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RESUMEN. La utilizacion de muestras de hidroxiapatita y corales en implan- INTRODUCCION
tes oseos, requiere conocer con exactitud el contenido de algunos metales en En la plataforma insular cubana
dichas muestras . Elevados contenidos de metales como Cu y Pb pueden excluir existen diversas families de corales,
el use de dichas muestras con el proposito mencionado . En el presents trabajo

los cuales actuan como sensores dese estudiaron tres metodos de preparacion de muestras (digestion acida con-
ventional, use de microondas en envases cerrados y preparacion de suspensio- la contamination en esas zones."

nes) para la determination del contenido de Cu y Pb en muestras de hidroxiapa- Algunas de estas especies han en-

tita [Ca, o(PO) s(OH) z ] y de corales por Espectrometria de Absorcion Atomica con contrado aplicacion en la obtencion

Atomization Electrotermica (EAA-AE) y correction de fondo mediante efecto de hidroxiapatitas, las cuales, por su
Zeeman. Se comprobaron las ventajas del proceso de disolucion con microon- estructura y propiedades extraordi-
das y la preparacion de suspensions con relation a la digestion conventional nariamente parecidas al hueso hu-
en to referents al ahorro de reactivos y tiempo y la menor posibilidad de conta- mono han permitido Ia sustitucion
minacion. Pare las determinaciones de los metales mencionados, se optimizaron del injerto metalico en cirugia orto-
los parametrrs de operation del espectrometro, asi como los programas de ca- pedica, maxilofacial y otras . 4 El exi-
lentamiento del horno para coda elemento . Se utilizo una muestra de referenda to de estas interventions se ha de-
internacional (IAEA-H-5 Animal Bone) para estimar la exactitud de las determi- bido a la perfecta osteointegracion
nations de Pb . En el caso de las determinaciones de Cu, se realizaron ensayos con el verdadero tejido oseo, to cual
de recuperation obteniendose valores entre 95 y 105% . Se calcularon los limites se observe a pocos mews de realiza-
de detection segOn el criterio de la IUPAC, obteniendose los valores siguientes : da la implantation del injerto de hi-
0,15 y 1,05 ng mL' para Cu y Pb respectivamente . El contenido de estos mete- droxiapatita .'
les encontrado en las diferentes muestras es suficientemente bajo como para

	

El control de metales pesadospermitir su utilizacion en implantes oseos .
canto al material de partida (coral),

ABSTRACT. The utilization of samples of hidroxiapatite and corals in implant como a la hidroxiapatita es una ta-

bone requires to know the content of some metals with accuracy . High contents rea obligada para descartar la posi-

of Cu and Pb could exclude the use of these samples with this purpose . This pa- bilidad de consecuencias negatives
per was studied three methods of preparation of samples (conventional diges- que pudieran ser causadas por la
lion, use of microwave in closed containers and preparation of suspensions) for presencia de algunos de aquellos
the determination of the Cu andPbinsamples ofhidroxiapatite[Ca 1o(PO)s(OH)z] debido a que los microelementos
and corals forAtomic Absorption Spectrometry with Electrothermal Atomization, presentes en estos materiales des-
AAS-EA and correction by Zeeman effect . The advantages of the process of empenan un papel muy importance
disolucion with microwave and the preparation of suspensions in relationship to en los mecanismos bioquimicos y
the conventional digestion were checked with respect to saving of reagents and enzimaticos que favorecen los pro-
time and the least possibility of contamination . Fbr the determinations of metals, twos de mineralizacion s
the parameters of operation of the spectrometer were optimized, as well as the

	

La utilizacion de la tecnica de
heating program of the oven for each element . An international reference mate- Espectrometria de Absorcion AtOmi-
rial was utilized (IAEA-H-5 Bone Animal) in order to check the accuracy of the ca con Atomization Electrotermicadeterminations of Pb . In case of the determinations of Cu tests of recuperation
were carried out getting security values between 95-105 % . The detection limits (EAA-AE) permits determiner la

were calculated according to the IUPAC criterion and the results were : 0,15 and cantidad en que se encuentran di-

1,05 ng mL-'for Cu and Pb respectively. The levels of these metals found in the chos metales en esos materiales .'
samples are low and permit the utilization of the same in implant bones .

