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RESUMEN. La utilizacién de muestras de hidroxiapatita y corales en implan-
tes dseos, requiere conocer con exactitud el contenido de algunos metales en
dichas muestras. Elevados contenidos de metales como Cu y Pb pueden excluir
el uso de dichas muestras con el propésito mencionado. En el presente trabajo
se estudiaron tres métodos de preparacion de muestras (digestién dcida con-
vencional, uso de microondas en envases cerrados y preparacién de suspensio-
nes) para la determinacion del contenido de Cuy Pb en muestras de hidroxiapa-
tita {Ca, (PO, (OH),1y de corales por Espectrometria de Absorcién Atémica con
Atomizacion Electrotérmica (EAA-AF) v correccidn de fondo mediante efecto
Zeeman. Se comprobaron las ventajas del proceso de disolucién con microon-
das y la preparacién de suspensiones con relacién a la digestién convencional
en lo referente al ahorro de reactivos y tiempo y la menor posibilidad de conta-
minacién. Paralas determinaciones de los metales mencionados, se optimizaron
los parametros de operacién del espectrometro, asi como los programas de ca-
lentamiento del horno para cada elemento. Se utilizd una muestra de referencia
internacional (IAEA-H-5 Animal Bone) para estimar la exactitud de las determi-
naciones de Pb. En el caso de las determinaciones de Cu, se realizaron ensayos
de recuperacion obteniéndose valores entre 95 y 105 %. Se calcularon los limites
de deteccidn segian el criterio de la TUPAC, obteniéndose los valores siguientes:
0,15y 1,05 ng - mL!para Cu y Pb respectivamente. El contenido de estos meta-
les encontrado en las diferentes muestras es suficientemente bajo como para
permitir su utilizacién en implantes oseos.

ABSTRACT. The utilization of samples of hidroxiapatite and corals in implant
bone requires to know the content of some metals with accuracy. High contents
of Cu and Pb could exclude the use of these samples with this purpose. This pa-
per was studied three methods of preparation of samples (conventional diges-
tion, use of microwave in closed containers and preparation of suspensions) for
the determination of the Cu and Pb in samples of hidroxiapatite [Ca, (PO ) (OH),]
and corals for Atomic Absorption Spectrometry with Electrothermal Atomization,
AAS-EA and correction by Zeeman effect. The advantages of the process of
disolution with microwave and the preparation of suspensions in relationship to
the conventional digestion were checked with respect to saving of reagents and
time and the least possibility of contamination. For the determinations of metals,
the parameters of operation of the spectrometer were optimized, as well as the
heating program of the oven for each element. An international reference mate-
rial was utilized (IAEA-H-5 Bone Animal) in order to check the accuracy of the
determinations of Pb. In case of the determinations of Cu tests of recuperation
were carried out getting security values between 95-105 %. The detection limits
were calculated according to the IUPAC criterion and the results were: 0,15 and
1,05 ng - mL*for Cu and Pb respectively. The levels of these metals found in the

samples are low and permit the utilization of the same in implant bones.
4‘- .

INTRODUCCION

En la plataforma insular cubana
existen diversas familias de corales,
los cuales actilan como sensores de
la contaminacién en esas zonas.'?
Algunas de estas especies han en-
contrado aplicacién en la obtencién
de hidroxiapatitas, las cuales, por su
estructura y propiedades extraordi-
nariamente parecidas al hueso hu-
mano han permitido la sustitucién
del injerto metélico en cirugia orto-
pédica, maxilofacial v otras.? El éxi-
to de estas intervenciones se ha de-
kido a la perfecta osteointegracién
con el verdadero tejido dseo, lo cual
se observa a pocos meses de realiza-
da la implantacidn del injerto de hi-
droxiapatita.®

El control de metales pesados
tanto al material de partida {coral),
como a la hidroxiapatita es una ta-
rea obligada para descartar la posi-
bilidad de consecuencias negativas
que pudieran ser causadas por la
presencia de algunos de aquellos
debido a que los microelementos
presentes en estos materiales des-
empenan un papel muy importante
en los mecanismos bioquimicos y
enzimaticos que favorecen los pro-
cesos de mineralizacién.®

