curva de calibracion de ¢3Cu con '%“Ru
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Grafica 7. Residuales de la curva de calibracion del is6topo analito ®3Cu con el is6topo E.I. '%Ru.

0.15 Residuales de la curva de calibracién de 64Zn con 1%4Ru
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Gréfica 8. Residuales de la curva de calibracion del is6topo analito 84Zn con el is6topo E.I. %Ru.
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Para poder considerar que un modelo de linea recta es valido, en el grafico de residuales

se deben observar las siguientes caracteristicas (Riu y Boqué, 2003):

El numero de residuales positivos debe ser aproximadamente igual al numero de
residuales negativos

Los residuales deben estar distribuidos aleatoriamente

Todos los residuales deben tener aproximadamente el mismo valor absoluto

Los residuales no deben mostrar tendencias

Por lo tanto, podemos decir que los errores de preparacion de la curva de calibracion son
aleatorios, pues no se muestra una tendencia en las graficas de residuales para ninguno

de los dos analitos.

Finalmente, con base en los valores de los coeficientes de correlacion (R?) y el analisis de
residuales, se puede afirmar que los analitos se comportan de manera lineal dentro de los

intervalos de concentraciones mostrados en la siguiente tabla:

Cu 3.278 — 302.262
Zn 8.497 - 304.262

Tabla 24. Intervalo lineal para los analitos Cu y Zn.

Donde los limites inferiores para cada analito, son sus respectivos limites de deteccion
(LoD) vy los limites superiores son las concentraciones hasta las cuales se exploro el

comportamiento de los analitos en el ICP-MS.

104

—
| —



g RESULTADOS Y DISCUSION

5.3.3. Intervalo de trabajo
El intervalo de trabajo para cada analito se definio de la siguiente manera:
e Limites inferiores: limites de cuantificacion (LoQ) de los analitos (Cu y Zn)
e Limites superiores: el doble de las concentraciones ya diluidas, encontradas

para los analitos (Cu y Zn) en el MRC (NIST 1577c)

A continuacion se muestran los intervalos de trabajo para cada uno de los analitos:

m Intervalo de Trabajo
(Hg/L)

Cu 3.661 — 282.217
Zn 10.810 — 195.056

Tabla 25. Intervalo de trabajo para los analitos Cu y Zn.

5.3.4. Recuperacion
Los estudios de recuperacion sobre materiales de referencia adecuados, se realizan para
conocer qué tan exitoso ha sido el método desarrollado para extraer al analito de la matriz,
determinando asi la eficiencia de cuantificacion. Generalmente se emplea su valor en
porcentaje.

Se calcula de la forma siguiente:

CExperimental

%Recuperacion = [ ] * 100 .......[7]

CCerti ficada

Donde Cexperimentat €S la concentracién del analito determinada experimentalmente vy

Cecertificada €S la concentracion reportada en el certificado del MRC.
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A continuacion se muestran las concentraciones obtenidas de Cu y Zn (cuantificadas

empleando como E.I. '%“Ru) en dos lotes de muestras (RHD14 y RHD15) de MRC (NIST

1577c), con sus respectivos promedios y desviaciones estandar:

Clave Tipo Ccertificada CExperimentaI %
Muestra (ng/L) (mg/kg) Recuperacion
RHD14-3 270.070 98.14
RHD14-4 261.281 94.94
RHD14-5 263.363 95.70
RHD14-6 265.266 96.39

MRC 275.2
RHD15-3 275.212 100.00
RHD15-4 269.924 98.08
RHD15-5 263.631 95.80
RHD15-6 270.505 98.29

o7.17
e 72

Tabla 26. Concentraciones de Cu y sus respectivos porcentajes de recuperacion, para las muestras de dos
lotes de digestion (RHD14 y RHD15), empleando como E.I. "%Ru.

Clave Tipo Ccertificada CExperimentaI %
Muestra (ng/L) (mg/kg) Recuperacion
RHD14-3 169.695 93.70
RHD14-4 165.667 91.48
RHD14-5 167.528 92.51
RHD14-6 166.457 91.91

MRC 181.1
RHD15-3 172.409 95.20
RHD15-4 170.157 93.96
RHD15-5 166.185 91.76
RHD15-6 168.738 93.17

0296
L am

Tabla 27. Concentraciones de Zn y sus respectivos porcentajes de recuperacion, para las muestras de dos
lotes de digestion (RHD14 y RHD15), empleando como E.I. "%Ru.
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En seguida se reporta el porcentaje de recuperacién, como un promedio con su respectiva
desviacion estandar expandida (factor de cobertura (k=2) para un nivel de confianza del
95%):

%Recuperaciéon = R + 2s ... ....[8]
Donde:
R = Promedio de %Recuperacion

s = Desviacién Estandar de %Recuperacion

Cu o 97.17 £ 3.44
Zn 92.96 + 2.56

Tabla 28. Porcentaje de recuperacion promedio para Cu y Zn con el E.I. "%Ru

(Factor de cobertura k=2, para un nivel de confianza del 95%).

5.3.5. Selectividad

Debido a que la selectividad de un método se investiga mediante el estudio de su capacidad
para medir el analito de interés, una prueba objetiva de que el analito esta siendo
cuantificado de forma adecuada, es el valor del porcentaje de recuperacién calculado en el
punto anterior (punto 5.3.4.).

De acuerdo con la AOAC (Association of Official Agricultural Chemists), los limites de
recuperacion con respecto al orden en que se encuentran las concentraciones son (AOAC,
2002):

e Partes por millon: ppm (mg/kg) > 80 — 115 %

e Partes por billéon: ppb (ug/kg) 2> 70 — 125 %
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Teniendo en cuenta los porcentajes de recuperacion calculados anteriormente (en ppm):

o Cu>9717 %

e Zn > 92.96 %

Se puede ver que se encuentran dentro de los limites permitidos. De tal forma que se
afirma que el método analitico es selectivo, pues los analitos (Cu y Zn) se cuantificaron

satisfactoriamente.

5.3.6. Exactitud
Como ya se mencion6 en el inciso b del punto 5.2.2. y empleando la ecuacion <4>, se
calculé el %ER del promedio de las concentraciones de cada uno de los analitos, obtenidas

para los lotes de MRC NIST 1577c (RHD14 y RHD15).

A continuacion se muestran las tablas con los resultados obtenidos para cada analito:

Muestra TP ey maie  ER
RHD14-3 270.070
RHD14-4 261.281
RHD14-5 263.363
RHD14-6 265.266
MRC 275.2 -2.83
RHD15-3 275.212
RHD15-4 269.924
RHD15-5 263.631
RHD15-6 270.505

Promedio 267.407

4731

Tabla 29. Concentraciones de Cu y su %ER, en las muestras de dos lotes de digestion (RHD14 y RHD15),
empleando como E.I. "%“Ru.
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Muesra PO e Crame %R
RHD14-3 169.695
RHD14-4 165.667
RHD14-5 167.528
RHD14-6 166.457
MRC 275.2 -7.04
RHD15-3 172.409
RHD15-4 170.157
RHD15-5 166.185
RHD15-6 168.738

Promedio 168.354

2.325

Tabla 30. Concentraciones de Zn y su %ER, en las muestras de dos lotes de digestion (RHD14 y RHD15),
empleando como E.I. "%“Ru.

Como ya también se menciond, para que el valor del %ER sea aceptado, debe ser menor
a +30%, de tal forma que observando los valores obtenidos para ambos analitos (Cu y Zn),

se afirma que se encuentran dentro del rango permitido.

5.3.7. Precision

Se determina a través del calculo del porcentaje de desviacion estandar relativa (%RSD):

%RSD = ( ) 100....... [9]

Promedioygc

Donde:

Promedioygc = Promedio de las concentraciones experimentales obtenidas para el MRC

s = Desviacion Estandar de las concentraciones experimentales obtenidas para el MRC
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A continuacién se muestran las tablas con los valores de %RSD para cada uno de los

analitos, en los lotes de digestion de MRC NIST 1577c (RHD14 y RHD15):

Mustra TP i Cmlkg RSO
RHD14-3 270.070
RHD14-4 261.281
RHD14-5 263.363
RHD14-6 265.266
MRC 275.2 1.77
RHD15-3 275.212
RHD15-4 269.924
RHD15-5 263.631
RHD15-6 270.505

267.407
4731

Tabla 31. Concentraciones de Cu y su %RSD, para las muestras de dos lotes de digestion (RHD14 y
RHD15), empleando como E.I. "®Ru.