	

Esto, unido a la correction de fondo
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por efeeto Zeeman permite lograr re-
sultados mas exactos atin para mues-
tras de matriz compleja que presen-
ten fondo estructurado . a Aunque
disponiendo de estas ventajas con
relation al instrumento, la espectro-
metria de absoreion atomica requie-
re, generalmente, la presencia de la
muestra en forma de disolucion .

La busqueda de metodos adecua-s
dos de disolucion es un peso nece-
sario en el trabajo analitico. Las tee-
nicas de digestion conventional con-
sumes tiempo y reactivos s Con la
utilization de la energia de microon-
das, esta dificultad se minimiza . 10
Sin embargo, es necesario disponer
del equipo correspondiente el coal
es costoso, por to que generalmente
no esta al alcance de todo laborato-
rio. La preparation de suspensions
results entonces una alternative via-
ble, interesante y edemas economi-
ca, si se logra que Sean o puedan ha-
cerse homogeneas de modo que per-
mitan la introduction de una canti-
dad reproducible de la muestra sus-
pendida cads vez que se realice una
inyeccion de la suspension en el
atomizador."

El objetivo de la presence inves-
tigation foe encontrar el metodo
mas idoneo y economico para la pre-
paration de muestras de hidroxiapa-
tita y corales para la posterior deter-
mination de su contenido de Cu y
Pb por EAA-AE y correction de Ion-
do Zeeman .

obtenida a partir de un sistema de
purification de agua Nanopure
(Barnstead, EU) .

Espectrometria de absorcion at6mica

Todas las mediciones se realiza-
ron en el espectrometro Perkin-El-
mer Modelo ZL 5100 equipado con
horn de grafito y automuestreador
AS-71. Se utilizaron tubos de grafito
totalmente pirolfticos con platafor-
ma de Lvov incorporada .

Reactivos

Material de referencia
Para evaluar la exactitud del me-

todo, se utilizo el material de refe-
rencia international IAEA-H-5 Ani-
mal Bone .

Disoluciones de trabajo para la
calibration

Las disoluciones para calibration
fueron preparadas por dilution con-
ventional de disoluciones de 1000 mg
mL-t del analito en cuestion en for-

ma de nitrato a partir de disolucio-
nes de referenda certificadas (Fisher
Scientific) .

El acido nitrico empleado en la di-
solucion conventional de las mues-
tras foe de grado pa (Riedel de Haen) .

Procedimiento analitico

Se analizaron tres muestras de
corales de la familia porites-porites
(coral, osteocoral y coral asteroides)
y tres muestras de hidroxiapatita
(HAP200G, HAP200 piezas y HA
CROM), obtenidas por transforma-
tion hidrotermal de los corales men-PARTS EXPERIMENTAL

Equipos

La pesada de las muestras se
realizo en una balanza analitica
Mettler modelo AJ 180 con preci-
sion de ° 0,01 mg .

En la digestion conventional se
utilizo una plancha de calentamien-
to con agitation (Precision Scientific
GCA) .

Para la preparation de las mues-
tras en forma de suspensions se
empleo un tamizador-agitador mo-
delo RX-24 y un un bano ultrasoni-
co marca Cole-Farmer.

Las digestiones por microondas
se realizaron en un horn Modelo
MDS -2000 (Corporation CEM, EU),
provisto de una potencia de micro-
ondas de 0 a 630W ° 50W, un siste-
ma de ventilation de gases, compu-
tadora digital programable con 20
programas multietapas y cuatro
puertos de salida para el control de
la temperature y la presion .

En la preparation de muestras y
patrons se utilizo agua desionizada
(conductividad electrica 18 MQ • cm'

10

Table I • Digestion conventional con acido .

Table 2. Digestion por microondas .

cionados' Las muestras HAP200 son
hidroxiapatitas porosas ceramizadas
con tamano medio de los poros de
200 pm y composition molar Ca/P de
1,66. La HAP200G son granualdos de
diferentes tamanos de partfcula en-
tre 0,2 y 2 nun. La HAP200 piezas son
bloques de (lx 0,5 x 2) cm .

