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Resumen

El Plomo tiene efectos tdxicos sobre la salud del ser humano, principalmente asociados a
encefalopatias, irritabilidad, enfermedades de rifion y alteraciones de las funciones reproductivas. El
pelo y las ufias son matrices alternativas para realizar el monitoreo de éste metal y pueden ser
usadas como un indice a la exposicion medioambiental a este metal pesado.

En esta memoria de Titulo se desarroll6 un método de determinacion de Pb en muestras de pelo y
ufias mediante el uso de la técnica de suspensiones (“slurries”) mediante Espectroscopia de
Absorcién Atdmica con Horno de Grafito. Se estudiaron los parametros que afectan la preparacion
de la suspension e inyeccién de la muestra, entre éstos el efecto del tamafio de particulas, cantidad
de pl de suspension inyectada en la plataforma de L’Vov, la influencia de la agitacion manual antes
de la inyeccion y la cantidad de material usado para preparar ésta. Se encontr6 que la mejor
suspensién se obtiene al usar particulas entre 38 y 45 um de tamafio, que suspensiones preparadas
con 20 mg de s6lido en 5 mL finales es adecuada, que el volumen a inyectar sobre la plataforma no
debe superar los 10 pL y que una agitacion de la suspensién antes de cada medicidn es un paso
necesario para la obtencién de resultados reproducibles y que eviten desviaciones de la ley de Beer.
Se aplico un disefio experimental exploratorio 252 para dilucidar los factores que ejercen un efecto
significativo sobre la sefial instrumental obtenida en soluciones acuosas y en suspensiones de las
matrices pelo y ufias, teniendo en cuenta cinco variables que permiten describir dicha sefial (area,
altura, sefial de background, ancho de peak y tiempo de aparicion de la sefial). Los factores
estudiados fueron: Temperatura de carbonizacién, Temperatura de atomizacion, tipo y cantidad de
modificador usado, cantidad de acido dentro de la suspension y cantidad de agente surfactante,
encontrandose que las mejores condiciones para obtener la mejor sefial analitica para ambas
matrices eran el uso de Glicerol al 2% p/v como agente surfactante, 0,5% v/v de acido nitrico,

modificador NHsH.PO,4 al 2% v/v, temperatura de carbonizacion de 1000°C y 2200°C para la



temperatura de atomizacion. Para optimizar tres de los pardmetros instrumentales se aplic6 un
disefio factorial total 3% usando soluciones acuosas donde se encontré que el uso de 0,2% v/v de
HNOs, 900°C de temperatura de carbonizacion y 1800°C de atomizacion, son suficientes para
obtener la mejor sefial analitica. Sin embargo para las matrices se emplearon 1000 y 1800°C para
completar la descomposicién de la matriz y obtener una mejor forma de las sefiales analiticas.
Todos los disefios multivariados fueron interpretados mediante ANOVA.

Con los parametros optimizados, se realiz6 una curva de calibracion acuosa desde donde se
obtuvieron los parametros de calidad analitica a del método instrumental. EI modelo de regresién
lineal para concentraciones entre 0 y 40 pg/L present6 un coeficiente de determinacion de 0,9927
con un valor LOQ de 8,14y LOD de 2,44 ug/L, respectivamente.

Finalmente, una vez optimizados los factores significativos tanto para soluciones acuosas como
para ambos tipos de matriz, se procedi6 a aplicar la metodologia desarrollada en diez pares de
muestras reales de pelo y ufia preparadas como suspensiones y provenientes de voluntarios no
expuestos a fuentes directas de Plomo. La cuantificacién de Pb en ambas matrices se realizd
mediante el método de adicion estandar, luego de haber comprobado una leve interferencia de
matriz especialmente en pelo, cuando se compararon las respectivas pendientes con aquella
obtenida para la curva de calibracion acuosa. Con dicho método de calibracién, se obtuvieron
coeficientes de determinacion en la mayoria de los casos iguales o superiores a 0,99 los que son

adecuados para la determinacion de elementos sub-traza en matrices complejas.



Summary

“Direct determination of Lead by Electrothermal Atomic Absorption

Spectrometry in hair and fingernails slurries as exposition biomarkers *

Lead induces toxic effects on human’s health, such as encephalopathies, behavior changes, kidney
diseases and reproductive functions alterations. Hair and fingernails are alternative biomarkers for
monitoring this particular heavy metal, and they can be used as an index of environmental exposure.
In this study it was developed a Lead determination method in hair and fingernails samples by using
the Slurry sampling technique for Atomic Absorption Spectrometry with Graphite Furnace.

The parameters that affect the slurry preparation, like size particle effect, slurry agitation, the
amount of uL injected on the L’Vov platform and the amount of material to prepare the slurry, were
studied.

According to the results, the best slurry is obtained by using particle sizes between 38 and 45 um,
slurries prepared with 20 mg of solid material in 5 ml of final volume, an injection of no more than

10 uL on the L’Vov platform with an agitation previous step immediately before every measure.

A screening factor design 252 was applied in order to study the factors that have a significant effect
on the instrumental signal for hair and fingernails samples, taking into account five variables that
allow describing it, like area, peak height, background signal, broadening of the peak and the signal
apparition time.

The carbonization and atomization temperatures, type and amount of modifier used, acid
concentration in the slurry and type and amount of surfactant agent effects, were studied. The best
slurry instrumental conditions were the use of Glicerol 2% w/v, 0,5% v/v of nitric acid, NHsH.PO.

2% v/v modifier, 1000°C and 2200°C of carbonization and atomization temperatures, respectively.
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In order to optimize three instrumental parameters, a 32 total factorial design, was carried out using
aqueous solutions, founding that the use of HNO3s0,2% v/v, a carbonization temperature of 900°C
and 1800°C for atomization, are the best conditions for obtaining the best analytical signal.
However, for hair and fingernails samples, the use of 1000°C and 1800°C are better conditions for
complete matrix decomposition and to achieve better signals shapes.

All these multivariate designs were interpreted by ANOVA.

With the optimum parameters, a calibration curve with aqueous solutions was carried out, obtaining
the quality analytical parameters for the instrumental method. According to the lineal regression
model, for concentrations between 0 and 40 pg/L, the determination coefficient was of 0,9927 and
the LOQ and LOD values were 8,14 and 2,44 pg/L, respectively.

Finally, with the significant factors for aqueous solutions and for both matrixes, this method was
applied to ten pairs of hair and fingernails slurry samples, from no exposed volunteers to direct
sources of Lead.

The quantification of Lead in both matrixes was carried out by standard addition method, after
having a slight matrix interference of hair when the slopes of aqueous solutions and hair
regressions were compared. With this quantification method, good determination coefficients
were obtain, all equal or higher than 0,99 values. In most cases these values were adequate for the

measurement of sub trace elements in these complex matrixes.
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1. Introduccion

La industrializacion, urbanizacidon, operaciones a nivel de la industria minera y metalurgica,
el incremento del trafico vehicular y el uso de fertilizantes y pesticidas en la agricultura han
provocado un gran aumento en la contaminacion del medioambiente por metales pesados tales
como Cadmio, Mercurio y Plomo. Este ultimo es de gran interés debido a que puede producir una
gran variedad de efectos adversos en la salud tales como encefalopatias, irritabilidad, enfermedades
de rifion y alteraciones a las funciones reproductivas, todas asociadas a niveles de exposicion

crénica bajos intermedios, debido a la ingesta de alimentos, aguay aire [1].

Asi, no solo la poblacion expuesta ocupacionalmente (poblacion de alto riesgo) se vera
afectada ya sea por intoxicacion aguda y/o crénica, sino que también la poblacion general sera
susceptible a exposicidn cronica de pequefias dosis por largo tiempo. Existen escasos estudios en
Chile respecto a niveles de exposicion a plomo de la poblacion. Motivo de estudio han sido las
ciudades de Antofagasta, Arica y Santiago. A nivel internacional, los limites maximos para niveles
de plomo en sangre han ido variando en funcién de los antecedentes anteriores. Desde 1991, se
considera que niveles > 10 ug/dl son riesgosos para la salud, recomendacién valida para EEUU y
para la Organizacion Mundial de la Salud. Un estudio realizado en Santiago revel6 que un 6.4% de
lactantes de 18 meses tiene niveles > 10 ug/dl, con un promedio de 5 ug/dl; el mismo promedio en
Estados Unidos en nifios (1 -5 afios) en 1994 era de 2.7 pg/dl. En Antofagasta, se determin6 una
media geométrica de 8.7 ug/dl en nifios expuestos y de 4.22 pg/dl en no expuestos, sin embargo un

47% de la poblacion estudiada tenia niveles sobre 10 pg/dl [2].

La principal matriz para analizar la concentracion de Plomo presente en el organismo es la
sangre, pero su debilidad radica en su poca capacidad para diferenciar entre una exposicion cronica

de niveles bajos por largo tiempo de una exposicion a niveles altos en un corto tiempo usando solo
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una muestra de sangre, por lo que se necesitan varias mediciones para obtener una estimacién
de los efectos de éste metal sobre la salud. Esta dificultad en evaluar la naturaleza exacta de la
exposicion depende no solo de mejorar las técnicas analiticas actuales, sino que también pasa por
comprender su compleja toxico-cinética dentro del cuerpo humano. Uno de los primeros estudios
sobre este tema [3] estableci6 un modelo de tres compartimentos el que es reconocido en la
literatura actual [4]. En el primero, el plomo ingerido o inhalado pasa al torrente sanguineo vy tiene
una vida media de 35 dias, desde éste se intercambia a los compartimientos contiguos y a la orina.
El segundo corresponde al plomo que es transferido a los tejidos blandos teniendo como via de
excrecion estructuras integumentarias (pelo, ufias, sudor) y pérdidas a través del tracto alimentario
en fluidos tales como saliva, bilis, secreciones gastricas y pancreéaticas. En este “pool” la vida
media es de 40 dias. El tercero corresponde al plomo que reside en el esqueleto el cual se mueve al
torrente sanguineo y puede permanecer en los huesos por mas de 30 afios. Asi, el plomo es
secretado del cuerpo en una pequefia cantidad, pero es su permanencia en el esqueleto que puede

producir los efectos a largo o corto plazo cuando hay una exposicion continua.

Es por este complejo modelo tri-compartimentado, donde el plomo circula entre la sangre, los
huesos vy los tejidos blandos, que la sangre no corresponde a un bio-marcador lo suficientemente
sensible como para diferenciar entre los diferentes niveles de plomo a la cual un individuo pueda
estar expuesto, por lo que existe hoy un renovado interés en la blsqueda de bio-marcadores

alternativos entre éstos plasma, saliva, pelo, ufias, orina 'y huesos.

El pelo y las ufias, a diferencia de la sangre, permiten evaluar la exposicion crénica o a lo
largo plazo de un periodo determinado de tiempo, gracias a que tienen una tasa de crecimiento
constante (0,1 mm. por dia las ufias y entre 0,07 mm. a 0,1mm. por dia el pelo) y porque son
productos metabdlicos finales capaces de incorporar varios elementos dentro de su estructura, a
medida que van creciendo. Ademas, las ventajas de trabajar con este tipo de muestras son

principalmente su facil obtencion, preservacion y estabilidad luego de la recoleccion, se obtienen



mediante técnicas no invasivas y no constituyen un gran costo de transporte o
almacenamiento. En estudios muy recientes se ha empleado ufias como bioindicador de exposicion
a plomo, encontrdndose concentraciones altamente significativas segun el habito de fumar, la
presencia de stress mental y dolor de pecho, ademas se establecieron diferencias al considerar
distintos intervalos etarios [5]. También se han comparado las concentraciones en pelo y ufia en
poblaciones urbanas y rurales y segln tipo de empleo, la presencia de hipertension, diabetes y

enfermedad coronaria, edad, sexo y habito de fumar [6,7].