Muestra  TPO CGain  Clwakey RSO
RHD14-3 169.695
RHD14-4 165.667
RHD14-5 167.528
RHD14-6 166.457
MRC 275.2 1.38
RHD15-3 172.409
RHD15-4 170.157
RHD15-5 166.185
RHD15-6 168.738

Promedio 168.354

2325

Tabla 32. Concentraciones de Cu y su %RSD, para las muestras de dos lotes de digestion (RHD14 y
RHD15), empleando como E.I. "®Ru.
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El valor esperado de la precisidn esta en funcion de la concentracion del analito, por lo que

tanto para el Cu como para el Zn (que se encuentran en el mismo orden de magnitud), el
%RSD debe tener un valor de aproximadamente 5.3% (AOAC, 2012), aunque entre mas

pequefo sera mejor.

5.3.8. Sensibilidad
La sensibilidad es el cambio en la respuesta del instrumento correspondiente a un cambio
en la concentracién del analito, lo cual se conoce como la pendiente (m) de la curva de
calibracion de cada uno de los analitos.
Sin embargo, debido a que se trabajoé con el método del estandar interno, lo que se graficé
fue la concentracion del analito en el eje de las abscisas y en el eje de las ordenadas el
cociente de intensidades Analito/E.l.; dando como resultado una ecuacion de regresion en
la cual, el valor de la pendiente es un cociente de intensidades.
Para conocer la sensibilidad existen dos formas de calcularla, las cuales son esencialmente
iguales:
1) A partir del valor de la pendiente de la curva de calibracion empleada para reportar el

intervalo lineal, la cual tiene la forma:

AIAnalito

=z —
m Iz, * A[Analito] [10]

Donde:
Alynaiito = Cambio en la intensidad de sefial provocada por el analito
A[Analito] = Cambio en la concentracion del analito

Iz; = Promedio de intensidades de sefial provocadas por el E. 1.
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Se emplea el promedio de las intensidades de senal provocadas por el E.I., debido a que

la pendiente es un parametro que caracteriza a toda la linea recta y no exclusivamente
a un punto de la misma.
De la ecuacidon anterior, se puede apreciar que la relaciéon que en realidad indica la

sensibilidad es:

Aly, i
Sensibilidad = —=224° _  [11]

A[Analito]

Por lo que la multiplicacion de la pendiente de una curva de calibracion, por el promedio
de intensidades de senal provocadas por el E.l., seria la forma adecuada de encontrar

el verdadero valor de la sensibilidad que el ICP-MS tiene para cada analito:

Ao _ _
Sensibilidad = ——22° [ = mxlp, . [12]
Ig; * A[Analito]

2) A través de la grafica de lanaito VS [Analito], es decir, sin emplear el E.I., donde la
pendiente obtenida de la ecuacion de regresion, seria directamente el valor de la
sensibilidad.

El problema que se presenta al realizarlo de esta manera, es que la curva de calibracién
no necesariamente tendria un comportamiento lineal, gracias a la deriva instrumental
que existe y la cual se corrige precisamente con el uso de un E.I..

En este trabajo se calculd la sensibilidad de acuerdo al inciso 1 (0 sea, empleando la
ecuaciéon 12), por lo que en seguida se muestran los valores calculados para cada uno

de los analitos (Cu y Zn) empleando como el isétopo analito '%“Ru:
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(cps*L/ug)
Cu

104Ry 5205.320 0.1059 551.243
Zn ' 0.0422 219.664

Tabla 33. Valores de sensibilidad para los analitos Cu 'y Zn usando el E.I. "*Ru.

5.3.9. Robustez
Para la evaluacion de la robustez, siguiendo la guia Eurachem, se deben aplicar variaciones
de manera deliberada al método, con el fin de estudiar su efecto sobre la precision y la
exactitud (pruebas de robustez). Dichas variaciones deben hacerse sobre los puntos que

son mas importantes durante el procedimiento analitico.

Un momento crucial en la aplicaciéon del presente método analitico, es el proceso de
digestion de muestras; por lo que se evalué la digestion del MRC (Bovine Liver Solution,
High Purity Standards, lote: 529004 (ver punto 8.6.) en dos hornos de microondas diferentes
(MILESTONE y CEM), empleando los mismos programas de digestion que se utilizaron

para las muestras (Ver punto 8.3.).

Las concentraciones certificadas para el MRC 529004, HPS Bovine Liver son:

m | Ccertificada (Mg/mL)

Cu 2.0
Zn 1.5

Tabla 34. Concentraciones de los analitos en el MRC (529004, HPS).
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En seguida se muestra una tabla con las concentraciones promedio de cada uno de los

analitos en el MRC (529004, HPS), determinadas experimentalmente para las muestras:

Promedio CExperimentaI
(ng/mL)

Cu Zn
MILESTONE 1.766 1.397
CEM 1.594 1.464

Tabla 35. Concentraciones experimentales promedio de los analitos en las muestras de MRC (529004,

HPS) digeridas con los dos hornos de microondas.

A continuacion se muestran los porcentajes de recuperacion promedio calculadas para las

concentraciones promedio, presentadas en la tabla anterior:

%Recuperacion promedio

Cu Zn
MILESTONE 88.30 93.10
CEM 79.70 97.60

Tabla 36. Recuperaciones promedio de los analitos en las muestras de MRC (529004, HPS) digeridas con

los dos hornos de microondas.

Con los resultados mostrados anteriormente, es posible afirmar que el uso de diferentes
hornos de microondas para llevar a cabo el proceso de digestién, no afecta en la
determinacién de los analitos por el equipo de ICP-MS, ya que los valores de la

concentracion promedio y del porcentaje de recuperacidon son bastante similares entre si.
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Las tablas siguientes, muestran los resultados para el calculo de la exactitud (a través del
valor del %ER) y de la precisién (por medio del valor del %RSD), al determinar los analitos
Cu y Zn en el MRC (529004, HPS), digerido con ambos hornos de microondas

(MILESTONE y CEM):

Cu Zn
MILESTONE -11.70 -6.87
CEM -20.30 -2.40

Tabla 37. Porcentajes de error relativo en las muestras de MRC (529004, HPS), digeridas con los dos

hornos de microondas.

%RSD

Cu Zn
MILESTONE 1.13 12.17
CEM 6.90 16.39

Tabla 38. Porcentajes de desviacion estandar relativa en las muestras de MRC (529004, HPS), digeridas
con los dos hornos de microondas.

Los valores del %ER calculados para ambos analitos (considerando los dos hornos), tienen
en general magnitudes similares, siendo un poco mas grandes para el caso del Cu. El que

sean negativos se debe a una deficiencia en la cuantificacion de los analitos.

En el caso de la precision, es posible afirmar que los valores obtenidos para el %RSD son
aceptables para ambos hornos de microondas empleados, ya que se encuentran dentro del

valor permitido de <20%. También cabe mencionar que dichos valores tienen un orden de
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magnitud similar para ambos hornos, siendo ligeramente mas pequefos (en la mayoria de

los casos) para el horno MILESTONE. Aun asi, con el horno CEM también se obtienen

valores para la precision adecuados.

5.3.10. Deriva instrumental
Se prepard una dilucion de los elementos en estudio Cu y Zn, mas el E.l. Ru, la cual fue
introducida en el ICP-MS, varias veces y en diferentes tiempos, durante el transcurso de
una sesién de trabajo con el equipo. Esto con el objetivo de evaluar el comportamiento de

las sefiales de los analitos, como funcion del tiempo.

A continuacidon se muestran las concentraciones de cada uno de los elementos, en la

disolucion preparada para el monitoreo:

Cu 30.32
Zn

20.38
Ru

Tabla 39. Concentraciéon de cada elemento en la soluciéon de monitoreo de la deriva instrumental.

Como puede verse, las concentraciones son diferentes, esto debido a que cada sustancia
genera una intensidad de sefal muy diferente dentro del equipo de ICP-MS, por lo que para
poder realizar una comparacion que fuera efectiva entre los isétopos E.l. y sus respectivos
isétopos analitos, se agregaron las cantidades adecuadas para obtener intensidades de

sefal parecidas o que al menos tuvieran el mismo orden de magnitud.
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En seguida se muestran las intensidades de sefal de cada uno de los isétopos analitos

(83Cu y %4Zn) y el is6topo E.I. (1%“Ru) en funcién del tiempo y su respectiva gréafica:

0.9
1.9
2.5
29
4.9
9519
6.6
7.4

Tabla 40. Intensidades de sefial para cada isétopo en funcion del tiempo.