Para reducir el tamano de parti-
cula haste 75 ±m, las muestras fue-
ron trituradas manualmente en un
mortero de agatha y secadas a 105ƒ C
por 2 h . Para la digestion conven-
tional se anadio alas muestras dife-
rentes portions de acido nitrico
concentrado y se colocaron en la
plancha de calentamiento con agita-
tion. Se selection este acido, ya que
con el se evitan posibles perdidas por
volatilization del analito canto en la
etapa de digestion como en la deter-
mination final por horn de grafito,
edemas, en su caso no se presentan
interferencias como ocurre con el
acido clorhidrico . 13 Se emplearon di-
ferentes cantidades de muestra y
acido (Table 1) .

El calentamiento se Ilevo a cabo
durance 8 h, se enfrio a temperature
ambience y se transfirieron las diso-
luciones resultantes a frescos volu-
metricos de 25 mL, enrasandose con
agua desionizada.

En el caso de la digestion por mi-
croondas se utilizo el CEM-MDS
2000. Se optimizo la cantidad de
muestra y acido nitrico a user (Ta-
ble 2) .

La cantidad de muestra pesada se
transfirio a los envases cerrados de

Muestra Volumen de acido (mL) Cantidad de muestra
(g)

Disolucidn

HAcrom 10 1 Tbtal

HAP2000 20 1 Tbtal

HAP200 piezas 25 Partial

Coral 10 I Tbtal

osteocoral 10 Tbtal

Coral asteroides 10 Partial

Muestra Volumen de acido
(mL)

Cantidad de muestra
(g)

Disolucion

1-IAcrom 0,6 0,5 Tbtal

HA2000 0,6 0,5 Tbtal

HAP200 piezas 0,6 0,5 Tbtal

Coral Tbtal

Osteocoral Tbtal

Coral asteroides Tbtal



teflon y se anadieron diferentes por-
ciones de acido nitrico, luego, se se-
llaron y se colocaron en el horno de
microondas . Las muestras fueron
irradiadas seglin las condiciones
descritas (Tabla 3) . Despues que
los recipientes alcanzaron la tem-
perature ambience, se transfirie-
ron las disoluciones resultantes a
frescos volumetricos de 25 mL y se
diluyo a volumen con agua desio-
nizada .

Para la preparation de las sus-
pensiones se realizo una separation
granulometrica en el tamizador-agi-
tador y se escogio la fraction menor
de 200 ±m, de la cual se separaron
tres fracciones con pesos de 0,1, 0,05
y 0,025 g. Esta liltima resulto la mds
fins, por to que fue escogida para el
trabajo posterior. Se probo su esta-
bilidad en Viscalex HV 30 y Triton
X-100. Estos dos tensoactivos se di-
ferencian en viscosidad,color, peso
molecular y solubilidad en agua,
siendo el Triton X-100 mas viscose y
menos soluble . Se emplearon 2 mL
en cada caso y se enraso a 25 mL con
agua desionizada . Las suspensiones
asi preparadas, se colocaron en un
bane ultrasonico marts Cole-
Parmer alrededor de 10 min y se
mantuvieron en agitation haste la
inyeccion en el horno . De esta ma-
nes, se logs una mejor estabili
dad sin necesidad de emplear dci-
dos diluidos o cualquier otro reac-
tive junco con el tensoactivo. Se
midieron los tiempos de sedimen-
tation (Table 4) .

El material de vidrio utilizado fue
lavado de forma conventional con
agua y detergents. Posteriormente,
se coloco en una disolucion de acido
nitrico 5 % y se dejo alli por 48 h, lue-
go se enjuago con agua destilada y
con agua desionizada de 18 MU, obteni-
da en el sistema NaNopure ultrapure
water system (Barnstead, Eli) .

RESULTADOS Y DISCUSION

Procedimientos de disolucion

En el caso de la digestion conven-
cionai se utilizaron volumenes de
acido nitrico entre 10 y 25 mL y tiem-
po de 8 h. Alin asi, solo se logro di-
solucion total en cuanro de las mues-
tras (HAcrom, HA200 G, coral y
osteocoral) . En el resto de ellas
(HAP200 piezas y coral asteroides),
permaneccio un residue sin digerir .
El peso de las muestras fue en todos
los cases de 1 g . Se empleo solo aci-
do nitrico en el caso de las muestras
que se disolvieron parcialmente de-
bido a que en el caso de dcidos como
el sulfilrico y el clorhidrico, se pre-

sentan interferencias en el horno
para los elementos estudiados, que
pueden producir errores en la deter-
mination final .