Tanto el pelo como las ufias estan compuestos principalmente por queratina, una proteina
fibrosa rica en azufre, que les confiere dureza y a su vez propiedades similares que llevan a pensar
en su utilidad a la hora de usarlos como bio-marcadores [4]. Debido a que cada una de estas
matrices crece a una razon constante, proveen una ventana de vigilancia mucho mayor (meses o
semanas, dependiendo del largo), lo que permite establecer un calendario de la exposicion
retrospectivamente. En general, se puede decir que el mecanismo de incorporacién de las sustancias
quimicas al pelo puede producirse desde la sangre hasta su raiz, desde el sudor y el sebo y desde al
ambiente externo. Pero aun asi el mecanismo exacto de incorporacion es desconocido y solo se ha
podido teorizar al respecto. La presencia de aminoécidos que contienen grupos sulfhidrilos, que
pueden formar enlaces S-S entrecruzados para estabilizar la red proteica de la fibra, es mencionada
como una posibilidad de unién [8], ademas de la gran afinidad que tienen los metales por los grupos
sulfidrilos de la queratina. Aun cuando hasta la fecha existan numerosos estudios donde se evalla la
confiabilidad de usar el pelo [9-14] y las ufias [7,15-17] como bio-marcadores utiles para medir la
exposicion a Plomo, todavia existe dentro de la comunidad cientifica el debate sobre sus
limitaciones para diferenciar entre el contenido de plomo end6geno del contenido exdgeno, asi
como también diferenciar la cantidad de plomo existente en diferentes poblaciones, dependiendo de

la edad, sexo, color de pelo y habitos de fumar.



Debido a que las ufias y el pelo son muestras sélidas es comun que para la determinacion
analitica se utilice un pre-tratamiento de digestion &cida o alcalina [18], pero esta metodologia
presenta varias desventajas. Este tipo de digestiones y sobretodo en muestras biolégicas, alargan el
analisis, ademas de consumir grandes volumenes de &cidos minerales. Generalmente, en las
digestiones &cidas se usa &cido nitrico, con la desventaja de la formacion de humos nitrosos,
altamente carcinogénicos y con el riesgo a la vez de la pérdida del analito por volatilizacion y de

producir contaminaciones por el alto grado de manipulacion de la muestra.

El uso de suspensiones (“slurries™) es la alternativa para estudiar muestras solidas, ya que no
presentan las desventajas descritas anteriormente. Permiten la medicidn directa en solidos mediante
técnicas tales como fluorescencia de rayos X, emisiéon por llama o arco, plasma inductivamente
acoplado y espectrometria de absorcion atdmica, ademas de combinar las cualidades de las muestras

acuosas y sélidas, todas en una.

La evolucion de la técnica de Espectrometria de Absorcion Atdmica Electrotérmica (ETAAS)
mediante el uso de plataforma de L’Vov, modificadores de matriz y adecuado procesamiento de
sefiales contribuye a las aplicaciones de rutina de esta alternativa de muestreo de sélidos. Entre sus
cualidades se encuentran la posibilidad de diluir las suspensiones o de introducir pequefios
volimenes de muestra al Horno de Grafito, lo que permite la determinacion de concentraciones
altas de analito, la facilidad para adicionar modificadores de matriz y usar el método de adicién
estandar, la introduccion misma de la muestra es facil, comparada con la introduccion directa de un
solido, la velocidad del analisis es la misma que para soluciones acuosas y es posible el analisis

secuencial multi-elemental con la misma suspension [19].

Al usar la metodologia de muestras en suspensiones medidas por Espectrometria de
Absorcion Atomica Electrotérmica o Slurry Sampling (SS-ETAAS) se deben considerar diversos
factores, que influiran directamente en la calidad de la medicion analitica [20]. Dentro de estos

factores los mas importantes son: tamafio de particulas usadas en la suspension, medio liquido de
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suspensidn, agentes estabilizantes, sistema de homogeneizacion y el uso de modificadores de
matriz adecuados. El tamafio de particulas es importante para asegurar la estabilidad y
homogeneidad de la suspension, ademas de afectar la exactitud y precision de la medicidn analitica.
En general, particulas desde 300 um [21] hasta 50 pm [22] han sido usadas con buenos resultados,
pero se recomienda el uso de particulas < a 50 um con una estrecha distribucion, ya que al usar
particulas de mayor tamafio puede resultar en un mayor deterioro del recubrimiento del horno,
ademas de formar mas residuos carbonosos dentro de la plataforma de L.’Vov. Por lo tanto, un paso
de molienda y/o tamizado debe ser adoptado para la obtencién adecuada del tamafio de particulas,
teniendo siempre en cuenta la posible contaminacion que resulta del contacto entre la muestra y el

equipo de molienda y/o tamiz.

Con respecto al medio de suspension, generalmente se usan medios acidos y oxidantes, que
ayudan a la extraccion del analito desde la suspension al medio, mejorando asi la precision. El
acido nitrico diluido es el mas usado, ya que no solo presenta ventajas sobre el medio de
suspensién, sino que también puede ser usado como modificador de matriz. En este caso,
concentraciones entre 0,5%(v/v) y 2%(v/v) de acido son aceptadas, para evitar la corrosién del tubo
de grafito que puede suceder a concentraciones mas altas. Los agentes de estabilizacién, por otro
lado ayudan a simplificar la preparacion de suspensiones homogéneas, ya que mojan el material
solido, dispersando los aglomerados, evitando su precipitacién y la necesidad de re-homogenizacién
luego de cada medicion. En el caso de matrices organicas, Glycerol [9] y Triton X-100 [23] son los
mas usados. Se debe tener especial cuidado en elegir la cantidad de agente adecuado, ya que una
alta cantidad podria aumentar la sefal del blanco, la senal de fondo o “background” y producir
interferencias quimicas. Los sistemas de homogeneizacion también son importantes para obtener
una suspension estable. La apropiada agitacion de la suspension antes de la medicion asegura la
representatividad del analito dentro de la suspension inyectada, ademas de asegurar que una

apropiada cantidad de particulas entren al horno de grafito. Un minimo de 50 particulas de material



solido deben ser inyectadas, [21] y esto dependera principalmente de la homogeneidad del
material, la distribucién del analito en el so6lido, su densidad, el tamafio de particulas y la
distribucion del analito en la suspension. Otro hecho demostrado es que la homogeneidad de la
suspensidn estard relacionada principalmente con la cantidad de material usado para preparar la
suspension y asi la precision no estara relacionada con la cantidad de material inyectado en el horno
de grafito [24]. La razdén masa/volumen de la suspension debe ser éptima para que se cumpla con la
representatividad de la alicuota inyectada, especialmente si se emplea como técnica de extraccion
del analito en la misma suspension. Sin embargo un incremento en la concentracion de la muestra
aumentara los efectos de matriz debido a la mayor cantidad de elementos concomitantes en el

atomizador.

El uso de modificadores de matriz en el analisis de muestras de pelo para la determinacion
de Pb es fundamental debido a la gran cantidad que es introducida dentro del atomizador, lo que
lleva al uso de temperaturas de pirélisis muy altas para poder carbonizar todo ese material, evitando
la volatilizacién prematura del elemento. Los modificadores mas usados en este caso son Pd,
Pd+Mg(NOs), y NHsH2PO4 [9,12,14]. La eficiencia de estos modificadores de matriz dependera de
su mecanismo de accidn, ya sea sobre el analito o sobre la matriz y del programa de temperaturas
del horno de grafito en el que actia. En el caso de las ufias, no existen referencias en la literatura
donde se encuentre informacion sobre su comportamiento en suspensiones, pero se puede teorizar
que al ser ambas de similar composicion, las ufias deberian comportarse de igual manera frente a

todos los factores mencionados anteriormente.

Aun cuando SS-ETAAS ha ido evolucionando a través del tiempo, la optimizacién de cada
uno de los factores mencionados causa, en la mayoria de los casos, el aumento en el tiempo de
desarrollo de la metodologia, por lo que la aplicacion de calibraciones multi-variadas mediante
modelos estadisticos es una alternativa para optimizar en pocos experimentos los factores que

realmente son significativos para la obtencién de las mejores condiciones en las que se puede



realizar una medicion. En la actualidad, el uso de modelos multi-variados aplicados a las
mediciones en ETAAS es escaso y principalmente orientado a la investigacion de errores
sistematicos producidos en este tipo de anélisis [25] y al manejo de las interferencias espectrales y

guimicas producidas en el analisis de muestras sélidas [26].

En la presente memoria, se desarrollé una metodologia para obtener suspensiones de pelo y
ufias mediante el uso de métodos multi-variados para la realizacion de estudios exploratorios
relacionados con los multiples factores que pueden influir en la obtencion de sefiales adecuadas en
ETAAS para la determinacion de Pb en pelo y ufias. De igual forma, atendiendo a los factores
significativos encontrados se optimizaron éstos para la obtencion de resultados que cumplan con los
requisitos para determinaciones a niveles ultra-traza en que se encuentran este tipo de elementos en
las matrices seleccionadas. Ademas se aplicd la metodologia desarrollada en 10 muestras reales
tanto de ufia como de pelo, de personas no expuestas directamente a fuentes de plomo, lo que
aportaria con datos recientes al estudio de la factibilidad del uso de pelo y ufias como bio-

marcadores de la exposicién a plomo.



2. Hipotesis

El estudio y optimizacion sistematica mediante herramientas quimiométricas de los parametros que
influyen en la preparacion de suspensiones de pelo y ufia como también de los factores que influyen
en la determinacion instrumental de Pb en dichas matrices conducira al desarrollo de un método
que permita la obtencién de limites de deteccion y cuantificacion adecuados, como también de una
exactitud y precision acordes con la condicion de elemento traza o subtraza de este elemento en

matrices bioldgicas.



3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Desarrollo de un método que permita la determinacion de Plomo en muestras de pelo y ufias
mediante Espectroscopia de absorcion Atomica con Horno de Grafito empleando herramientas

quimiométricas para la optimizacion de pardmetros instrumentales.

2.2 Objetivos Especificos

e Definir la importancia del uso de la molienda criogénica en la obtencién de suspensiones

estables y reproducibles

e Desarrollar y optimizar un método de preparacion de suspensiones de pelo y ufia

adecuado para la determinacién de Pb mediante GFAAS.

e Definir las condiciones Optimas de secado, carbonizacion y atomizacion, como también el
uso del mejor modificador de matriz en muestras reales para la determinacién

instrumental.

e Aplicar dicha metodologia en un nimero limitado de muestras de pelo y ufia provenientes
de individuos pertenecientes a poblaciones con diferentes caracteristicas, con fines de

comparacion.