63Cu

5357.246
5079.085
5531.015
5311.885
5391.932
5565.704
6086.881
5572.041

104Ru

4948.851
4849.298
5164.638
5023.889
5039.566
5097.932
5506.672
4792.934

64Zn

4568.376
4418.69
4858.64

4723.546

4596.181

4692.815

5122.773

4581.539

Intensidades de Senal (cps)

——63Cu

—e— 104Ru

—A—647Zn

Intensidades de sefial de 63Cu, 64Zn y 1%4Ru en funcion del tiempo

6500
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w
o
L
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c
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n
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©
S
[72]
3
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Gréfica 9. Intensidades de sefial de los isétopos 83Cu, 84Zn y '%“Ru en funcién del tiempo.
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Como se puede observar, el aumento o disminucion de la intensidad de senal en funcion
del tiempo (deriva instrumental), es igual para todos los isétopos, lo cual quiere decir que

se comportan de manera similar dentro del equipo de ICP-MS.
Por lo tanto, se concluye que el '“Ru es un buen E.l. tanto para la cuantificacion de Cu
como de Zn, ya que al realizar el cociente de intensidades (Analito/E.l.), su valor se

mantiene practicamente constante a lo largo del tiempo.

A continuacion se presentan los cocientes de sefiales para cada isotopo analito (°3Cu y

64Zn) con respecto al isotopo E.I. ("°*Ru) en funcion del tiempo, y su respectiva grafica:

Cociente de Intensidades
(Analito/E.l.)

64Zn/1%Ru

63Cul1 04Ru

0.9 1.1 0.9
1.9 1.0 0.9
2.5 1.1 0.9
2.9 1.1 0.9
4.9 1.1 0.9
5.9 1.1 0.9
6.6 1.1 0.9
7.4 1.2 1.0

Tabla 41. Cociente de intensidades (Analito/E.l.) en funcién del tiempo.
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Cociente de intensidades de seial en funcién del tiempo

1.8 -
1.6 -

1.4

1.2 1 * ©63Cu/104Ru

> o
>

0.8 -
A 64Zn/104R
0.6 - 64Zn/104Ru
0.4 -

0.2 1

Cociente de Intensidades (Analito/E.l.)

0 T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6 7 8
Tiempo (horas)

Grafica 10. Cociente de intensidades (Analito/E.l.) en funcion del tiempo.

5.3.11. Resumen de los parametros de desempeio

En seguida se presenta un resumen de todos los parametros de desempenfo calculados,

para la metodologia desarrollada:

Parametro de Desempeio

Limite de Deteccién (ug/L) 3.278 8.497
Limite de Cuantificacion (ug/L) 3.661 10.810
Intervalo Lineal (pg/L) 3.278 — 302.262 8.497 — 304.262
( )|
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Parametro de Desempeno

Intervalo de Trabajo (ug/L) 3.661 — 282.217 10.810 — 195.056
Recuperacion (%) 97.17 £ 3.44 92.96 * 2.56
Exactitud %ER -2.83 -7.04
Precisién %RSD 1.77 1.38
Sensibilidad (cps*L/pg) 551.243 219.664
Selectividad (%) 97.17 92.96
Ambos sistemas de digestion
%Recuperacion (MILESTONE y CEM) funcionan
adecuadamente
Robustez %ER

Dentro de los valores aceptados
%RSD

Tabla 42. Resumen de parametros de desempefio para los analitos Cu y Zn.

5.4. Aplicacion del método analitico desarrollado a muestras reales
Finalmente, después de la optimizacién de la metodologia, se procedié a determinar los

analitos de interés en las muestras reales de tejidos de raton.

A las muestras se les realizaron previamente, los tratamientos fisico y quimico descritos en
los puntos 4.4.22. y 4423. respectivamente. Igualmente fueron diluidas
gravimeétricamente, de acuerdo al procedimiento descrito en el punto 4.4.3., antes de ser

introducidas en el ICP-MS para su lectura.
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Técnica

Equipo

Tejidos de
ratén (")
Tratamiento
fisico
Tratamiento
quimico
Diluciones
gravimétricas

Isétopos
analitos

Isétopos E.I.

Espectrometria de masas

Espectrémetro de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS)
Bazo, higado, pulmon, rifion,
testiculo y timo

Decantacion y secado (punto
4422)

Digestion via humeda en sistema
cerrado
(punto 4.4.2.3.)

1:2, 1:10 y 1:50
63Cu y $4Zn

104Ru

Tabla 43. Aplicacidn de la metodologia analitica desarrollada a muestras reales.

Para su introducciéon en el ICP-MS se comenzd por los blancos reactivos de cada serie,

seguidos de las soluciones de las muestras reales (primero las mas diluidas y al final las

mas concentradas).

5.4.1. Concentraciones de analitos obtenidas y su relacion en las diferentes

muestras

Las concentraciones de cada elemento en estudio (Cu y Zn), fueron calculadas a partir de

las intensidades de sefial determinadas por el ICP-MS empleando los is6topos analitos

63Cu, 64Zn y el isétopo E.I. 1%Ru, los cuales resultaron ser los mejores is6topos para llevar

a cabo la determinaciéon, como ya se explicd en puntos anteriores de este trabajo (punto

5.2).
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En el punto 8.5. se presenta un ejemplo de la manera de realizar los calculos para conocer
las concentraciones de los analitos Cu y Zn en los tejidos de raton.

De las tres diluciones que se prepararon (1:2, 1:10 y 1:50) para ser introducidas al ICP-MS,
se observo que la que funcionaba de manera mas adecuada para la cuantificacion de
ambos analitos en la mayoria de las muestras, fue la de 1:10 y solamente en algunos casos

se empled la de 1:2 y con menor frecuencia aun, la de 1:50.

A continuacion se presentan los intervalos de concentraciones encontradas para cada uno

de los tejidos de acuerdo a sus respectivos rangos de pesos:

Intervalo de Concentraciones
Tejido ___Intervalode (mg/kg)

S ew opa

Bazo 0.0160 - 0.1217 4.47 - 43.97 33.10 — 198.35
Higado 0.0084 - 0.6847 5.88 - 27.78 10.28 — 258.07
Pulmén 0.0089 - 0.0670 2.90-12.74 3.68 —122.75

C GO 0.0232-08110 0.40 — 24.03 1.46 — 120.59
0.0139 - 0.0733 3.45-19.75 14.99 — 118.09
0.0027 — 0.0263 2.38 — 11.11 12.33 - 173.86

Tabla 44. Intervalo de concentraciones de cada uno de los analitos en los diferentes tejidos de ratén, con

respecto a su intervalo de pesos.

Al analizar los valores de las concentraciones, calculadas para ambos analitos (Cuy Zn) en
las muestras, en general se observa que para el Zn son mayores que para de Cu; relacion
contraria a la presentada en los MRC utilizados (NIST 1577c y 529004 HPS), hechos de

higado de bovino y en donde el Cu aparece en mayor concentracion que el Zn.
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En seguida se muestran los valores reportados en la literatura, para los analitos Cu y Zn,

determinados en algunos de los tejidos de ratdn que se estudiaron en el presente trabajo:

Concentraciones

Unidades

- - Equipo
Bibliografia | 1 oleado
Church, S.J.

et al., 2008. ICP-MS

Wang, Z. et Espectromgicrl’a
L 2014 de absorcion
Gl : atomica

Espectrometria

EhEinEgrr il de absorcion

et al., 2003. atémica
Cobbina, S.J.
et al., 2015, [GiEolse

Higado

Higado
Bazo
Rifién
Higado
Rifién
Higado

RifAdn

106

3.96 +0.35

1.27 £ 0.26

4.03+0.26

1.13+£0.05

1.97 £0.12

8.62 +1.29

15.61 £ 0.40

467

30.2+57

27.9+17.8

26.1+9.8

16.05 + 0.71

17.93 £ 1.04

59.96 £ 9.92

78.63 £5.50

pmol / kg

Mg/g

mg / kg

Mg/g

Tabla 45. Concentraciones de Cu y Zn en algunos tejidos de ratén, reportados en la literatura con sus

respectivas unidades y equipo con el que se realizé la determinacion.

A pesar de haberse encontrado poca informacion en la bibliografia (respecto a las

concentraciones de Cu y Zn), los valores reportados presentan mayores cantidades de Zn

que de Cu, lo cual confirma la relacion encontrada para los tejidos analizados en este

trabajo.
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El estudio de la relacion entre las concentraciones de Cu y Zn, en los tejidos de raton
analizados, no es parte sustancial de esta tesis, sin embargo se hizo una evaluacion de

manera muy superficial.

A continuacion se presentan los promedios de concentracion obtenidos para cada analito,

en los diferentes tejidos de raton, y la diferencia entre ellos:

Diferencia entre las
concentraciones promedio de
los analitos

Concentracion
promedio (mg/kg)

11.48 84.40 72.92
9.37 80.01 70.64
m 6.01 46.10 40.09
m 7.22 37.21 29.99
7.67 4572 38.05
4.92 87.85 82.93

Tabla 46. Concentracién promedio de cada uno de los analitos en los diferentes tejidos y su respectiva

diferencia.

De esta tabla es posible apreciar que el valor mas alto de la concentracion promedio de Cu
lo tiene el bazo, mientras que el menor lo tiene el timo. En cambio, para el caso de la

concentracion promedio de Zn, el valor mas elevado lo tiene el timo y el mas bajo el rindn.