En cuanto a la digestion por mi-
croondas, se optimizo la cantidad de
acido y de muestra a utilizar, encon-
trdndose que para la hidroxiapatita
son suficientes 0,6 mL de acido ni-
trico para digerir 0,5 g de ells y ob-
tener una absorbancia, sin necesidad
de hater diluciones . Para el caso de
los corales se necesita 1 mL de acido
para digerir igual cantidad de mues-
tra. Se investigaron diferentes con-
diciones de calentamiento, tiempo
y potencia del horno de microon-
das para alcanzar el procedimien-
to de disolucion mds rapido y efi-
ciente. Se obtuvo un programs
optimo de funcionamiento del hor-
no (Table 3), con una sole etapa de ca-
lentamiento, una potencia de 482 758 a
344 827Pa de presion y durance un
tiempo de 15 min .

En cuanto alas suspensiones re-
sulto que con Viscalex HV301a sedi-
mentation es inmediata . Se consi-
guieron los mejores resultados con
el Triton X-100, en las muestras de
HAcrom, HAP200 G y osteocoral .
Para las muestras de HAP200 piezas,
coral y coral asteroides, la sedimen-
tation fue inmediata (Table 4) . En
todoslos casos,las muestras fueron
enrasadas en 25 mL . Estas diferen-
cias en estabilidad entre las disolu-
ciones preparadas con Viscalex y
triton se deben a las diferentes pro-

Table 3. Programs de calentamiento
del horno microondas .

I Inmediato .
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Table 4. Tiempo de sedimentation de las suspensiones .

piedades fisicas y quimicas de am-
bos reactivos .

Evaluation del procedimiento ana-
litico

Se optimizaron los pardmetros
operacionales del horno de grafito
para cada elemento . Tambien, fue-
ron optimizadas las temperaturas.de
secado e incineration con el objeti-
vo de evitar salpicaduras y forma-
tion de humos durance la etapa de
pirolisis (Table 5). Para las determi-
naciones de Cu y Pb fue necesario
diluir las muestras a la mitad previo
a la inyeccion de la muestra. En el
primer caso se empleo como modifi-
cador el nitrato de magnesio hexa-
hidratado (Aldrich Chem Co) . Para
el Pb se use el hidrogenofosfato de
amonio de la misma firms y nitrato
de magnesio . El empleo de modifi-
cadores mejora las condiciones de
atomization y produce resultados
mas reproducibles en codes los ca-
ses a Se utilizo gas argon de pureza
99,999 % (AGA Venezolana C.A .) El
flujo de gas fue interrumpido en la
etapa de atomization .

El limits de detection se calculo se-
gun el criterio de la IUPAC (Table 6).
Se utilizo un volumen de inyeccion
de 20 ±L y el nitmero de replicas por
muestra fue de tres .

Exactitud de los resultados

Para chequear la exactitud del
metodo, se disolvio el material de re-
ferencia international IAEA-H-5
Animal Bone en acido nitrico 65 % .
En el caso del plomo, el material de
referencia da un valor certificado de
contenido de plomo, no asi para el
cobre, para el cual fue necesario rea-
lizar estudios de recobrado . Una can-
tidad conocida del analito en disolu-
cion acids acuosa fue adicionada a
la muestra previo a su tratamiento
por los tres metodos de disolucion
en estudio. El contenido de cobre fue
analizado despues de la adicion y

Muestra Viscalex HV30 T}itOn X - 100

Tiempo
(cams)

HAcrom 1,35

HA200 G 2,30

HA200 piezas

coral

I I

I

Osteocoral

coral asteroides I

0,40

I

Etapa 1

Potencia 70

Presion (Pa) 344 827

Tiempo (min) 15 :00

Ventilacifin Cr/mm) 100
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Table 5. Condiciones de operaciomdel horno de graffito .