4. Procedimiento Experimental

4.1 Materiales y Equipos

4.1.1 Materiales
e Micropipeta de desplazamiento de aire 200 pL-1000 pL Brand
e Micropipeta de desplazamiento de aire 10 uL-50 uLL Brand

e Material de Vidrio de uso general y volumétrico clase A

4.1.2 Reactivos
e Acido Nitrico 65%, PA Merck
e Acetona Grado Pesticida Fischer Scientific
¢ Nitrato de Magnesio Hexahidratado 99,995 + % Aldrich Chem.
e Paladio en polvo 99,999%, Aldrich
e Fosfato Acido de Amonio Merck 0,0005% Pb
e Glicerol PA Winkler 0,00008% Pb
e Triton X-100 Sigma
e Plomo Titrisol 1,000 g L, Merck
e Argo6n 99,998% (H.0O < 2 ppm, Oz < 2 ppm, N2 < 3 ppm) AGA

e Agua calidad Nanogrado

4.1.3 Soluciones
e Soluciones de Plomo. A partir de una solucién Titrisol de 1.000 g L se obtuvo por
dilucion con agua nanogrado una solucion de 10 pg/mL. A partir de ésta solucion se

obtuvieron soluciones de calibracion de 8, 16, 24, 32 y 40 pg/L.
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e Solucion de Fosfato Acido de Amonio 4% p/v. Se pes6 4 g de NH4H.PO, v se diluyd a
100 mL con agua calidad nanogrado. Con el fin de remover las trazas de plomo presentes
en esta solucion, se le agreg6 0,1 mL de Tritbn X-100 junto con 1 mL de
Pirrolidinditiocarbamato de Amonio al 1% y se agité en un embudo de decantacién junto
con 20 mL de Cloroformo, descartando la fase organica. De la solucion resultante, se

obtuvieron soluciones de 1% v/v y 2% v/v, diluyendo con agua nanogrado.

e Solucién de Nitrato de Magnesio. Se pesaron 40 mg y 80 mg de Mg(NOs). y se diluy6 a

10 mL para obtener soluciones de 0,4% p/v y 0,8% p/v, respectivamente

4.1.4 Equipos
o Espectrofotometro de Absorcién Atdémica Perkin Elmer 1100 B, equipado con Horno de
Grafito HG-700, Corrector de Fondo con ldampara de Deuterio, Muestreador Automatico
AS-70 y Impresora Epson LQ-570.
e Lampara de catodo hueco de Plomo Perkin Elmer
e Horno de Grafito Pirolitico con plataforma de L’VOV, Perkin Elmer (n° serie 112660).

e Molino Criogénico Spex modelo 6750

4.1.5 Equipos de Uso General
e Balanza Analitica 40SM — 200AS Precisa.
e Balanza 4000C Precisa.
e Equipo Purificador de Agua Nanopure Ultrapure Water System Barnstead.
e Bateria de Tamices USA Standard Test Sieve 38 uM y 45 uM Gilson Company
e Medidor de Tamafio de particulas

e Ultrasonido Transsonic Digital ElIma
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4.1.6 Muestras

Para todos los estudios de optimizacion de parametros instrumentales e interferencias de matriz,
se utilizd un homogenizado de pelo y ufias, preparado en el momento, obtenido a partir de
muestras de personas voluntarias. Las muestras de pelo y ufias fueron almacenadas a temperatura
ambiente en sobres de papel. Para el estudio en muestras reales, se utilizaron muestras de pelo y

ufias de 10 personas diferentes, no expuestas ocupacionalmente.

4.2 Métodos

4.2.1 Procedimiento General

Las muestras de pelo y ufias, una vez obtenidas, son sometidas a un riguroso proceso de lavado
para eliminar la posible contaminacion exdgena que éstas pueden presentar. Luego, se las somete
a un ciclo de molienda criogénica de aproximadamente 3 min, para ser tamizadas en tamices de
acero inoxidable desde donde solo se ocupa la fraccion de 45 uM. Se pesan 20 mg de éste
material sélido y se traspasa a un matraz volumétrico de 5mL, el cual es ajustado al volumen
correspondiente con 4% p/v de glicerol y 0,5% v/v de HNOgs. De ésta suspension se extrae 1 mL a
un vaso del muestreador automatico, desde el cual se inyectan 10 uL de suspension junto con 10
uL del modificador sobre la plataforma de L’Vov dentro el Horno de Grafito. El programa de
temperaturas y la secuencia del muestreador automatico se muestran en las tablas 4.1y 4.2. En la
tabla 4.1; las etapas 1 y 2 corresponden al secado de las muestra; la etapa 3 a la carbonizacién de
la materia orgénica y volatilizacion de la matriz; la etapa 4 a la atomizacion del analito; la 5 a la
limpieza de horno y la 6 a un enfriamiento previo a la siguiente inyeccion. Las sefiales fueron
procesadas como unidades de area (A-s) con un periodo de integracion de 5 s. El flujo de gas
inerte fue cortado en la etapa de atomizacién, funcionando a 300 mL/min en las etapas previas y

en la etapa de limpieza.
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La longitud de onda utilizada fue 283.3 nm con un slit de 0,7 nm. La fuente de poder de la

lampara fue ajustada a 7 mV y las mediciones fueron realizadas con corrector de fondo (lampara

de deuterio) y en modo AA-BG.

Tabla 4.1 Programa de Temperaturas Horno de Grafito

Etapa Temperatura Tiempo () Flujo de Gas Ciclo de
Horno (C°) Rampa Hold (mL min?) Lectura (s)
1 100 o X 300 -
10° 10°
2* 280 40 10 300 -
3 Variable Variable Variable 300 -
4 Variable 0 5 0 0.0
5 2500 2 3 300 -
6 30 2 3 300 -

* Esta etapa se adopt6 solo para el programa de suspensiones
a) Programa de soluciones acuosas
b) Programa en suspensiones

Tabla 4.2 Secuencia del Muestreador Automatico

NUmero de Inyecciones 1
NUmero de Pasos de Enjuague 1
Velocidad de succion Lenta 70%
Velocidad de Pipeteo Lenta 70%
1: Enjuague

2: Modificador

Protocolo de Pipeteo
3: Muestra

4: Enjuague
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4.2.2 Tratamiento de Muestras
e Lavado

Se cortaron aproximadamente 1 — 0,5 g de pelo y 60 mg de ufias con tijeras y cortalfias de acero
inoxidable, lavados previamente con acetona y agua nanogrado, para evitar contaminaciones. El
pelo se lavo una vez con un surfactante no iénico Triton X-100 al 1%, luego con Acetona una
vez, con agua nanogrado tres veces y finalmente con acetona una vez, para dejar secar por 1 hora
a 50° C [27]. Las ufias fueron sometidas a un procedimiento estandar de lavado el cual consistid
en un lavado en Triton X-100 1% sonicando por 20 min, luego un lavado con Acetona, con agua

nanogrado tres veces y finalmente con acetona una vez, dejando secar a 50° C por 30 min.

e Molienda

La molienda de la muestras se realizé en un molino criogénico, el cual muele el material por
impacto con barras magnéticas. El vial donde se depositan las muestras consiste de un tubo
central de policarbonato, una barra magnética y dos terminales de acero inoxidable. La barra
magnética es introducida dentro del tubo junto con una cantidad aproximada de 0,5 g de pelo 0 50
mg de ufias. El ciclo de molienda consiste en una etapa de pre-enfriamiento donde el tubo es
sumergido en nitrgeno liquido, para dar dureza a la muestra. Luego se aplica un campo
magnético para que la barra alcance a la muestra a una alta velocidad, con una frecuencia de 20
impactos por segundo [28].

Tanto las ufias como el pelo fueron sometidas a un pre-enfriamiento de 1 min, el ciclo de
molienda para las ufias fue de 2 min y para el pelo de 3 min. Las muestras fueron tamizadas en

tamices de acero inoxidable para asegurar un tamafio de particulas menor a 50 pm.
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4.2.3 Pardmetros instrumentales
e Efecto del tamafio de particulas

En este estudio se evaluaron dos fracciones de tamafio de particulas, segun la bateria de tamices
usados, la fraccion entre 45 um y 38 pm y la fraccion de tamafio de particulas menor a 38 pm.
Ademas, se analizaron las muestras sin tamizar, una vez salidas del molino, para evaluar la
eficiencia de la molienda, debido a que el pelo no es una matriz fragil y tiene caracteristicas
diferentes a las ufias, por sobretodo con respecto a la estatica que presenta. ES por esto que se
estudiaron dos tiempos de molienda para esta matriz correspondientes a 2 y 3 min. Por otro lado,
las ufias al tener mas dureza que la matriz pelo se muelen mas facilmente, siendo suficientes 2
minutos para moler la totalidad del material.

Todos los resultados de tamafio de particulas fueron obtenidos mediante Difraccion de Luz, que
consiste en la irradiacion un haz de luz laser que incide sobre las particulas dentro de la suspension,
las que difractaran la luz del laser, sobre un sistema de lentes receptoras en angulos inversamente
proporcionales al tamafio de particulas. La determinacion del tamafio de la particula se mide por

integracion de la dispersion debida a todas las particulas interpuestas en el camino del laser.

e Mediciones de Repetibilidad
Es importante estudiar los factores que pueden influir en la repetibilidad de las sefiales analiticas,
tales como la cantidad de pL inyectados en la plataforma, la influencia de la agitacion manual de
la suspensidn antes de la inyeccion dentro de la plataforma y la cantidad de material usado para
realizar la suspension.
Para evaluar la influencia de la cantidad de pL inyectados sobre la plataforma, se realizaron
mediciones en duplicado inyectando 5, 10, 20 y 30 puL usando una suspension de 80 mg para

realzar el efecto de la cantidad de particulas inyectadas sobre las sefiales de area y la altura.
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Con respecto a la influencia que tiene la agitacion sobre la estabilidad y la homogeneidad, se
realizaron seis mediciones con y sin agitacion, medidos a diferentes concentraciones de agente
surfactante.
e Modificadores de matriz

Se evaluaron distintos tipos de modificadores indicados para el andlisis de plomo en matrices
biolégicas. Se evaluaron seis modificadores en total, de los cuales Pd + Mg(NOs),, Pd, NH4H2PO, y
Pd + NH4H2PO4 son los mas usados. Ademas se analizé el modificador Mg(NOs). para evaluar su
modo de accion individual sobre el analito y cuando actla en conjunto con otro modificador. Por
altimo, la mezcla NHsH.PO4 + Mg(NOs), es una mezcla no usual para analizar Plomo, pero aun asi
se analizo su efectividad dentro del estudio. En estas mediciones se utilizd una solucién acuosas de

20 pg/ L de Pb.

o Disefio Exploratorio Multivariado
Se evaluaron seis factores experimentales mediante un disefio factorial fraccionario (2%2), para
encontrar aquellos factores que afectan significativamente la respuesta instrumental en area y altura,
ancho y tiempo de aparicion del peak y la sefial de “background”. En la tabla 4.3 se muestran los
factores involucrados en éste disefio experimental y los valores correspondientes a cada nivel. La

tabla 4.4 muestra la matriz de disefio experimental correspondiente a las soluciones acuosas.