Se calculé de la diferencia entre las concentraciones promedio de Cu y Zn en cada uno de
los tejidos, observando que el valor mas grande se encuentra lo tiene el timo y el mas chico

el rindn.
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En las siguientes graficas, se presenta una comparacion entre las concentraciones

promedio de los analitos Cu y Zn, para cada uno de los tejidos:

[Cu] promedio (mg/kg)
12.00

10.00 -

8.00 -

6.00 -

4.00 -

2.00 -

0.00 . ; . . .
BAZO HIGADO PULMON RINON TESTICULO  TIMO

Grafica 11. Concentracion promedio de Cu en los distintos tejidos.

[Zn] promedio (mg/kg)
90.00

80.00 -

70.00 -
60.00 -
50.00 -

40.00 -

30.00 -
20.00 -
10.00 -

0.00 ; . ; ; .
BAZO HIGADO PULMON RINON TESTICULO  TIMO

Grafica 12. Concentracion promedio de Zn en los distintos tejidos.
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Gracias a las graficas anteriores, es posible hacer las siguientes observaciones:

e Los tejidos que presentan las concentraciones mas altas de Cu son el bazo y el

higado, mientras que el tejido que tiene la menor concentracion es el timo.

e En el caso del Zn los tejidos que tienen la mayor concentracién son el timo, el bazo

y el higado, mientras que la menor se encuentra en el rifion.

Calculando los cocientes de las concentraciones promedio de los analitos [Cu]/[Zn] y

[Zn]/[Cu], se obtiene la tabla que se presenta a continuacion:

Tejido | Cociente [Cu]/ [Zn] Cociente [Zn] / [Cu]

Bazo 0.14 7.35

Higado 0.12 8.54
0.13 7.67

0.19 5.15

Testiculo 0.17 5.96
Timo 0.06 17.86

Tabla 47. Cociente de las concentraciones promedio de cada uno de los analitos en los diferentes tejidos
(Cu/Zn 'y Zn/Cu).

Se puede apreciar que ambos cocientes Cu/Zn y Zn/Cu, de las concentraciones promedio,

tienen un orden de magnitud similar para la mayoria de los tejidos estudiados.

En la siguiente grafica se muestran las concentraciones promedio de Zn como funcion de

las concentraciones promedio de Cu, para cada uno de los tejidos:
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[Zn] = f [Cu]

100

90 1 (@) ©BAZO

80

70 - B HIGADO
) =9.1275x - 17.527
60 { " R?=0.79 .
> : APULMON
E 5
& 40 - RINON

30 1 % TESTICULO

20

10 - ©TIMO

0 - :
0 5 10 15
[Cu] (mg/kg)

Gréfica 13. Concentracion promedio de Zn en funcion de la concentraciéon promedio de Cu.

Observaciones de la grafica anterior:
e En general los tejidos que tienen valores altos de Cu también tienen altos valores de
Zn (bazo e higado).
e Por otro lado, los tejidos que tienen bajos niveles de Cu también tienen niveles bajos
de Zn (pulmon, rifidn y testiculo).

¢ El unico tejido que tiene baja cantidad de Cu y alta de Zn es el timo.

A continuacion se presentan las graficas de la concentracion de Zn en funcion de la

concentracion de Cu, para cada tipo de tejido:
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[Zn] = f [Cu] en BAZOS
225

200

175 y =7.1995x + 21.257

150 - R?=0.7989
125 -

100 -

[Zn] (mg/kg)
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Grafica 14. Concentracion de Zn en funcion de la concentracion de Cu para las muestras de bazos.

[Zn] = f [Cu] en HIGADOS
300

250 ¢ .

200 ¢

150 ¢

[Zn] (mg/kg)

y =9.3698x - 16.89
R?=0.7252

100
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[Cu] (mg/kg)

Grafica 15. Concentracion de Zn en funcion de la concentracion de Cu para las muestras de higados.
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[Zn] = f [Cu] en PULMONES

125

100 -
2 75
(o]
£ y =10.01x - 11.806
& 50 - R2=0.8154

25 -

0 T T T T T T
0 2 4 6 8 10 12 14
[Cu] (mg/kg)

Gréfica 16. Concentracion de Zn en funcion de la concentracion de Cu para las muestras de pulmones.

[Zn] = f [Cu] en RINONES

125
L J
L J
100 -
2 75 M
g’ y = 4.7697x + 2.3133
= R?=0.8555
& 50 -
L J
25 -
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[Cu] (mg/kg)

Gréfica 17. Concentracién de Zn en funcion de la concentracion de Cu para las muestras de rifiones.
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[Zn] = f [Cu] en TESTICULOS
125
L 2
100 - .
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Grafica 18. Concentracion de Zn en funcion de la concentracion de Cu para las muestras de testiculos.

[Zn] = f [Cu] en TIMOS
200

175

*

150

125

100

[Zn] (mg/kg)

y =9.0075x + 47.221

75 R? = 0.8843

50

25

[Cu] (mg/kg)

Grafica 19. Concentracion de Zn en funcion de la concentracion de Cu para las muestras de timos.
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Observaciones de las graficas anteriores:

e Bazos e higados: la relacion entre ambos en general no muestra una tendencia,

aunque en unos pocos casos es posible apreciar que conforme la concentracion de

Cu aumenta, la de Zn disminuye.

e Pulmones, testiculos y timos: para estas muestras fue imposible encontrar alguna

relacion entre ambos analitos, pues se muestran en general dispersos sus valores.

¢ Rifiones: la mayoria de las muestras de este tejido tienen una tendencia mas o menos
evidente, en cuanto al comportamiento de los analitos, siendo entonces posible

observar que al aumentar la concentracién de Cu igualmente lo hace la de Zn.

5.4.2. Comportamiento de los analitos con respecto a las inhalaciones de Mn-V
Como se menciond en el fundamento del presente trabajo (ver punto 3.5), los ratones de
las cuales provienen los diferentes tejidos analizados, fueron expuestos a inhalaciones de
una mezcla de gases de 6xidos de manganeso y vanadio, que les fueron suministrados a

diferentes cantidades.

Debido a que el objetivo principal de este trabajo, era el desarrollo de la metodologia
analitica para poder cuantificar los analitos Cu y Zn, en los tejidos de érganos de raton,
mediante el empleo de un equipo de ICP-MS. El analisis exhaustivo del comportamiento de

las concentraciones de los analitos, debido a la presencia de diferentes concentraciones de
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Mn y V, (o sea el efecto de dichas sustancias toxicas, en los diferentes tejidos estudiados,

de acuerdo a la cantidad de inhalaciones que recibieron), solamente se realizé de manera

superficial.

Cabe aclarar que el numero de inhalaciones aplicadas y la cantidad de tejidos que se tienen

para cada una de dichas inhalaciones, son variables.

A continuacion se presentan, para cada uno de los diferentes tipos de tejidos, dos graficas
(una para Cu y otra para Zn), donde se muestra la concentracion promedio del analito, en
funcién del numero de inhalaciones a las que fue sometido el raton de donde proviene esa

muestra de tejido:

[Cu] promepio = f (No. Inhalaciones) en BAZOS
25
— 20 ~
(=2
=
o)
E 151
o
o
2 10 4
14
o
S
S °]
0
0 1012 14 16 1820 22 24 26
No. Inhalaciones yecia mn-v

Grafica 20. Concentracion de Cu promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de bazo.
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[ZNn] promepio = f (No. Inhalaciones) en BAZOS
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Grafica 21. Concentracion de Zn promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de bazo.

[Cu] promenio = f (No. Inhalaciones) en HIGADOS
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Grafica 22. Concentracion de Cu promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de higado.
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[ZNn] promenio = f (No. Inhalaciones) en HIGADOS

175

150 | [
2 125 -
(o]
£ 100 -
Q
S —
s 75 T
o
4
& 50 -
(=
N

0 10 12 14 16 18 20 22 24 26
No. inhalaciones y,cia mn-v

Grafica 23. Concentracion de Zn promedio en funcién del nimero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de higado.

[Cu] promepio = f (No. Inhalaciones) en PULMONES
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Grafica 24. Concentracion de Cu promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de pulmon.
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[ZNn] promepio = f (No. Inhalaciones) en PULMONES
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Grafica 25. Concentracion de Zn promedio en funcién del nimero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de pulmon.

[Cu] promepio = f (No. Inhalaciones) en RINONES
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Grafica 26. Concentracion de Cu promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de rindn.
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[Zn] promepio = f (No. Inhalaciones) en RINONES
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Grafica 27. Concentracion de Zn promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de rindn.

[Cu] promenio = f (No. Inhalaciones) en TESTICULOS
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Grafica 28. Concentracion de Cu promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de testiculo.
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Grafica 29. Concentracion de Zn promedio en funcion del nimero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de testiculo.