Table 6. Limites de detecciOn, coeficiente de variation e intervalo lineal de tra-
bajo para Cu y Pb en disoluciones acuosas .

Metodo

	

Microondas
conventional

2,65 ° 0,46

	

2,75 -_ 0,22

comparado con los valores de las
adiciones esperados, calculandose
luego el recobrado (Table 7) . En
cuanto a la determination de los
contenidos de Pb, se compararon los
valores encontrados con aquellos

(pg g' ° intervalo de confianza)

Table 7 . Recuperation en el analisis de Cu en una muestra de hidroxiapatita y
una muestra de coral .

Table 8. Valores encontrados para Pb en comparacion con el valor certificado .

Suspension

	

IAEA-H-5 Animal Bone
(Valor certificado)

2,4 x 0,19

	

3,1 - 0,7

que aparecen reportados en el certi-
ficado del material de referencia (Ta-
ble 8) .

Los valores hallados en el estudio
de recobrado (95 -105%) para Cu, asi
como la comparacion de los encon-

trados para plomo con el reporrado
en el certificado, confirman la exac-
titud de la determination de estos
elementos en cualquiera de los tres
metodos estudiados .

Los valores encontrados en las
muestras de hidroxiapatita y corales
uuando digestion conventional, di-
gestion por microondas y prepara-
tion de suspensiones resultaron in-
feriores a los limites permitidos com-
parado con la composition del hue-
so, segt n se conoce" (Table 9) . Los
tres metodos evaluados den resulta-
dos que no difieren significativa-
mente para un 95 % de confianza .
Esto significa que en principio cual-
quiera de eilos es valido para deter-
miner los contenidos de los analitos
de interes en esas muestras, por to
que la selection dependera enton-
ces de las caracteristicas del ma-
terial, dei analito en cuestion y de
las disponibilidades dellaborato-
rio .'a

CONCLUSJONES

La utilization de la energia de mi-
croondas para Ia preparation de las
muestras de hidroxiapatita y corales
results la mss eficiente y economi-
ca, requiriendo solo pequel os volU-
menes de acido y 15 min para la to-
tal disolucion, edemas de disminuir
los riesgos de contamination que se
presentan cuando se trabaja en en-
vases abiertos y durance largos pe-
riodos de tiempo, to cual es un as-
pecto importance a considerar
cuando se investigan metales pe-
sados en pequeAas concentracio-
nes .

La preparation de suspensio-
nes en los casos posibles es una al-
ternative a tener en cuenta debido
a que results aOn mss rapids y eco-
nomica que la disolucion por mi-
croondas .

Los contenidos de Cu y Pb encon-
trados en las muestras de coral e
hidroxiapatita son to suficiente-
mente bajos como para permitir su
utilization en implantes oseos en
diferentes regiones del organismo
humano .
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Cu 12,32 ° 0,38 Cu 10,88 ° 0,36 Cu 11,02 ° 0,40
HAcrom

Pb 3,04 s 0,20 Pb 2,80 ° 0,32 Pb 2,95 ° 0,32

Cu 0,94 -_ 0,02 Cu 0,89 ° 0,18 Cu 1,52 ° 0,2
11A200 G

Pb 1,09 ° 0,10 Pb 0,95 ° 0,05 Pb 1,20 ° 0,12

Cu 0,70 ° 0,14 Cu 0,65 ° 0,13 Cu 0,57 ° 0,20
HA 200 piezas

Pb 1,40 ° 0,13 Pb 1,33 ° 0,70 Pb 1,37 ° 0,16

Cu 0,22 ° 0,06 Cu 0,28 ° 0,12 Cu 0,24 ° 0,10
Coral

Pb 1,96 ° 0,21 Pb 1,88 ° 0,41 Pb 2,03 -_ 0,21

Cu 4,37 ° 0,15 Cu 3,37 °'0,10 Cu 3,45 ° 0,60
Osteocoral

Pb 1,56 ° 0,20 Pb 1,42 ° 0,51 Pb 1,64 ° 0,40

Cu 13,30 ° 1,78 Cu 12,04 - 0,48 Cu 11,80 ° 0,55
Coral asteroides

Pb 7,75 ° 0,46 Pb 6,62 ° 0,24 Pb 6,87 ° 0,41