Tabla 4.3 Disefio Experimental Exploratorio Factorial 262 para soluciona Acuosas

Nivel
Factor
-1 +1
Tipo de Modificador NH4H2PO4 + Mg(NOs). NH4H2PO4
Tipo de Surfactante Triton X-100 Glicerol
Concentracion de Acido HNO3z 0,2% HNO3 0,5%
Temperatura de Carbonizacion 600°C 900°C
Temperatura de Atomizacion 1800°C 2200°C
1% v/VNH4H2POs4 ; 2%v/v NHsH2PO4
Cantidad de Modificador 1% VIVNHzH2PO4 + 0,4%p/v 2% vIVNH4H2PO4 + 0,8%p/v
Mg(NO3)2 Mg(NO3)2
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Tabla 4.4 Matriz de Disefio Experimental para soluciona Acuosas.

Temperatura

Temperatura

l\_|° Tip(_) de Tipo de Can,tiQad de de Cant_idad de
Experimento| modificador |surfactante | de &cido Y ... | modificador
atomizacion | carbonizacion
1 1 1 -1 -1 -1 1
2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
3 1 -1 -1 -1 1 -1
4 -1 1 1 1 -1 1
5 -1 -1 1 -1 1 1
6 -1 1 -1 -1 1 1
7 1 1 1 1 1 1
8 1 1 -1 1 -1 -1
9 1 1 1 -1 1 -1
10 -1 -1 -1 1 -1 1
11 -1 1 -1 1 1 -1
12 1 -1 -1 1 1 1
13 1 -1 1 1 -1 -1
14 -1 -1 1 1 1 -1
15 1 -1 1 -1 -1 1
16 -1 1 1 -1 -1 -1
Repeticion 2 -1 -1 -1 -1 -1 -1
Repeticion 6 -1 1 -1 -1 1 1
Repeticion 10 -1 -1 -1 1 -1
Repeticion 15 1 -1 1 -1 -1

Este disefio fraccionario estudia el efecto de 6 factores en 16 experimentos, los cuales fueron

medidos en un solo bloque. Este tipo de disefio consta solo de dos grados de libertad para estimar

el error experimental, por lo que las pruebas estadisticos podrian ser un tanto débiles.

Para solucionar esto, se aumentd el nimero experimentos repetidos a 4, correspondientes a los

experimentos 2, 6, 10 y 15, para asi llegar al calculo del error experimental.

Este mismo disefio experimental fue aplicado a ambas matrices, habiendo elegido el surfactante

con el disefio anterior y estudidndose la cantidad de éste.

En la tabla 4.5 y 4.6 se muestran los valores correspondientes a cada nivel con respecto a cada

factor estudiado y la correspondiente matriz de disefio experimental, para ambas matrices

respectivamente. En el caso de las matrices el calculo del error experimental se realiz6 con los

experimentos 2, 5, 6 y 10.
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Tabla 4.5 Disefio Exploratorio para matrices Pelo y Ufias

Nivel
Factor
-1 +1

Tipo de Modificador NHsH2PO4+ Mg(NOs), NH;sH2PO4
Cantidad de Surfactante(%p/v) Glicerol 1% Glicerol 2%
Concentracion de Acido(%v/v) HNOs 0,2% HNOz 0,5%

Temperatura de Carbonizacion 600°C 1000°C

Temperatura de Atomizacion 1800°C 2200°C

1%v/v NH4H2POs ; 2%v/v NH4H2PO4

Cantidad de Modificador

1% v/VNHsH2PO4 + 0,4%p/v Mg(NO3)2

2%v/v NH4H2PO4 + 0,8%p/v Mg(NOs3)2

Tabla 4.6 Matriz de Disefio Experimental para Matrices Pelo y Ufias

N° Tipo de Cantidad de |Cantidad de |Cantidad de | Temperatura de | Temperatura de
Experimento | modificador | modificador |surfactante | Acido Atomizacion Carbonizacion
1 1 -1 -1 -1 1 -1
2 1 -1 1 -1 -1 1
3 1 -1 1 1 -1 -1
4 1 1 1 -1 1 -1
5 -1 1 1 1 -1 1
6 1 1 -1 1 -1 -1
7 1 -1 -1 1 1 1
8 1 1 -1 -1 -1 1
9 1 1 1 1 1 1
10 -1 -1 -1 -1 -1 -1
11 -1 1 1 -1 -1 -1
12 -1 -1 1 1 1 -1
13 -1 -1 -1 1 -1 1
14 -1 -1 1 -1 1 1
15 -1 1 -1 -1 1 1
16 -1 1 -1 1 1 -1
Repeticion 2 1 -1 1 -1 -1 1
Repeticion 5 -1 1 1 1 -1 1
Repeticion 6 1 1 -1 1 -1 -1
Repeticion 10 -1 -1 -1 -1 -1 -1
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e Optimizacion del Método Instrumental.

Una vez identificados los factores significativos, se llevo a cabo una optimizacion instrumental

mediante esta técnica, obteniéndose el modelo matematico que explica el sistema y los valores

Optimos para cada factor de las soluciones acuosas. El disefio experimental seleccionado fue un

disefio factorial total (3%) compuesto por 31 experimentos incluyendo 4 puntos centrales. La tabla

4.7 muestra los valores de los niveles correspondientes a cada factor y la tabla 4.8 muestra la

matriz del disefio experimental de optimizacion.

Tabla 4.7 Optimizacién en soluciones acuosas

Nivel
Factor -1 0 1
Temperatura carbonizacion(°C) 700° 800° 900°
Temperatura atomizacion(°C) 1800° 2000° 2200°
Cantidad acido (%v/v) 0,25 0,5 0,75
Tabla 4.8 Matriz de optimizacion para soluciones acuosas
N° Temperatura | Temperatura | Cantidad N° Temperatura | Temperatura | Cantidad
Experimento | Carbonizacion | Atomizacion | &cido Experimento | Carbonizacion | Atomizacion | &cido
1 1 1 1 17 -1 -1 -1
2 1 0 -1 18 1 1 -1
3 -1 1 -1 19 0 0 0
4 0 0 20 -1 0 -1
5 -1 -1 21 -1 -1 0
6 -1 0 0 22 -1 1 1
7 0 -1 1 23 0 1 0
8 -1 0 24 0 -1 0
9 0 0 -1 25 0 0 1
10 -1 0 1 26 1 0 1
11 1 1 0 27 0 0 0
12 -1 -1 1 28 0 0 0
13 1 -1 1 29 0 0 0
14 1 -1 -1 30 -1 1 0
15 0 1 1 31 0 1 -1
16 1 0 0
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Se utilizé el paquete estadistico Statgraphics Centurion XV para el analisis de datos.

Las mediciones correspondientes tanto al disefio experimental exploratorio como a los de
optimizacion para las soluciones acuosas, fueron realizadas con una solucién de 32 pg L™ de Pb.
Para el disefio experimental en matrices se utilizaron suspensiones de 20 mg donde se extrajo 1 mL
de la suspension resultante al vaso del muestreador automatico.

Las matrices no fueron contaminadas con Pb, tomando en cuenta el contenido de plomo

intrinseco de las muestras.
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5. Resultados y Discusion

51 Efecto del tamafio de particulas
Las ventajas de usar una molienda criogénica en éste tipo de técnica son principalmente su
rapidez y eficiencia en trabajar con muestras biologicas, ademas de evitar la contaminacién que
puede ser provocada cuando la muestra entra en contacto con otros sistemas de molienda tales
como morteros, molinos de zirconio, planetarios o de centrifuga, donde puede suceder ademas de
una gran contaminacién, un gran pérdida de la muestra.
Varios trabajos han tenido éxito en emplear una molienda criogénica, obteniendo resultados muy
favorables en cuanto al tamafio de particulas alcanzado [12, 23, 28, 29].
En este estudio se evalto la eficiencia de la molienda, midiendo el tamafio promedio de las
particulas de pelo y ufias luego del proceso de molienda. Con respecto a la media del tamafio de
particulas, esta fue de 48,4 um para pelo y de 22,2 um para ufias, aun cuando en pelo se aleja con
respecto a la distribucién normal. La figura 5.1 muestra la distribucion del tamafio de particulas
con respecto a la frecuencia. Para analizar lo anterior se calcularon los valores Skewness (grado de
asimetria) y de Curtosis, que caracteriza la elevacion o el achatamiento relativo de una distribucion
comparada con la distribucion normal. Para el grado de asimetria los valores calculados fueron para
pelo 3,027 y para ufias 0,4975 encontrdndose una distribucion sesgada levemente hacia la derecha
en el segundo caso. Al calcular la Curtosis el valor para ufias fue -1,24 y para pelo 9,26. EIl primer
caso corresponde a una curva platicartica, y el segundo caso a una curva leptocurtica. El
comportamiento normal exige que la curtosis sea igual a 0. En el caso del pelo, con un valor
positivo y mayor, presenta una distribucion infrecuente hacia los mayores tamafios de particula, lo
gue conduce a mayores valores de varianza. De todas formas de los datos obtenidos se puede
deducir que el tamafio de particula en ufia, valores superiores a 100 um son muy infrecuentes (por

ello no fueron considerados en el calculo de los valores anteriores) y de los resultados obtenidos un
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90 % se encuentra en tamafios inferiores a 65,56 um en cambio para pelo un 70 % se encuentra en

tamarfios inferiores a 83.
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Figura 5.1 Distribucion de tamafio de particulas para a) pelo y b) ufias a 2y 3 min de molienda, respectivamente.

En cuanto a la diferencia en el tiempo de molienda de 2 y 3 min para la matriz pelo, los resultados
obtenidos no fueron significativamente desiguales. Para una molienda de 2 min la media del
tamafio de particulas fue de 31,47 um y para los 3 min fue de 35,86 um. Por lo tanto como sus
promedios son similares, se eligio la molienda de 3 min como la mas adecuada para ser aplicada a
la matriz pelo.

Después de analizar los tamafios de particulas promedio para ambas matrices, se procedié a
separar mediante tamizado dos fracciones de particulas entre los 45 pm y 38 um y particulas
menores a 38 pm.

El tamafio de particulas dentro de la suspension es un factor importante ya que va ligado a la
homogeneidad y estabilidad de la suspension, asi como también a la repetibilidad vy
reproducibilidad de las sefiales analiticas.

En la tabla 4.1 se muestran los resultados de los estudios de la influencia del tamafio de particulas

sobre las sefiales de area y altura.
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Tabla 5.1 Resultados de Area y Altura seglin tamafio de particulas

Promedio Area RSD %
Unas 45 um-38 um 0.113 2.65
Ufias menor que 38 pm 0.476 3.56
Pelo 45 pm-38um 0.046 9.88
Pelo menor que 38 um 0.53 4.13
Promedio Altura RSD %
Unas 45 um-38pum 0.374 2.56
Unas menor que 38 um 1.482 3.52
Pelo 45 pm-38um 0.169 16.82
Pelo menor que 38 um 1.619 5.08

Si bien la fraccion de 38 pm da los mejores promedios en area para ambas matrices, hay que notar
gue los promedios de altura son muy superiores a lo esperado. Esto podria deberse a que al ser
particulas de menor tamafio, al momento de producirse la inyeccién, entra una gran cantidad de
pequefias particulas de material a la plataforma dentro del horno de grafito, dando mayores valores
con respecto a la altura de las sefiales. Es por esta razén que para la preparacion de la suspension se
uso solo particulas entre los 45 y 38 um, las que dan promedios de &rea y altura dentro de los

valores correspondientes a la ley de Beer.