[Cu] promepio = f (No. Inhalaciones) en TIMOS
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Grafica 30. Concentracion de Cu promedio en funcién del numero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los
tejidos de timo.
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[ZNn] promepio = f (No. Inhalaciones) en TIMOS
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Grafica 31. Concentracion de Zn promedio en funcién del nimero de inhalaciones de la mezcla Mn-V en los

tejidos de timo.

De las graficas anteriores se pueden hacer las siguientes observaciones:

= Como ya se menciond anteriormente, los valores de las concentraciones de Cu
para la mayoria de las muestras, son mucho mas pequefios que los de Zn. Por tal
motivo, al comparar ambos con respecto al numero de inhalaciones, los cambios

en la concentracion de Cu no son tan notables como los ocurridos en la de Zn.

= Solamente para los tejidos de bazos, higados, rifiones y testiculos se tienen

muestras control, las cuales sirven para conocer la concentracion aproximada que

deberian tener los ratones que no inhalaron la mezcla de gases de Mny V (0
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inhalaciones). Para el caso de bazos y rifiones, las muestras control tienen los

valores mas altos de concentracion promedio para ambos analitos.
No existe un claro y generalizado comportamiento de los analitos Cu y Zn como
consecuencia del numero de inhalaciones de Mn-V, pero en general se puede

apreciar lo siguiente:

- Bazos, higados vy rifiones: la tendencia general para ambos analitos en la

mayoria de estas muestras, es la de primero disminuir su concentracion de
0 a 10 inhalaciones, luego incrementar para las inhalaciones que van de 12
a 22 y finalmente volver a disminuir para 24 y 26. En el rifion es donde este

comportamiento puede ser apreciado mas claramente.

- Pulmones: en el caso del Cu no existe ninguna tendencia que pueda ser
apreciada; mientras que para el Zn la tendencia es la misma que la de bazos,
higados y rinones; donde se puede ver que la concentracion disminuye entre
10 y 16 inhalaciones, posteriormente hay un incremento entre 18 y 22 y

finalmente vuelve a disminuir para 24 y 26 inhalaciones.

- Testiculos y timos: en estos tejidos fue imposible apreciar algun tipo de

comportamiento, ya que los valores cambian de manera indiscriminada con

respecto al numero de inhalaciones.
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6. CONCLUSIONES

Se logro el desarrollo de la metodologia analitica para la cuantificacion de Cu y Zn en

matrices bioldgicas empleando un equipo de ICP-MS.

Con respecto a los datos obtenidos en la evaluacion de los parametros de desempefio
analitico, puede asegurarse que la metodologia desarrollada y descrita a lo largo del
presente trabajo, es satisfactoria analiticamente; desde el tratamiento fisico y quimico del

MRC y las muestras, hasta la determinacion analitica mediante el equipo de ICP-MS.

Por lo tanto, el método analitico desarrollado es susceptible de aplicarse sin ningun
problema sobre muestras bioldgicas, especificamente tejidos de raton (bazos, higados,

pulmones, riflones, testiculos y timos), arrojando resultados confiables.

Para la optimizacién de la metodologia analitica se consideraron los siguientes aspectos:

Se reconocio la importancia de llevar a cabo una adecuada limpieza del material utilizado y

se demostrd que este procedimiento fue llevado a cabo de manera correcta.

Se demostré que el tratamiento quimico, realizado sobre el Material de Referencia
Certificado y las muestras, destruye la materia organica y libera a la solucién digerida los
metales contenidos en la matriz de las muestras, sin que los acidos empleados para dicho

proceso generen interferencias adicionales en la determinacion. Igualmente es importante
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sefalar que el empleo de equipos de microondas diferentes, para la digestion por via

humeda, no afecta el buen desempefio del tratamiento quimico.

En cuanto a la realizacién de diluciones, se confirmo6 que ayudan a disminuir las posibles
interferencias asociadas con la matriz. Asi mismo, la realizacion de la dilucion por via
gravimétrica aumenta la precision con la que se calculan los factores de dilucion, los cuales
son valores importantes para la determinacion de la concentracion de los analitos en las

muestras.

Con respecto a las condiciones analiticas se puede decir en primer lugar, que los is6topos
analitos elegidos para realizar las determinaciones en el ICP-MS, fueron %3Cu y %Zn, por
tener valores altos de abundancia, la menor cantidad posible de interferencias y contar con

formas de eliminarlas en caso de existir.

En segundo lugar, es necesario mencionar que fue elegido el isétopo '““Ru como el mejor
E.l., por tener un comportamiento analitico similar al del analito (correccidén de variaciones
de la respuesta instrumental), ser una sustancia pura, no encontrarse presente en la matriz
en estudio, no interferir en la cuantificacién del analito, encontrarse a una concentracién
constante en todas las disoluciones de estudio y no reaccionar con los demas elementos

presentes.

Igualmente, al realizar la curva de calibracidn (con este mismo E.l.), los valores de R? y del
angulo de la pendiente (0), fueron cercanos a 1 y 45° respectivamente; y al analizar el MRC

(NIST 1577c¢), los valores del error relativo se encontraron dentro del rango aceptado.

141

—
| —



E CONCLUSIONES

También se logro conocer adecuadamente el funcionamiento del ICP-MS, reconociendo la
importancia de llevar a cabo constantemente una limpieza de los conos de niquel, ya que
éstos pueden acumular contaminantes que obstruyan el paso de la muestra hacia el
analizador de masas. Igualmente es necesario cambiar periddicamente las mangueras
capilares que sirven para la introduccién de las muestras, pues con el tiempo pierden su

tension original y evitan que el sistema de introduccion de muestras funcione bien.

Asi mismo, con el flujo adecuado del gas nebulizador se logré6 minimizar de manera
satisfactoria, las interferencias poliatomicas debidas a especies moleculares o doblemente
cargadas, lo cual se midié a través de los cocientes '%CeQ* / 140Ce* y 138Ba?* / 138Ba*
caracterizados a diferentes flujos. Por lo tanto, se lograron optimizar las condiciones
instrumentales bajo las cuales se debe trabajar con el equipo de ICP-MS para realizar
adecuadamente la determinacién de Cu y Zn en matrices biolégicas usando el método del

estandar interno.

Debido a todo lo anterior, se puede decir que el empleo del ICP-MS fue exitoso para la
determinacién de analitos en concentraciones bajas. Pues se obtuvieron valores confiables
con una calidad analitica adecuada, como lo demuestran los parametros de desempeio

de la tabla 42.

Por otra parte, respecto a la aplicacion del método analitico desarrollado en muestras

reales, se concluye que:
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Pese a que las muestras reales eran muy pequefas, se logré determinar la concentracion

de cada uno de los analitos en la gran mayoria de ellas. Es importante notar que al realizar
un analisis quimico, con muestras unicas y de las cuales se tienen cantidades muy
pequeias, es de suma importancia contar con una metodologia analitica confiable, ya que

realizar el analisis conlleva una gran responsabilidad.

En cuanto a las concentraciones de los analitos en las muestras, cabe mencionar que en
general los valores para el Zn son mucho mayores que los de Cu en todos los tejidos
analizados. Lo anterior se confirma al comparar con resultados reportados en la literatura,
pues los valores encontrados para algunos de los tejidos de raton, igualmente son mucho

mas elevados para el Zn que para el Cu.

Los tejidos que presentan las concentraciones mas altas de Cu son bazo e higado, mientras
que la menor se encuentra en el timo. En cambio para el Zn, los tejidos con la mas alta

concentracion son timo, bazo e higado, y la mas baja rinon.

Al analizar el comportamiento de ambos analitos, puede afirmarse que los tejidos con
valores elevados de Cu, en general también tienen altos valores de Zn, mientras que los
que tienen bajos niveles de Cu también tienen poco Zn. El unico tejido que tienen una baja

cantidad de Cu y alta de Zn es el timo.

Finalmente, al estudiar el comportamiento de los analitos Cu y Zn con respecto al niumero

de inhalaciones de la mezcla de gases de 6xidos de Mn y V, a las que fue sometido el raton

del que provienen las muestras; puede decirse que no existe una clara y generalizada
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t:andencia. Se encontré unicamente que para bazos, higados y riflones, hay primero una
disminucidon de las concentraciones de ambos analitos de 0 a 10 inhalaciones,
posteriormente se vuelve a incrementar entre 12 y 22 inhalaciones y finalmente vuelve a
disminuir para 24 y 26 inhalaciones. Para pulmones, testiculos y timos no fue posible

apreciar claramente algun tipo de comportamiento.
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8. ANEXOS

8.1. Certificado MRC Higado de bovino 1577c NIST

.’: }N ational Institute of Standards & Technology
o (ertificate of Analysis

Standard Reference Material® 1577¢

Bovine Liver

Standard Reference Material (SRM) 1577c consists of tissue derived from healthy steers. The material was
collected and prepared under strict protocols designed to preserve the original composition, and to minimize
contamination, SRM 1577¢ is intended primarily for use in evaluating the accuracy of analytical methods for
selected elements in animal tissues and other biological materials, A unit of the SRM consists of one bottle
containing 20 g of freeze-dried liver powder.

Certified Values: Certified values for the mass fraction content of 20 elements are provided in Table 1. The
certified values are based on results from either a primary analytical technique carried out at NIST, or the combined
results from two or more chemically independent analytical techniques obtained at NIST and collaborating expert
laboratories [1]. A NIST certified value is a value for which NIST has the highest confidence in its accuracy in that
all known or suspected sources of bias have been investigated or taken into account [1].

Reference Values: Reference values for the mass fraction content of eight additional elements are provided in
Table 2. Reference values are non-certified values that are the best estimates of the true values. However, the values
do not meet the NIST criteria for certification and are provided with associated uncertainties that may reflect only
measurement precision, may not include all sources of uncertainty, or may reflect a lack of sufficient statistical
agreement among multiple analytical methods [1].

Information Values: Information values for the mass fraction content of two elements are provided in Table 3. An
information value is considered to be a value that will be of interest and use to the SRM user, but for which
insufficient information is available to assess adequately the uncertainty associated with the value, or is a value
derived from a limited number of analyses [1].

Expiration of Certification: The certification of SRM 1577¢ is valid, within the measurement uncertainties
specified, until 01 October 2018, provided the SRM is handled in accordance with the instructions given in this
certificate (see “Instructions for Use™). The certification is nullified if the SRM is damaged, contaminated, or
otherwise modified.

Maintenance of SRM Certification: NIST will monitor this SRM over the period of its certification. If
substantive technical changes occur that affect the certification before the expiration of this certificate, NIST will
notify the purchaser. Return of the attached registration card will facilitate notification.

The coordination of the investigations and technical measurements leading to the certification of this material was
under the leadership of R. Zeisler of the NIST Analytical Chemistry Division.

Consultation on the statistical design of the experimental work and evaluation of the data was provided by
S.D. Leigh of the NIST Statistical Engineering Division,

Support aspects involved in the preparation of this SRM were coordinated through the NIST Measurement Services

Division,
Stephen A. Wise, Chief
Analytical Chemistry Division
Gaithersburg, MD 20899 Robert L. Watters, Jr., Chief
Certificate Issue Date: 15 June 2009 Measurement Services Division
SRM 1577¢ Page 1 of 5
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Collection and preparation of SRM 1577¢ were performed by M.P. Cronise and CN. Fales of the NIST
Measurement Services Division, and E.A, Mackey, R.O. Spatz, and R. Zeisler of the NIST Analytical Chemistry
Division. The bovine liver material was collected at Texas A&M University (College Station, TX) with the
assistance of W.D. James of the Center for Chemical Characterization and Analysis, and R.R. Riley of the
E.M. (Manny) Rosenthal Meat Science and Technology Center.

The technical measurements were performed by S.J. Christopher, R.R. Greenberg, S.E. Long, E.A. Mackey,
K.E. Murphy, B.J. Porter, S.A. Rabb, R.O. Spatz, B.E. Tomlin, L.J. Wood, L.L. Yu, and R. Zeisler of the NIST
Analytical Chemistry Division, and the following collaborating laboratories and analysts: China Institute of Atomic
Energy, Beijing, China: C. Xiao, B. Ni, W. Tian; Massachusetts Institute of Technology, Nuclear Reactor
Laboratory, Cambridge, MA: J. Che, L.-W. Hu; Nuclear Physics Institute ASCR, Rez, Czech Republic: J. Kuéera;
Texas A&M University, College Station, TX, Department of Chemistry: W.D. James and College of Veterinary
Medicine: R.J. Taylor; University of Sdo Paulo, Institute of Chemistry, Sio Paulo, Brazil: C.S. Nomura,
P.V. Oliveira; and USDA Beltsville Agricultural Research Center, Human Nutrition Research Center, Beltsville,
MD: J. Hamly, E. Greene.

NOTICE AND WARNING TO USERS'

Storage: The material should be stored in its original container at room temperature (10 °C to 30 °C). SRM 1577¢
should not be exposed to intense sources of radiation, including ultraviolet light from lamps or sunlight.

Handling: This material was derived from healthy steers. These animals were inspected by a Veterinary Medical
Officer and did not show signs of infectious, contagious, and/or communicable disease. Normal caution and care
should be exercised during the material’s handling and use. Users should be aware of sources of contamination. To
avoid contamination a Class 100 clean-air environment is recommended.

Instructions for Use: Prior to removal of test portions for analysis, the contents of the bottles should be mixed.
The recommended minimum size is 100 mg; see “Homogeneity Assessment” below. The mass fractions of
constituents in SRM 1577c¢ are reported on a dry-mass basis. Desiccator drying over CaSOy (e.g., Drierite) to stable
mass (approximately 10 days) is recommended.

PREPARATION AND ANALYSIS

Sample Collection and Preparation: The liver tissue was collected and processed under observation of principles
for “true and representative” sampling as documented in the protocols for human and marine mammal tissues of the
National Biomonitoring Specimen Bank [2]. The liver tissue was harvested from 31 steers that were slaughtered at
Texas A&M University College of Veterinary Medicine. This material is intended for “in vitro™ diagnostic use
only. The supplier of this material has reported that this material was produced under sanitary conditions and was
derived from clinically healthy animals. The animals were slaughtered for the purpose of teaching bovine anatomy
and how to butcher, The meat from these animals was prepared for retail under the supervision of a State of Texas
meat inspector to ascertain the health of the animals. The livers were excised whole, placed on a clean Teflon sheet,
and inspected. Each liver was rinsed with HPLC-grade water to remove excess blood, bile, and any other
extrancous material. The outer membrane and major blood vessels were removed with titanium blade knives, and
the tissue was cut into portions of approximately 10 em’; 120 kg of fresh tissue was obtained from this process,
frozen in clean Teflon bags, and then shipped to NIST. The tissue was thawed and homogenized at NIST with a
food processor equipped with titanium blades. The resulting paste was poured into glass trays, frozen, and
lyophilized. The dry material was blended again in the food processor before being jet-milled. The resulting fine
powder was radiation sterilized and bottled.

Homogeneity Assessment: The homogeneity of SRM 1577¢ was assessed by analyzing test portions of
approximately 100 mg with high-precision instrumental neutron activation analysis (INAA).

Twelve bottles were randomly selected from the lot and two 100 mg test portions were taken for INAA from
different locations in each bottle, The results for all elements reported by INAA (see Tables 1 and 2) did not reveal

! Certain commercial equipment, instruments, or materials are identified in this report to specify adequately the
experimental procedure. Such identification does not imply recommendation or endorsement by the National
Institute of Standards and Technology, nor does it imply that the materials or equipment identified are necessarily
the best available for the purpose.

SRM 1577¢ Page 2 of §
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any significant components of uncertainty due to heterogeneity; therefore the recommended minimum sample size
is 100 mg. The values and uncertainties reported in this Certificate are valid for a 100 mg minimum sample size,
Analysis of smaller amounts may be subject to additional uncertainties due to heterogeneity.

Analyses with solid-sampling graphite fumace atomic absorption spectrometry (SS-GFASS) using test portions in
the range of 20 pg to 70 pg showed homogeneity for distribution of Cd, Cu, Pb, and Zn within the uncertainty of the
method. For | mg test portions, an uncertainty component from heterogeneity of 1 % to 2 % relative was estimated
from the experimental data for these elements,

Analytical Approach: All elements for which certified and reference values are provided were determined by
using at least one of the following methods carried out at NIST: INAA, radiochemical neutron activation analysis
(RNAA), prompt gamma activation analysis (PGAA), pre-concentration and pre-separation neutron activation
analysis (PNAA), inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS), and ICP optical emission spectrometry
(ICP-OES). NIST values for Cd, Pb, and Se were obtained by using isotope dilution (ID) ICP-MS, and for Hg by
isotope dilution cold vapor (ID/CV) ICP-MS. The measurements were complemented by results provided by
collaborating scientists from research laboratories using ICP-MS, ICP-OES, INAA, RNAA, and SS-GFAAS.

Certified Values and Uncertainties: Certified values were derived from the NIST analytical results and the results
provided by collaborating laboratories, The uncertainty listed with each value is an expanded uncertainty, with
coverage factor 2 (approximately 95 % confidence). The reporting follows the 1SO Guide to the Expression of
Uncertainty in Measurements [3,4,5].