5.2 Estudios relacionados con el volumen inyectado, repetibilidad, cantidad de muestra

en la suspensién y numero de particulas inyectadas

En la figura 5.2 a y b se muestran los resultados para el estudio de la cantidad de pL inyectados
sobre la plataforma. Las mediciones se realizaron con una suspension en matriz pelo ya que la
finalidad de estos andlisis es medir el comportamiento de la suspension en general dentro del horno

de Grafito y de igual manera el comportamiento del inyector, utilizandose la fraccion 38-45.
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Figura 5.2 Gréficos a) area y b) altura segin pL inyectados sobre la plataforma

Segun los graficos obtenidos, al aumentar la cantidad de pL inyectados aumentan al mismo tiempo
los valores de area y altura, sin embargo no hay una relacion lineal. EI comportamiento responde a
un modelo potencial y al comparar los exponentes de ambos tipos de medicién puede sefialarse que
responderia a un comportamiento no lineal del inyector, mas que a una desviacion de la ley de Beer,
lo que frecuentemente se observa en dicho tipo de equipos. La mejor eleccién seria usar la mayor
cantidad de material solido posible, en este caso 30 pL, sin embargo, al aumentar la cantidad de pL
inyectados, la cantidad de residuos carbonéceos dentro de la superficie del horno de grafito también
lo hace. En consecuencia esos residuos podrian interferir en la medicién generando una creciente

absorcién de fondo, debida a la dispersion de la energia del haz de radiacion por particulas sélidas
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interpuestas y para resolver el problema seria necesaria una limpieza manual después de cada
inyeccidn, lo que seria impréctico, especialmente en mediciones de rutina. Por esta razon, se eligio
inyectar solo 10 pL, tanto de suspension como de modificador, dando un total de 20 pL sobre la
plataforma de L'vov.

Con respecto a los estudios de la influencia de la agitacion sobre la repetibilidad de las mediciones,
la figura 5.3 a y b muestran los resultados sobre dos suspensiones de 1% y 2% de agente

surfactante, realizadas con y sin agitacion.
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Figura 5.3 Mediciones de Repetibilidad en area usando a)1% de Glicerol y b) 2% de Glicerol

De los graficos se puede concluir que la repetibilidad es menor al realizar las mediciones sin

agitacion y también se puede observar un ligero aumento en el area y mejor repetibilidad aun
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cuando no se realice la agitacion para la suspension al 2% de agente surfactante, conduciendo a una
mayor estabilidad de la suspension.

Asi como se evaluaron la cantidad de pL inyectados sobre la plataforma, también se estudio la
influencia de la cantidad de material para preparar la suspension.

La figura 5.4 a y b muestra los resultados de estos estudios, realizados variando la cantidad de

solido en la suspension, manteniendo constante la cantidad de uL inyectados a 10 uL.
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Los resultados obtenidos para los valores de area segin la cantidad de material usado en la

preparacion de la suspension tampoco responden a una relacion lineal a pesar de que al aumentar
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esta cantidad aumentan también los valores tanto de &rea como de altura, respondiendo el
comportamiento a una funcion potencial, produciéndose la misma dificultad que la observada al
aumentar el valor de pL inyectados.

Un factor importante dentro de la técnica de suspensiones es determinar la concentracién adecuada
de la suspension para asegurar la entrada de una cantidad de particulas dentro del horno, ya que se
pueden presentar dos tipos de situaciones: a) en el caso de usar suspensiones muy diluidas, hay que
tomar en cuenta que se puede producir una cantidad insuficiente de particulas dentro del horno y b)
en el caso de usar una suspensién muy concentrada se corre el riesgo de tener dificultades en el
pipeteo.

El célculo de la masa de material sdlido que se coloca en la superficie de la plataforma, puede

hacerse segln la siguiente formula:

% *\/f

Mf

Donde, Mf es la masa final en mg dentro del horno de grafito, Ms es la masa en mg de muestra
usado para preparar la suspension, Vs el volumen en mL del fluido en que se suspenden las
particulas y VT es el volumen en pL de suspension inyectado.

Mientras mas material se usa para preparar la suspension a un volumen fijo, mas representativa
serd la concentracién del analito de la muestra so6lida original. Para asegurar la representatividad
del analito proveniente de la matriz, se deben introducir al menos 50 particulas de material sélido
suspendido dentro del horno de grafito. En este estudio se us6 una suspension de 20 mg diluida
en 5 mL, inyectando 10 pL de suspension, da segin la formula anterior un total de 40 pg de
material inyectado sobre la plataforma, lo que es suficiente para asegurar la entrada de 50
particulas como minimo.

Segun el estudio de Miller-1hli [21], a medida que la densidad del material aumenta, el nimero de
particulas en 1 mg disminuira linealmente. A su vez si la masa de material usado en la suspension
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aumenta, también aumentaran linealmente la cantidad de particulas y si el didmetro de las
particulas aumenta a el doble, el numero de particulas disminuird con un factor de 8. La tabla 5.2
muestra la cantidad de particulas en 1 mg de material, con respecto al volumen y al didmetro de

las particulas.

Tabla 5.2 NUmero de particulas en 1 mg

Diametro(um) | Volumen de particulas (cm3) | N° particulas/1 mg
25 8,18*10° 122249
50 6,55*108 15267
100 5,24*107 1908
250 8,18*10° 122
500 6,55%10° 15
140.000
120.000
89100.000
~§- y = 2E+09x3%0
& 80.000 ! RZ=1
3 |
£ 60.000
g \
= 40.000 \
20.000 '-
0 K‘L‘ T . T 4 1
0 200 400 600
Diametro (um)

Figura 5.5 Grafico Diametro de particulas vs N° de particulas en por mg.

Tomando en cuenta el promedio de tamafio de particulas obtenidas para ambas matrices y que los
datos de la tabla tienen una relacion potencial, es posible calcular la cantidad de particulas
presentes en los 40 g introducidos dentro del horno de grafito.

Debido a que el grafico de la figura 5.5 presenta una gran pendiente, se produce una gran
incerteza en el célculo del nimero de particulas contenidas en 1 mg de material siguiendo la
funcion potencial a la que se ajustan los datos presentados en la tabla 5.2, por lo que los
resultados obtenidos son aproximados. Sin embargo, la cantidad resultante es mayor que la

cantidad minima requerida y suficiente para realizar la determinacion mediante el uso de

~ 28 ~



suspensiones. Por lo tanto para la matriz pelo, 706 particulas son introducidas junto con la
inyeccion de 10 pL de suspension, y en el caso de la matriz ufia la cantidad de particulas es de
7199, aproximadamente.

Los resultados obtenidos concuerdan con los agquellos provenientes de los experimentos sobre la
influencia de la cantidad de suspension inyectada sobre la plataforma, la cantidad de material
usado en la preparacion de la suspension y el efecto del tamafio de particulas, ya que si se usa una
suspension muy concentrada de particulas con diametro muy pequefio y si ademas se inyecta una
gran cantidad dentro del horno de grafito, se corre el riesgo de saturar la plataforma, producir
crepitacion con la consecuente volatilizacion del analito, producir una gran cantidad de residuos y

aumentar la sefial de fondo, lo que se aleja de lo deseado.

5.3 Estudio de Modificadores

La eleccion del mejor modificador es uno de los puntos fundamentales en las mediciones por
ETAAS. La gran cantidad de modificadores descritos en la bibliografia complica aun mas esta
eleccion, por lo que generalmente se tiende a evaluar primero un modificador que ha sido
considerado universal, una mezcla de Pd y Mg(NQs), . Este modificador tiene dos mecanismos de
accion principales, primero estabiliza térmicamente el analito y luego elimina los interferentes
ibnicos clorados durante la etapa de pirolisis [13]. Sin embargo, también presenta desventajas en
cuanto a su estabilidad en la presencia de la matriz, por lo que se requieren rigurosos estudios sobre
su capacidad de estabilizar el analito y sobretodo cual es su accion sobre la absorcion de fondo
producida por la gran cantidad de materia organica introducida al horno de grafito. Debido a que
generalmente es complejo elegir un adecuado modificador basandose en las propiedades fisicas y
quimicas del analito, de la matriz y de los mismos modificadores, o mejor es tener la mayor
cantidad de informacion para poder decidir adecuadamente.

En la figura 5.6a y b se muestran los resultados de los seis modificadores estudiados junto con su

accion sobre la sefial de fondo, en una solucion acuosa de 25 ug/L de Pb.
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Como se puede apreciar en los gréaficos, el mejor modificador resulta ser la mezcla NH4H2PO4 +
Mg(NOs). que tiene la capacidad de estabilizar el analito hasta 1100° C ademé&s de tener el
comportamiento esperado con respecto la sefial de background, ya que éste es minimizado a 600°C.
Por otra parte la sefial correspondiente a la atomizacion se mantiene relativamente estable frente al
ascenso de temperatura en esta etapa. Para el estudio en matrices se eligio el modificador
NH4H:PO, + Mg(NOs),, ademas del modificador de Fosfato Acido de Amonio solo, con fines
comparativos, para evaluar la accion del ion fosfato sobre la matriz. En la figura 5.7 ay b se
muestran los resultados de los dos modificadores elegidos, para cada matriz ademas de su accion
sobre las sefiales de fondo.

Si bien el modificador que contiene paladio es el mas usado de acuerdo a la bibliografia, los
resultados obtenidos en este estudid sefialan que no es el modificador adecuado para realizar
mediciones en soluciones acuosas especificas para Pb, ya que no es capaz de estabilizar el analito a
altas temperaturas a diferencia del comportamiento que presenta el modificador de fosfato. Es por
esto que éste modificador no se eligié para los experimentos posteriores.

Segln los resultados en matrices, tanto el modificador NHsH2PO4 como la mezcla NH4H,PO,4 +
Mg(NOs). tienen la capacidad de estabilizar a ambas matrices hasta una temperatura de 1000°C en
la etapa de carbonizacion. Para el caso de la matriz pelo, ambos modificadores se comportan
similarmente ya que dan sefiales de area con valores similares entre si, pero en el caso de la matriz
ufia se puede apreciar un aumento en el area en presencia de modificador NH4H,PO, a diferencia de
lo que pasa en presencia de la mezcla NH4sH2PO4 + Mg(NQOs),, lo que indicaria una interaccion
diferente de esta matriz en presencia y ausencia de Mg(NOs),. Un estudio mas acabado de las
interacciones entre los dos modificadores, ambas matrices y la temperatura, se llevé a cabo en el

disefio exploratorio.
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5.4

Resultados del Disefio exploratorio multivariado

Las tablas 5.3, 5.5 y 5.7 muestran las matrices de respuesta para las soluciones acuosas y para las

matrices pelo y ufas, correspondiente al disefio experimental. La tabla 5.4, 5.6 y 5.8 muestran los

efectos de cada factor obtenidos del analisis estadistico.