For each element, there is a NIST result with an uncertainty that is complete in terms of coverage of recognized
sources of uncertainties. Except for the elements measured by a single NIST primary method, these results are
combined with results with similarly complete uncertainties from collaborating laboratories, and in certain cases
several results without complete uncertainties. The uncertainties of these results were augmented for probable bias
on the basis of the differences among the results obtained by different methods [3].

Table 1. Certified Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Unit Mass Fraction Element Unit Mass Fraction
AgMPRE ekg 59 + 16 Mn A22P4 mekg 1046 &+ 047
As‘© pgkg  19.6 + 14 Mo AA8EDD - markg 330 + 013
(g ana mgkg 131 + 10 Na (A4 % 02033 + 0.0064
cden pgkg  97.0* &+ 14 Nj b0 pghkg 445 + 92
Co b mgkg 0300 + 0018 Pb'™ nghkg 628 + 10
cr pekg 53 + 14 § (a0df) % 0749  + 0.034
CuA*C08 mokg 2752 + 46 Se A8 mgkg 2031 &+ 0045
Fe (A=) mgkg 19794 &+ 065 Sr®ad pgkg 953 + 42

K 4adn % 1023 & 0064 V4O pg/kg 817  + 066
Mg A4P8 makg 620 + 42 Zn AADED - mokg 181,01 + 1.0
*Alternate statistical method [6]

Analytical techniques used for assignment of certified values; capital letters indicate that the method was used by
NIST.

wa Instrumental neutron activation analysis (INAA)

B9 Inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS)

€ Radiochemical neutron activation analysis (RNAA)

P4 Inductively coupled plasma optical emission spectrometry (ICP-OES)

® Isotope dilution inductively coupled plasma mass spectrometry (ID ICP-MS)

& Prompt gamma activation analysis (PGAA)

@ Pre-concentration pre-separation neutron activation analysis (PNAA)

™ Solid-sampling graphite furnace atomic absorption spectrometry (SS-GFAAS)

@ Isotope dilution cold vapor inductively coupled plasma mass spectrometry (ID/CV ICP-MS)

SRM 1577¢c Page 3 of §
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Reference Values and Uncertainties: Reference values are based on results from one method carried out at NIST
or at NIST and in several collaborating laboratories. The methods of combining the results of different methods
from different laboratories were applied as above. These results do not fulfill the criteria for certification because
they lack a full estimate of method bias. The reporting follows the 1SO Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement [5].

Table 2. Reference Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Unit Mass Fraction Element Unit Mass Fraction

(o Raec % 0287 + 0013 N % 1030 + 034
Cs M ugkg 21.7 + 14 p @4 % 1175 +  0.027
H® % 735 + 024 R mg’kg 353 + 1
Hg™ pgkg 536 + 017 Sb™O pekg 313+ 031

Note: Analytical techniques used for assignment of reference values are provided following Table 1.
Information Values: [nformation values are given to assist users in the assays of two non-certified elements that

may be of interest in method development and other investigations. These information values are based on results
that did not allow complete assessment of all sources of uncertainty.

Table 3. Information Values for Mass Fractions (on a Dry-Mass Basis) of Selected Elements

Element Unit Mass Fraction
Li' pg/kg 12
si'® mg/kg 6

Note: Analytical techniques used for assignment of information values are provided following Table 1.

SUPPLEMENTAL INFORMATION

Particle size:
¢ Figure 1. Particle size distributions in SRM 1577¢ determined in
/N aqueous suspension via laser light scattering instrumentation
5 A (Malvern Mastersizer 2000). Calculated 10, 50, and 90 percentile
/ particle sizes (percent volume of particles smaller than the value)
J \ for SRM 1577¢ are: dyy = 2.31 pm, dys = 7.57 um, dyy = 28.5
Q‘ 4 \ um. Uncertainties in these values are estimated at + 10%
£ \ relative (25).
E 3 ,
: \
2 /
- 2 \\
| / \
a"/ \
“ "’ kl
1 10 100
Size (pm)
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(1

(2]
Bl

[4]
(51

(6]

Users of this SRM should ensure that the certificate in their possession is current.
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8.2. Curvas de secado de las muestras

Masa de la muestra (g

Curva de secado de TESTICULOS de ratén

0 1 2 3 4 5 6

Tiempo (Dias)

Grafica 32. Curva de secado de testiculo de raton en funcion del tiempo.
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Gréfica 33. Curva de secado de riiidn de ratén en funcion del tiempo.
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Grafica 34. Curva de secado de pulmon de ratén en funcién del tiempo.
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Grafica 35. Curva de secado de bazo de ratdn en funcion del tiempo.
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Curva de secado de HIGADOS de raton
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Grafica 36. Curva de secado de higado de ratén en funcién del tiempo.
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Grafica 37. Curva de secado de testiculos de ratén en funcion del tiempo.
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8.3.Programas de digestion para los hornos de microondas

1) MILESTONE

Tiempo Potencia
(min) (W)

1 00:01:00 250
2 00:02:00 0
3 00:05:00 300
4 00:05:00 600
Rotor-control: ON
Twist: OFF

Ventilador: 20 minutos.

Tabla 48. Programa de digestion utilizado para el horno MILESTONE.

2) CEM

m Presion (PSI) [ Tiempo (min) | Rampa (min) | Ventilador (rpm)
1 60 50 10 5

100
60 100 10 5 100
3 60 150 10 5 100

Tabla 49. Programa de digestion utilizado para el horno CEM.
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8.4.Procedimiento para el uso del equipo de ICP-MS

a. Encendido

i. Encender la computadora anexa al equipo de ICP-QMS.

ii. Verificar que el tanque de argon esté abierto.

iii. Encender el mini Split 30 minutos antes de encender el equipo de ICP-QMS.

iv. Para encender el equipo de ICP-QMS se sigue el siguiente orden:
(1) General
(2) Argon
(3) Regulador
(4) Sistema
(5) Electronicos
(6) Vacio
(7) generador de RF
(8) extractor

(9) Recirculador de agua

b. Estabilizacién
i. Si el equipo de ICP-QMS se enciende correctamente en la pantalla de la
computadora se observara el diagrama del equipo en color verde.

ii. Dejar que el equipo de ICP-QMS se estabilice por 15 min.
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c. Programacion

i. Mientras se estabiliza el equipo de ICP-QMS introducir el programa de la
curva de calibracién.
ii. Introducir también los analitos que se quieren analizar y los estandares
internos, especificando para ambos los isétopos que se desean.
iii. Introducir las ecuaciones de correccion de las interferencias isobaricas para

cada uno de los is6topos del analito y del estandar interno.

d. Secuencia de introduccién de muestras
La introduccién al equipo debe de ser por un capilar el cual debe encontrarse limpio, se
ingresan al equipo las disoluciones en el siguiente orden:
(1) Solucién Daily
(2) Estandares de la curva de calibracion
(3) Blancos MRC
(4) MRC
(5) Blancos muestras
(6) Muestras (siempre comenzando por las mas diluidas y

finalizando con las mas concentradas)

e. Apagado del equipo

i. Enjuagar el sistema de introduccion de muestra.

ii. Apagar en el orden contrario de encendido.
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8.5.Calculo de la concentracion de analitos en MRC y muestras

El equipo entrega un informe por cada solucion que se introduce, donde se reportan las
Intensidades Promedio Medidas (M.l.M., por las siglas en inglés de Measurement Intensity

Mean) de cada isétopo, como puede observarse a continuacion:

Sample Information

Report Title: QUANTITATIVE ANALYSIS REPORT

Sample Date/Time: Wednesday, March 20, 2013 16:47:42

Sample ID: 11-3-1

Method Fl_Ie: C:\EIandata\Method\HGGRLZ\HGGRLZtejfdos1 ?1020123reprocmthm0enosisotopos mth
Dataset File: C:\EIandata\Dataset\HGGRLZ20120330prueba\1 1-3-1.805 .
Measurement Unit: cps

Number of Replicates: 3

Summary

Meas. Intens. MeanMassAnalyte ~ Conc. Mean Net Intens. Mean Meas. Intens, RSD
34501.347 45Sc 20.157446 34501.347 0.690
38288.127 89Y 21.338236 38288.127 0.294
7742296 55Mn 6.700443 7742.206 0.907

5160.798 51V 4734423 5160.798 0.143
84800.747 63Cu 156.063814 84800.747 1.625
5386.682 104Ru 20.708039 5386.682 0.684
5529.348 72Ge 20.961467 5529.348 0.936
57418.341 64Zn 261.203457 57418.341 1.385

Figura 20 . Reporte entregado por el equipo de ICP-MS para cada solucion introducida.

Se presenta el calculo de la concentracién de Cu en la solucion “11-3-1” de la figura anterior,
como ejemplo de como se llevo a cabo la determinacion de la concentracion de los analitos

en las muestras de tejidos de ratén estudiados.
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Ejemplo:

Calcular la concentracion del analito Cu, con ayuda de los valores de las intensidades

promedio medidas, para los is6topos analito 3Cu y E.I. 1%“Ru.

Datos:

M.L.M. Analito 53Cu = 84800.747 cps

M.L.M. E.I. 1°Ru = 5386.682 cps

Curva de calibracién (53Cu - '°“Ru): y = 0.1059 x — 0.1898
Factor de dilucién (FD)= 2.00

Volumen Aforo muestra pigerida= 10 mL= 0.01 L

Masa muestra sélida: 0.8034 g

Procedimiento:

1) Se hace el calculo del cociente de las intensidades promedio (analito / E.I.):

Ipnaiito _ 84800.747 cps

= = 15.743 ....... 13
Ig ;. 5386.682 cps [13]

2) El valor del cociente obtenido, se compara con su respectiva curva de calibracion

(ecuacion lineal $3Cu con '°“Ru):

y = 0.1059x - 0.1898 .......[14]
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Donde:

_ IAnalito

Ig,,
x = [Cu]

Sustituyendo:

I ,
Analito _ 0.1059[Cu] — 0.1898........[15]

IE.I.

3) El valor de los cocientes obtenido en el inciso 1, se sustituye en la ecuacion anterior y se

despeja la concentracion de Cu:
15.743 = 0.1059[Cu](11_5_1) — 0.1898
Despejando [Cu](11-5-1):

15.743 + 0.1898
0.1059 L/ g

[Cul(11-5-1) = = 15045119/, ......[16]

Este resultado es el valor de la concentracién de Cu en la disolucién IN SITU, es decir, la

que se introdujo al equipo (11-5-1).
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Puesto que la pendiente de la curva de calibracion tiene unidades de Lug™, el resultado

obtenido de la ecuacion anterior tiene unidades de pgL™.

4) Este valor debe ser corregido por el promedio de la concentracion de Cu en los blancos

reactivos, pertenecientes al mismo lote de digestion de la muestra:

[Cul Biancos Reactivos = 7.761 ll'g/[,

[Cu]Corregida = [Cu](11—5—1) - [Cu]Blancos Reactivos = *+* [17]

[Culcorregiaa = 150.45119/, — 776119/, = 142.690"9/,

5) Este valor corregido, posteriormente debe ser multiplicado por su respectivo factor de

dilucion, para asi obtener el valor de la concentracion del analito en la muestra “digerida”:

[Cu]Muestra Digerida = FD x [Cu]Corregida oo [18]

Donde:

FD = 2.00

[Culuestra pigeriaa = 2:00 x 142.69019/, = 28538019/,
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6) Ahora se procede a calcular la concentracion de analito en la muestra sdlida, conociendo

el valor de la masa de ésta:

Volamen L
foro ( )> e [19]

[Culmuestra sstiaza = [CUlpmuestra Digerida < Masagesera (9)

Donde:

Masaestrq = 0.8034g

Volamengforo = 10mL = 0.01 L

0.01L

Bt ng
08034g> 35525/

[Cu]Muestra Solida = (285'380 p-g/L) (

Es necesario hacer la siguiente aclaracion:

[AnalitO]Muestra sélida = [Analito] = CExperimental

Lo anterior, debido a que en los apartados del punto 6 de este trabajo, asi se les llamé a
todos los valores obtenidos tanto para el MRC como para las muestras; que fueron

calculados mediante el mismo procedimiento.

De la misma manera se realizan los calculos, para conocer las concentraciones de cada

uno de los analitos de interés, tanto en el MRC como en las muestras de tejidos de ratén.

[ 1 )
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8.6.Certificado MRC Higado de bovino High Purity Standards lote #529004

PO Box 41727

FAX: (843) 767-
ll igH-PURITY
STANDARDS

CAT.NO.CRM-BL

Charlogton, S0 254275
TEL: {843} 7a7-

7900
FO06

Certificate of Analpgis

HPS Certified Reference Material

Bovine Liver Sclution
Lot # 529004

Saurce Standard
Souree Purity Matrix Concentration
High Purity Metals,  99.99+% HNO;. 43 pemb & 0.5%

Salts. or Oxides See Elements and

Concenirations on Back

This spectrometric standard solution has been prepared from high-purity reference
maicrials, Subboiled high-purity acid has been used to place the materials in solution and
10 stahbilize the standard. The matrix is as noted above in 18 megaohm dejonized watcr,

“T'he reference materials have been assayed by optical emission spectrometry and atomic
absorplion spectrometry,

The standard has been prepared gravimetrically by weighing the reference material to 5
significant figures. Volumetric glassware has been calibrated pravimettically to 3
significant figures.

The Standard Coneentration has been verified by ICP-OES against an independent

source which is dircctly traceable to National Institute of Standards and Technology,
Standard Reference Material No. 3100 Senies prier to shipping.

This standard is valid for six months from the shipping date provided the solution is
kept tightly capped and stored under normal laborat

conditions.
Ll
ey X Tk O e
SxnBaas b Theodore C. Rains, Fh.D.
RASDS ATY ACHED) President
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CERTIFIED REFERENCE MATERIAL

Bovine Liver Solution

Element List
(pg/mL)

Aluminum 0.2
Arsenic 0.0005
Barium 0.01
Bromide 0.09
Cadmium 0.003
Calcium 1.2
Chlonde 25
Chromium 0.001
Cobalt 0.002
Copper 2
Iron 3
Lead. - 0.003
Magnesium 6
Manganese 0.1
Nickel 0.002
Phosphorus 110
Potassium 100
Rubidium 0.2
Selenium 0.01
Silicon 0.2
Sodium 25
Sulfur 80
Vanadium 0.0005
Zing 1.5
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[GH-PURITY STANDARDS
r.0. Box 41727 Phone: (843) 767-7900
Charleston, 5C 10423

Fax:  (843) 767-7906

MATERIAL SAFETY DATA SHEET

CRM Bovine Liver Solution
Car, No, CEMBL

fssue Date: 10-20-05

SECTION 1 - Product Identification/Hazardous Ingredients

Formula: MN/A Concentration: pgfml Molecular Weight: _N/A
TSCA: YES CAS MO 7697-37-2

Component: Trags Metals, Salts, or Oxides n 4% HNO, + Balange HpO TLV/TWA: £ h Mot Estab, 5 me'm?
STEL: _N/A PEL: _N/A Touicity: _N/A

SECTION I1 - Physical/Chemical Characteristics

Boiling Point: L Vapor Pressure (mm): _NAA Yapor Density (airt 1 _N/A
Freezing Point: MYA Specific Gravity (Ha0 = 1y _N/A_ Solubility in H20: _Complete
Appearance/Odor: Clcar, odotless solution
SECTION III - Fire and Explosion Hazard Data
Flash Point: _IN/A Auto Ignition Temperature: N/A Lewer Explosion Level: _MAA
WFPA - Rating: _N/A Extinguishing Media: _Use appropriate
Special Fire-Fighting Procedures: _Firefighters should wear proper protective equipment and Effﬂgﬂﬂiﬂi___d
sit iy mode.

Unuzual Fires Explosion Hazards: _NrA —
Toxie Gases Produced: N{'-'_a e

| 1
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JECTION IV - Reacting Data

Upstable () Stable: (X)

Conditions 10 Avoid: _Metals, hydroxides. carbonates, cvanides

Incompatibles: _Strong reducing agents

Hazardous Decomposition: __NO

SECTION V - Health Hazard Data

Routes of Entry: _Inhalation, eve contact, skin contact

Carcinogenicity: NTP: _Yes IARC: _Yes OSHA reg: _Yes

Emergency First Aid Procedures: _CALL A PHYSICIAN; If swallowed, do pot induce vomiting, if conscious
ive water, mij COse O in with ple water,

SECTION V1 - Precautions for Safe Handling and Use

Special Precantions: _Keep container tightly closed

In Case of Spill or Discharge: _Remove source of ignition il hvdrogen is a hazard, Provide optimum
ventitation, Flush to holding area for nentralization, _
Disposal Procedures: _Follow Federal, Stwte and Local regulations for acid waste,

EPA Hazardous Waste #: _N/A

SECTION VII - Protective Equipment

Respiratory Pratection: _NIOSH approved respirator

Ventilation: Local Exhawst (X) Mechanical ()

Protective Gloves: _Proper gloves

Eye Protection: _Safety glasses with side shiclds
Other: lab : vernt

NOTICE

The data and information as stated was fumnished by the manufacturer of the product. I.'-{-FE
products are intended for laboratory use only. All Fndmbiiduﬂdhthmdlnﬁﬂﬂm‘twm”d

professional personnel only. The responsibility for the safe handling and use of these products Iest
solely with the buyer and/or user. Theodore C. Rains, Ph.D. 10-20-05.
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