Tabla 5.3 Matriz de respuesta Soluciones acuosas

N°Experimento | Area | Altura BG | Tiempo [ Ancho | N°Experimento | Area | Altura BG Tiempo | Ancho
1 0,107 | 0,349 | 0,004 0,5 1,2 11 0,0945 | 0,225 0,72 2,55 0,6
2 0,0615 | 0,157 | 0,096 0,7 1,9 12 0,0285 | 0,223 0,3845 2,3 0,35
3 0,019 | 0,039 | 0,0105 0,5 0,5 13 0,1375 | 0,398 0,417 1,65 0,65
4 0,11 0,238 | 0,1465 0,75 2,45 14 0,126 | 0,144 0,321 1,65 0,5
5 0,1615 | 0,358 | 0,137 0,8 1,55 15 0,13 | 0,376 0,5635 1,65 0,5
6 0,1255 | 0,242 | 0,141 0,85 2,15 16 0,148 | 0,438 0,579 2,35 0,45
7 0,0515 | 0,136 | 0,02 0,6 0,6 Repeticion 2 | 0,0655 | 0,188 0,1675 1,3 0,5
8 0,0965 | 0,282 | 0,0115 0,5 1,15 Repeticion5 | 0,137 | 0,313 0,5945 1,85 0,65
9 0,0255 | 0,053 | 0,041 0,7 0,65 Repeticion 6 0,14 | 0,507 0,543 2,25 0,55
10 0,05 | 0,129 | 0,1805 | 0,55 2 Repeticion 10 | 0,045 | 0,419 0,497 2,45 0,7
Tabla 5.4 Factores significativos para Soluciones acuosas
Factor Efecto Factor Efecto
Variable: Area Variable: Altura
Tipo modificador -0,035594 Significativo Tipo modificador -0,005438 | No Significativo
Tipo surfactante 0,006094 No Significativo Tipo surfactante -0,04275 Significativo
Cantidad de acido 0,038031 Significativo Cantidad de &cido 0,114813 Significativo
Temperatura atomizacion -0,011446 Significativo Temperatura atomizacion -0,003393 | No Significativo
Temperatura carbonizacion -0,025531 Significativo Temperatura carbonizacion -0,11725 Significativo
Cantidad modificador 0,008196 No Significativo Cantidad modificador 0,0175 Significativo
Variable: Background Variable: Ancho
Tipo modificador -0,107156 Significativo Tipo Modificador -0,25625 Significativo
Tipo surfactante 0,006781 No Significativo Tipo Surfactante 0,175 Significativo
Cantidad de acido 0,001594 | No Significativo Cantidad acido 0,05625 Significativo
Temperatura atomizacion -0,0035 No Significativo Temperatura atomizacion -0,0875 Significativo
Temperatura carbonizacion -0,005219 | No Significativo Temperatura carbonizacion 0,0625 Significativo
Cantidad modificador 0,026321 Significativo Cantidad modificador -0,051786 Significativo
Variable: Tiempo
Tipo modificador -1,16562 Significativo
Tipo surfactante 0,234375 Significativo
Cantidad é&cido 0,046875 | No Significativo
Temperatura atomizacion -0,005357 | No Significativo
Temperatura carbonizacion -0,478125 Significativo
Cantidad modificador 0,0375 No Significativo
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Tabla 5.5 Matriz de respuesta para matriz pelo

N° Experimento Area | Altura BG Tiempo | Ancho | N° Experimento | Area | Altura BG Tiempo | Ancho
1 0,025 | 0,175 | 0,2315 2,25 0,35 11 0,111 0,182 | 0,7955 2,45 0,8
2 0,0615 | 0,175 | 0,0685 1,3 0,55 12 0,0125 | 0,184 | 0,4025 2,2 0,45
3 0,0955 | 0,194 | 0,252 2,15 0,55 13 0,1175 | 0,248 0,394 1,65 0,65
4 0,0225 | 0,249 | 0,383 2,2 0,45 14 0,0485 | 0,161 0,332 1,55 0,5
5 0,0685 | 0,156 | 0,675 1,65 0,7 15 0,0675 | 0,201 | 0,496 1,65 0,6
6 0,144 | 0,377 | 0,388 2,2 0,55 16 0,0535 | 0,312 | 05895 | 2,25 0,5
7 0,131 | 0,308 | 0,1585 1,35 0,55 Repeticion 2 0,035 0,116 0,247 1,35 0,4
8 0,043 | 0,135 | 0,049 1,3 0,5 Repeticion 5 0,057 0,647 0,221 1,6 0,5
9 0,056 | 0,179 0,09 1,3 0,5 Repeticion 6 0,1205 | 0,003 | 0,339 1,3 0,5
10 0,0475 | 0,18 0,548 2,5 0,7 Repeticion 10 0,0505 | 0,556 0,198 2,35 0,65
Tabla 5.6 Factores significativos para matriz pelo
Factor Efecto Factor Efecto
Variable: Area Variable: Altura
Tipo modificador 0,0065 No significativo Tipo modificador 0,007161 No Significativo
Cantidad modificador 0,003375 No significativo Cantidad modificador 0,0045 No Significativo
Cantidad surfactante -0,019125 Significativo Cantidad surfactante -0,059813 Significativo
Cantidad é&cido 0,0315 Significativo Cantidad acido 0,071125 Significativo
Temperatura atomizacion -0,034 Significativo Temperatura atomizacion -0,008232 | No Significativo
Temperatura carbonizacion 0,01025 No significativo Temperatura carbonizacion -0,013938 | No Significativo
Variable: Background Variable: Ancho
Tipo modificador -0,351339 Significativo Tipo modificador -0,108929 Significativo
Cantidad modificador 0,105531 | No Significativo Cantidad modificador 0,034375 No Significativo
Cantidad surfactante 0,042781 No significativo Cantidad surfactante -0,003125 No Significativo
Cantidad acido -0,023594 No significativo Cantidad acido -0,003125 | No Significativo
Temperatura atomizacion -0,042161 | No significativo Temperatura atomizacion -0,108929 Significativo
Temperatura carbonizacion -0,141094 Significativo Temperatura carbonizacion 0,009375 No Significativo
Variable: Tiempo
Tipo modificador -0,276786 | No significativo
Cantidad modificador -0,046875 No significativo
Cantidad surfactante 0,021875 No significativo
Cantidad acido -0,109375 No significativo
Temperatura atomizacion 0,016071 No significativo
Temperatura carbonizacion -0,740625 Significativo
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Tabla 5.7 Matriz de respuesta para matriz ufia

N° Experimento Area Altura BG Tiempo Ancho N° Experimento Area Altura BG Tiempo | Ancho
1 0,0705 0,45 0,325 2,15 04 11 0,0715 0,225 0,72 2,55 0,6
2 0,0305 0,146 0,106 13 0,5 12 0,0545 0,223 0,3845 2,3 0,35
3 0,092 0,295 0,3605 2,25 0,5 13 0,151 0,398 0,417 1,65 0,65
4 0,06 0,195 0,359 2,15 04 14 0,0385 0,144 0,321 1,65 05
5 0,096 0,266 0,598 1,6 0,6 15 0,098 0,376 | 0,5635 1,65 05
6 0,1215 0,541 0,529 2,2 0,5 16 0,1105 0,438 0,579 2,35 0,45
7 0,1195 0,404 0,0575 1,4 0,45 Repeticion 2 0,0275 0,188 0,1675 13 0,5
8 0,108 0,381 | 0,1265 13 0,5 Repeticion 5 0,1315 0,313 | 0,5945 1,85 0,65
9 0,067 0,254 0,1145 1,4 0,4 Repeticion 6 0,1525 0,507 0,543 2,25 0,55
10 0,1075 0,434 0,5485 2,3 0,55 Repeticion 10 0,1595 0,419 0,497 2,45 0,7

Tabla 5.8 Factores significativos para matriz ufia
Factor Efecto Factor Efecto
Variable: Area Variable: Altura
Tipo modificador -0,00675 | No significativo Tipo modificador 0,002643 | No significativo
Cantidad modificador -0,004156 | No significativo Cantidad modificador 0,006219 | No Significativo
Cantidad surfactante -0,020094 | No significativo Cantidad surfactante -0,047156 | No significativo
Cantidad acido 0,002844 | No significativo Cantidad acido -0,033531 | No Significativo
Temperatura atomizacion -0,061857 Significativo Temperatura atomizacion -0,052536 | No significativo
Temperatura carbonizacion 0,001156 | No significativo Temperatura carbonizacion -0,032656 | No significativo
Variable: Background Variable: Ancho
Tipo modificador 0,33 Significativo Tipo modificador -0,080357 Significativo
Cantidad modificador 0,167219 Significativo Cantidad modificador 0,003125 | No significativo
Cantidad surfactante -0,014656 | No significativo Cantidad surfactante -0,028125 | No significativo
Cantidad acido -0,006781 | No significativo Cantidad acido -0,009375 | No significativo
Temperatura atomizacion -0,027643 | No significativo Temperatura atomizacion -0,133929 Significativo
Temperatura carbonizacion -0,124156 Significativo Temperatura carbonizacion 0,034375 | No significativo
Variable: Tiempo
Tipo modificador -0,258929 Significativo
Cantidad modificador 0,034375 | No significativo
Cantidad surfactante 0,028125 | No significativo
Cantidad 4cido 0,021875 | No significativo
Temperatura atomizacion -0,0375 | No significativo
Temperatura carbonizacion -0,784375 Significativo
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A partir del analisis estadistico se pueden obtener los efectos estimados de cada factor los cuales
son comparados con el error estimado, si el efecto estimado tiene un valor mayor que el valor del
error absoluto (p=0,05), s e puede afirmar que dicho efecto serd significativo a un nivel de
confianza dado. Los resultados de éste andlisis se observan en la figura 5.8 a través de los graficos

de Pareto, donde el eje de las abscisas representa el error estandar estimado.

a)
Cantidad écido
Tipo modificador

T° carbonizacién
T° atomizacién

T° carbonizacién
Cantidad 4cido

Tipo surfactante
Cantidad modificador

Tipo modificador
Cantidad modificador

Tipo modificador
T° carbonizacién

Tipo surfactante

Tipo modificador
Tipo surfactante

T° atomizacién

T° carbonizacion
Cantidad écido
Cantidad modificador

[ | | Altura

Background

h)

Cantidad 4cido
T° atomizacién
Canfidad surfactante

Cantidad 4cido
Cantidad surfactante

Tipo modificador
T carbonizacién

T* carbonizacion

T° atomizacion

Tipo madificador

|
Altura

Background

Tiempo

T* carbonizacion
Tipo modificador

T* atomizacion
Tipo modificador

0 4 8 12

16

20

0 2 4 6 8
C) ) T T T T
T° atomizacion
i+
Tipo modificador -
Cartidad modificador Background
T* carbonizacién

Figura 5.8 Cartas Pareto con los efectos estandarizados para a) soluciones acuosas, b) matriz pelo y c) matriz ufia
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Segun los resultados del estudio preliminar en soluciones acuosas los factores significativos méas
importantes son: temperatura de carbonizacion, tipo y cantidad de modificador, cantidad de &cido,
tipo surfactante.

Debido a que el plomo es un elemento muy volatil, la temperatura de carbonizacién es un factor
significativo previsible, ya que al aumentarla, la cantidad de atomos de Plomo dentro del horno de
grafito serd eliminada antes de la atomizacién. Es por esto que también afecta al tiempo de
aparicion de la sefial analitica, adelantando el peak a medida que se aumenta la temperatura de
carbonizacién debido a la menor diferencia respecto a la temperatura de atomizacién. Légicamente,
la volatilizacién del analito también se vera afectada por el tipo de modificador y la concentracion
de modificador usada. En este caso el uso de NHsH:PO4 produce una estabilizacion mejor del
analito que su mezcla con Mg(NOs)2, debido principalmente a su mecanismo de accion sobre éste.
El mecanismo sugerido que ejerce el Fosforo del NH4H2PO4 sobre el Plomo en este caso, involucra
el sustrato de grafito y el proceso de modificacion inducido por el Fosforo [30]. Segun este
mecanismo, el plomo al llegar a una temperatura entre los 800°C y 900°C se encuentra en estado
libre, luego de esto se produce la descomposicién térmica del compuesto de plomo oxy-fosforado.
Asi mismo, se observa la aparicién de monéxido y diéxido de carbono, los cuales indican la
reduccion del 6xido de Plomo unido al grafito del horno. Este substrato, esta involucrado en la
reduccion o la adsorcién disociativa del éxido de plomo o en la formacion del compuesto
oxifosforado, indicando asi el mecanismo de modificacién. Por lo tanto, al estar en ausencia del
modificador y a bajas temperaturas (100°C), las especies de plomo se encuentran sobre la superficie
del substrato. Asi, estas especies de plomo enlazadas a la superficie comienzan a desaparecer a
500°C, desapareciendo completamente a temperaturas mayores a 600°C, donde se produce tanto la
desorcién como la migracion desde la superficie. Al introducir el modificador en cambio, las
especies comienzan la desorcion desde la superficie a temperaturas mayores a 650°C, estabilizando

asi el analito a mayores temperaturas.
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Ademas de afectar el ancho de peak y el tiempo de aparicion de analito, el modificador usado y su
concentracion afectan también a la sefial de fondo, siendo el NH4sH.PO4 en su concentracion menor,
el que darda las menores sefiales de absorcion de fondo.

Con respecto al tipo de surfactante usado, en el caso de soluciones acuosas y segun los resultados
obtenidos, el uso de Glicerol es el mejor surfactante ya que aumenta la altura y disminuye el ancho
de peak y retrasa la aparicion de la sefial. El Glicerol a diferencia del Triton X-100 tiene menos
dificultades técnicas, ya que éste Gltimo al ser un surfactante no ionico, produce mucha espuma, lo
gue causa problemas al pipetear las soluciones desde el matraz y al introducir la gota dentro de la
plataforma de L’ Vov.

La tabla 5.9 muestra los factores significativos para las soluciones acuosas y su comparacion con

ambas matrices y que tipo de efecto tienen sobre cada variable (efecto negativo o positivo).

Tabla 5.9 Comparacion de factores significativos entre soluciones acuosas, matriz pelo y matriz uia

Soluciones Acuosas Matriz Pelo Matriz Ufia
Area T° atomizacion (-) T° atomizacion (-) T° atomizacion (-)
Cantidad acido (+) Cantidad acido (+)

Tipo modificador (-)

T carbonizacion (-)

Cantidad surfactante (-)

Altura T carbonizacion (-) No determinado
Cantidad acido (+) Cantidad acido (+)
Tipo surfactante (-) Cantidad surfactante (-)
Cantidad modificador (+)
Background T° carbonizacién (-) T° carbonizacién (-)
Tipo modificador (-) Tipo modificador (-) Tipo modificador (-)
Cantidad modificador (+) Cantidad modificador (+)
Ancho T° atomizacion (-) T° atomizacion (-) T° atomizacion (-)
Tipo modificador (-) Tipo modificador (-) Tipo modificador (-)

Tipo surfactante (+)

T carbonizacion (+)

Cantidad acido (+)

Cantidad modificador (-)

Tiempo T° carbonizacion (-) T° carbonizacién (-) T° carbonizacion (-)

Tipo modificador (-) Tipo modificador (-)

Tipo surfactante (+)

En cuanto a las matrices se pueden observar resultados similares entre ambas y también con

respecto a las soluciones acuosas.
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La temperatura de atomizacién tiene un efecto negativo sobre la variable area para ambas matrices,
es decir que cuando se usa la mayor temperatura el area disminuye, sin embargo lo que se busca es
una sefial bien definida para la integracion, especialmente cuando se trata de matrices complejas.
Con respecto a la variable altura, se pueden ver similitudes entre ambas matrices y las soluciones
acuosas ya que la cantidad de acido ejerce un efecto importante sobre ellas. Para el caso de la matriz
pelo y las soluciones acuosas la cantidad de &cido tiene un efecto positivo, es decir al usar la mayor
cantidad, la altura de la sefial aumentara. En cambio para la matriz ufia, la concentracién menor es
suficiente para obtener la sefial deseada. ElI uso de HNO; en esta técnica tiene tres razones
principales: a) ayuda a la disociacion de las especies formadas durante la etapa de carbonizacion
actuando como una agente oxidante, b) ayuda a la extraccion parcial del analito al medio liquido
desde la matriz, para el caso de pelo y ufias y ¢) puede actuar como agente estabilizante mejorando
la estabilidad de la suspension mejorando la precision de las mediciones [20].

Con respecto a la sefial de background tanto las matrices como las soluciones acuosas tienen
resultados similares, ya que el tipo y la cantidad de modificador tienen efectos significativos sobre
éstas. Para este caso el modificador NHsH2PO4 en su mayor concentracion es el adecuado para las
tres situaciones, ya que permite estabilizar el analito a mas alta temperatura ayudando asi a la mejor
carbonizacion de la gran cantidad de matriz que entra la horno para ser atomizada, eliminando la
sefial de fondo con mas eficiencia que la su mezcla con Mg(NOs3)..

También es importante mencionar el efecto de la temperatura de carbonizacién sobre las matrices y
no sobre las soluciones acuosas. Es evidente que al estar en presencia de una matriz, la temperatura
de carbonizacidn es critica para obtener sefiales analiticas de una magnitud significativa y libre de
una sefial de background. Segun los resultados obtenidos, la mayor temperatura de carbonizacion
incrementara la sefial analitica sin producir perdida de analito.

Analizando los resultados con respecto al ancho de peak, se puede observar que una vez mas el
modificador fosfato es el adecuado para disminuir el ancho de peak, asi como también se ve

afectado por la temperatura de atomizacion. Esto concuerda con los resultados obtenidos para la
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variable area, ya que la disminucion del ancho va ligada con la disminucion del area que se da al
aumentar la temperatura de atomizacion.

Finalmente en el caso del tiempo de aparicion de la sefial, éste se hace minimo al usar modificador
NHsH2PO, y también se ve afectado por la temperatura de carbonizacién, lo anterior es debido a la
menor diferencia de temperaturas entre las etapas de carbonizacion y atomizacion, facilitando el
desplazamiento de la sefial, generando menos error en la medicién pues en esa regién es menor la
sefial de absorcion de fondo.

Segun los resultados obtenidos en el disefio exploratorio aplicado a las matrices pelo y ufias, se
puede llegar a la conclusion de cudles son las condiciones dptimas a usar en la medicién de
suspensiones, por lo que la mejor sefial analitica serd al usar NH4H,POs 2%, HNO; 0,5%,
temperatura carbonizacion 1000°C y temperatura de atomizacién 2200°C.

Con respecto a la cantidad de surfactante usado, aun cuando no se vio un efecto significativo sobre
la matriz ufia pero si sobre la matriz pelo, se eligi6 la mayor concentracion (2%p/v) para trabajar en
ambas matrices.

Otro punto importante a destacar, es que a pesar de que existen similitudes de los resultados entre el
pelo, las ufias y las soluciones acuosas, si se puede apreciar un efecto de matriz importante ya que
se necesita mayor temperatura de carbonizacién y atomizacion debido a la complejidad de la matriz,

de lo que se necesita en soluciones acuosas.

55 Superficies de respuesta
Luego de obtener los factores que tienen efectos significativos en las variables de respuesta y los
niveles para los cuales se incrementa la sefial instrumental, se obtuvieron los parametros 6ptimos
para las soluciones acuosas. La tabla 5.10 muestra la correspondiente matriz de respuesta de
optimizacion, la tabla 5.11 muestra los factores significativos para la optimizacion y las figuras 5.9

a, b y ¢ muestran las diferentes superficies de respuesta obtenidas para cada factor significativo.
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Tabla 5.10 Matriz de respuesta para la optimizacion en soluciones acuosas

Exper?mento Area | Altura | Background | Ancho | Tiempo Exper?mento Area | Altura Background | Ancho | Tiempo
1 0,0775| 0,205 0,007 0,5 1 17 0,1155 0,337 0,0035 0,5 1,6
2 0,0064 | 0,174 0,004 0,5 0,975 18 0,056 0,142 0,0075 0,5 0,8
3 0,1095 | 0,3585 0,008 0,45 2 19 0,098 0,313 0,004 0,5 1,4
4 0,09 |0,3055 0,004 0,45 1,2 20 0,1065 0,347 0,0065 0,45 1,6
5 0,111 |0,3385 0,0035 0,5 1,9 21 0,102 0,326 0,004 0,4 1,5
6 0,093 0,32 0,006 0,4 1,5 22 0,1015 0,2985 0,006 0,6 1,75
7 0,1 0,3085 0,004 0,5 1,6 23 0,0915 0,298 0,007 0,4 1,15
8 0,0775| 0,221 0,0025 0,5 0,9 24 0,097 0,313 0,003 0,5 1,3
9 0,099 | 0,342 0,0045 0,45 1,15 25 0,1 0,2765 0,004 0,55 1,25
10 0,1005 | 0,296 0,005 0,5 1,6 26 0,0695 0,1885 0,0045 0,55 0,95
11 0,069 | 0,197 0,008 0,5 0,85 27 0,089 0,2975 0,005 0,5 1,15
12 0,104 | 0,321 0,0045 0,5 1,5 28 0,09 0,299 0,005 0,5 1,3
13 0,0835| 0,188 0,0035 0,7 0,95 29 0,0935 0,302 0,005 0,5 1,35
14 0,0745 | 0,202 0,0035 0,55 0,95 30 0,097 0,3095 0,0085 0,5 1,5
15 0,0945 | 0,252 0,0075 0,55 1,25 31 0,103 0,343 0,008 0,5 1,2
16 0,0685 | 0,202 0,0045 0,5 0,85
Tabla 5.11 Factores significativos de optimizacion para soluciones acuosas
Factor Efecto Factor Efecto
Variable: Area Variable: Altura
Temperatura Carbonizacién(A) | -0,0385667 | Significativo Ca:sc’)‘:ﬁ:;gtg;? A -0,132667 | Significativo
Temperatura atomizacion(B) -0,00727778 Significativo Temperatura atomizacion(B) | -0,0168333 Significativo
Concentracidn &cido(C) 0,00551111 Significativo Concentracion acido(C) -0,0277778 Significativo
AB -0,00325 No significativo AB -0,00825 No significativo
AC 0,01985 Significativo AC 0,03175 Significativo
BC 0,00308333 | No significativo BC -0,00466667 | No significativo
Variable: Background Variable: Ancho
Temperatura Carbonizacién(A) | -0,00077778 |  Significativo Ca:tf:r‘]f’ggtg;? A 0,0555556 | Significativo
Temperatura atomizacion(B) 0,00394444 Significativo Temperatura atomizacion(B) | -0,0166667 | No significativo
Concentracion &cido(C) -0,00033333 | No significativo Concentracidn &cido(C) 0,0611111 Significativo
AB 0,00041667 | No significativo AB -0,0666667 Significativo
AC 0,00041667 | No significativo AC 0 No significativo
BC -0,00075 No significativo BC 0,00833333 | No significativo

Variable: Tiempo

Temperatura Carbonizacion(A) -0,702778 Significativo

Temperatura atomizacion(B) -0,0777778 | No significativo

Concentracion acido(C) -0,0361111 | No significativo
AB -0,133333 No significativo
AC 0,0875 No significativo
BC 0,0666667 | No significativo
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Al analizar los resultados, para soluciones acuosas provenientes de las superficies de respuesta, se
pueden observar los siguientes comportamientos con respecto a los factores Temperatura de
carbonizacién (A), Temperatura de atomizacion (B) y concentracion de acido (C).

Tanto para la variable altura como para la variable area, A, B, y C son factores significativos dentro
de la optimizacién. Para la sefial de background solo los factores Ay B fueron significativos, no asi
la concentracion de acido, a diferencia de lo obtenido en el disefio experimental exploratorio en
soluciones acuosas. Es importante también mencionar las interacciones que resultan significativas
dentro del estudio de optimizacion. Con respecto a la variable altura en la figura 5.9a la interaccién
significativa mas importante se da entre la temperatura de carbonizacién y la concentracion de acido
(AC). La altura disminuira al usar la mayor temperatura de carbonizacion y la menor concentracion
de &cido, pero llegara a un punto donde al aumentar aun mas la temperatura de carbonizacion, la
altura se hara independiente de la concentracion de acido usada. La variable area correspondiente a
la figura 5.9b también se vera afectada por este tipo de interaccidn, disminuyendo a la mayor
temperatura de carbonizacion, sin importar la temperatura de atomizacion. Sin embargo, a mayor
concentracion de acido mejoraré la respuesta aun cuando la carbonizacion sea a temperatura baja, es
decir se perdera menos si se usa mas concentracion de acido.

Para el caso de la sefial de background, no se ven factores significativos en cuanto a las
interacciones. Sin embargo es importante mencionar los efectos de la Temperatura de carbonizacion
y la temperatura de atomizacion en la figura 5.9c. Segun esta superficie de respuesta la sefial de
fondo aumentara al usar una mayor temperatura de atomizacion es decir a medida que se aumenta la
ésta aumentara también la sefial de background, disminuyendo el efecto benéfico de una mayor
temperatura de carbonizacion. Esta sefial de background probablemente se deba a la sefial no
especifica que aporta el modificador, debido a que en este disefio hay ausencia de matriz. A pesar
de esto, el hecho de que exista ruido de fondo durante la atomizacion no es un factor importante, ya

que la sefal especifica aparece antes, permitiendo integrar la sefial analitica en un tiempo menor.
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Figura 5.9 Gréfico correspondientes a las interacciones para: a) altura con respecto a la T° carbonizacién y la
concentracion de &cido, b) éarea con respecto a la T° de carbonizacién y la concentracion de acido y c) sefial de
background para los factores T° atomizacién y carbonizacion.

Para probar la idoneidad de los modelos calculados, se llevo a cabo el test de carencia de ajuste
(Lack of fit) dando como resultado un valor de p mayor que el nivel de significancia elegido
(a= 0,05) por lo tanto todas las ecuaciones encontradas para las variables mas importantes (area,

altura y sefial de background) explican satisfactoriamente los datos observados.
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Los modelos matematicos obtenidos para las variables area, altura y sefial de background son:

Altura = 0,305855 - 0,0663333*A - 0,00841667*B - 0,0138889*C - 0,0498424*A"2 -
0,004125*AB+ 0,015875*AC + 0,00440758*B”2 - 0,00233333*BC - 0,00234242*C"2

Area = 0,0911345 - 0,0192833*A - 0,00363889*B + 0,00275556*C - 0,0151124*A"2 -
0,001625*AB + 0,009925*AC + 0,0103209*B”2 + 0,00154167*BC + 0,00163758*C"2

Background = 0,00465455 - 0,000388889*A + 0,00197222*B - 0,000166667*C +
0,000290909*A"2 + 0,000208333*AB + 0,000208333*AC + 0,000707576*B”2 - 0,000375*BC -
0,0000424242*C"2

La tabla 5.12 muestra los niveles éptimos para cada factor, referido a las soluciones acuosas. La
eleccion de los niveles Optimos se realizd de acuerdo a los resultados obtenidos del ANOVA que
condujeran a minimizar especialmente la sefial de background sin pérdidas del analito en la fase de
carbonizacion, a la obtencién de un tiempo de aparicion de la sefial lo mas cercano al inicio de la

fase de atomizacion, aun cuando en esas condiciones se obtuviera un érea o altura de peak inferior.

En el dltimo caso se privilegié la obtencion de una sefial mas apropiada para la correcta integracion.

Tabla 5.12 Niveles Optimos para soluciones acuosas

Factor Nivel Optimo
Temperatura de Carbonizacion 900°C
Temperatura de Atomizacién 1800°C

Cantidad de &cido 0,2%v/iv

Con los factores optimizados se procedio a realizar una curva de calibracion en solucién acuosa. De
acuerdo a los resultados obtenidos para la sefial de background, al ser aumentada al final del tiempo
de integracién, se bajd ésta a dos segundos, asegurando un procesamiento mas exacto de la sefal.
La figura 5.10 muestra la curva de calibracion resultante, después del respectivo disefio exploratorio
y optimizacion y la tabla 5.13 muestra los parametros analiticos para ésta regresion. Los valores de

LOD y LOQ fueron calculados con los tres primeros puntos de la regresion.
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Figura 5.10 Curva calibracion para las soluciones acuosas, usando valores de optimizacion

Tabla 5.13 Parametros de Calidad Analitica

Parametros Analiticos
Coeficiente de correlacién 0,99639077
Coeficiente de determinacion R*2 | 0,99279457
Error tipico 0,00240312
LOD (ug/L) 2,44378165
LOQ (ug/L) 8,14593884

Finalmente, se comparo la curva de adicidn estandar de cada tipo de matriz en muestras elegidas al

azar con la curva de calibracion acuosa, obteniéndose los gréaficos de la figura 5.11.
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Figura 5.11 Curva calibracion acuosa vs matriz ufia y matriz pelo.

De los resultados de las curvas de calibracion se puede observar que las pendientes de ambas
matrices difieren entre si, sin embargo la pendiente de la regresién en matriz ufias no difiere de la
pendiente de la regresion en solucion acuosa, lo que si ocurre en la matriz pelo. Esto implica la
existencia de un leve efecto interferente entre la matriz y el analito, justificando asi el uso del

método de adicion estandar para cuantificar la cantidad de plomo presente en ambas matrices.

5.6 Resultados en muestras reales
Basandose en los resultados obtenidos del disefio experimental aplicado a las matrices, se procedid
a evaluar el contenido de plomo en 10 pares de muestras provenientes de voluntarios no expuestos a
fuentes directas de plomo. Para esto se utilizo6 la técnica de adicion estandar.
La tabla 5.14 muestra los resultados obtenidos en cuanto a concentracion, para los 10 pares de

muestras y la tabla 5.15 presenta los resultados expresados en pig por gramo de muestra.
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Tabla 5.14 Resultados en muestras reales de pelo y ufias

N° Muestra CameEniEE e 2 Ecuacion de regresion Conc~entracién en Ecuacion de regresion
Pelo (pg/L) Uias (ng/L)

1 8,770,038 O ey 18,340,041 Y=000233¢¢0,03950
2 3,660,039 yzo,ogzzlz%g;)éonoo 4,75+0,036 y:O,O%%g%T;;)éoogog
3 15,260,032 yzo,ocg{gi%gg%ososs 12,760,028 y:0,0(gelzi%ngéozszs
4 9,88+0,032 P ooy 478 6,7540,033 Y=0001854+0,01683
5 7,04£0,037 yzo,ogzzlz%fggi()lsos 37,640,028 y:0,0glzi%ggios%s
6 12,78+0,037 y:0,0%221:%>’<;gé02150 10,660,032 y:0,0(gelzigggémsgz
7 6,940,034 O gy 22,18+0,028 y=000156x+0.03425
8 21,13+0,028 y=o,o%125:%>f;§7,03033 13,780,035 y:o,ogzlsgyg%,;)zus
9 9,420,040 R e 15,1340,026 Y=0.00 491002408
o | s | O | g | s

Tabla 5.15 Concentraciones de Pb en muestras de pelo y ufias expresadas en pg por gramo de muestra.

Pelo (ug / g de muestra) Ufa (ug / g de muestra)
2,19 4,58
0,92 1,19
3,82 3,19
2,45 1,69
1,76 9,40
3,20 2,67
1,74 5,55
5,28 3,45
2,36 3,78
1,75 2,01

Segun los resultados obtenidos, las concentraciones en ufias tienden a ser mayores que en pelo, lo
gue esta de acuerdo con los datos de la bibliografia. Estos resultados sugeririan que las ufias son
mejores indicadores que el pelo debido principalmente a que producen una mayor bioacumulacion
de metal dentro de su estructura que en pelo. Sin embargo una mejor aproximacion se podria
encontrar con un mayor nimero de muestras y un acabado estudio estadistico. Segln los datos

presentados en la tabla 5.14, los valores de R? para ambas matrices indican una buena correlacion
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entre los datos y su confiabilidad para usar el método de calibracion por adicién estandar para la
cuantificacion de Plomo en este tipo de muestra.

Es importante resaltar que no existen datos sobre poblacion no expuesta a fuentes contaminantes de
Plomo en éste tipo de matrices correspondientes a la ciudad de Santiago, por lo que seria de mucha

utilidad comprobar la efectividad de ésta técnica en un nimero mayor de muestras.
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6. Conclusiones

e Con respecto al uso de molienda criogénica:
La molienda criogénica presenta ventajas comparativas sobre los otros métodos de molienda, ya
gue es un método practico y eficiente para moler las matrices organicas, de facil uso y eficiente
en el gasto de nitrdgeno liquido. En pocos minutos es capaz de moler una gran cantidad de
muestras, presentando poca perdida de material sélido, durante el proceso.
Ademas, luego de someter las muestras al proceso de molienda se obtiene un tamafio de particula
adecuado para trabajar inmediatamente en la preparacion de las suspensiones, disminuyendo asi

el tiempo total del analisis.

e Con respecto a la preparacion y medicion de la suspension

La suspension debe prepararse con particulas de la fraccion entre 45um y 38 um, usando 20 mg
de material, agitando la suspension antes de cada medicion e inyectando 10 pL dentro del horno
de grafito.

La aplicacion de un disefio estadistico multivariado fue exitosa, ya que se pudo dilucidar los
factores significativos en el desarrollo del método analitico, junto con la obtencién de los
parametros adecuados para preparar la suspension y algunos de los parametros adecuados para su
medicion instrumental. Entre los factores estudiados para las cinco variables consideradas se
definié glicerol al 2% p/v como surfactante, NH4sH,PO, como modificador de matriz en una
concentracion de 2% v/v, HNOs al 0,5% v/v para el caso de ambas matrices y 0,2% v/v de acido

para el caso de las soluciones acuosas.
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e Con respecto al programa de temperaturas adecuadas:
Las temperaturas adecuadas para maximizar la sefial analitica son: Temperatura de carbonizacion
1000°C y Temperatura de atomizacion 2200°C para ambas matrices y 900°C y 1800°C para

carbonizacion y atomizacion en el caso de las soluciones acuosas, respectivamente.

e Con respecto al uso de suspensiones
Segun los resultados obtenidos durante todo éste estudio, se puede concluir que es posible utilizar
suspensiones de pelo y ufias para cuantificar la cantidad de Plomo existente en poblacién no

expuesta.
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