La utilizacidén de la técnica de
Espectrometria de Absorcién Atémi-
ca con Atomizacién Electrotérmica
(EAA-AE) permite determinar la
cantidad en que se encuentran di-
chos metales en esos materiales.”
Esto, unido a la correccién de fondo
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por efecto Zeeman permite lograr re-
sultados mas exactos atin para mues-
tras de matriz compleja que presen-
ten fondo estructurado.® Aunque
disponiendo de estas ventajas con
relacién al instrumento, la espectro-
metria de absorcidn atémica requie-
re, generalmente, la presencia de la
muestra en forma de disolucién.

Labisqueda de métodos adecua-
dos de disolucion es un paso nece-
sario en el trabajo analitico. Las téc-
nicas de digestién convencional con-
sumen tiempo y reactivos.? Con la
utilizacion de la energia de microon-
das, esta dificultad se minimiza.l®
Sin embargo, es necesario disponer
del equipe correspondiente el cual
es costoso, por lo que generalmente
no esta al alcance de todo laborato-
rio. La preparacién de suspensiones
resulta entonces una alternativa via-
ble, interesante y ademaés econdmi-
ca, si se logra que sean o puedan ha-
cerse homogéneas de modo que per-
mitan la introduccidén de una canti-
dad reproducible de la muestra sus-
pendida cada vez que se realice una
inyeccién de la suspensién en el
atomizador.!

El objetivo de la presente inves-
tigacién fue encontrar el método
mas idéneo y econémico para la pre-
paracion de muestras de hidroxiapa-
tita y corales para la posterior deter-
minacién de su contenido de Cu y
Pb por EAA-AE y correccién de fon-
do Zeeman.

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos

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

En la digestién convencional se
utilizé una plancha de calentamien-
to con agitacion (Precision Scientific
GCA). .

Para la preparacion de las mues-
tras en forma de suspensiones se
empleo un tamizador-agitador mo-
delo RX-24 ¥ un un bafio ultraséni-
co marca Cole-Parmer.

Las digestiones por microondas
se realizaron en un horno Modelo
MDS - 2000 (Corporacién CEM, EU),
provisto de una potencia de micro-
ondas de 0 2 630 W = 50 W, un siste-
ma de ventilacidn de gases, compu-
tadora digital programable con 20
programas multietapas y cuatro
puertos de salida para el control de
la ternperatura y la presién.

En la preparacion de muestras y
patrones se utilizd agua desionizada

(conductividad eléctrica 18 MQ - cm?
b3

obtenida a partir de un sistema de
purificacién de agua Nanopure
{Barnstead, EU).

Espectrometria de absorcion atomica

Todas las mediciones se realiza-
ron en el espectrémetro Perkin-El-
mer Modelo Z1. 5100 equipado con
horno de grafito y automuestreador
AS-T1. Se utilizaron tubos de grafito
totalmente piroliticos con platafor-
ma de Lvov incorporada.

Reactivos

Material de referencia

Para evaluar la exactitud del mé-
todo, se utilizd el material de refe-
rencia internacional IAEA-H-5 Ani-
mal Bone.

Disoluciones de trabajo parala
calibraeion

Las disoluciones para calibracion
fueron preparadas por dilucidén con-
vencional de disoluciones de 1 000 mg
- mL* del analito en cuestién en for-
ma de nitrato a partir de disolucio-
nes de referencia certificadas (Fisher
Scientific).

El Acido nitrico empleado en la di-
solucién convencional de las mues-
tras fue de grado pa (Riedel de Haén).

Procedimiento analitico

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

cionados.’ Las muestras HAP200 son
hidroxiapatitas porosas ceramizadas
con tamano medio de los poros de
200 pm y composicion molar Ca/P de
1,66. La HAP200G son granualdos de
diferentes tamanos de particula en-
tre 0,2y 2 mm. La HAP200 piezas son
blogques de (1x0,50x2)cm .

Para reducir el tamafio de parti-
cula hasta 75 um, las muestras fue-
ron trituradas manualmente en un
mortero de agatha y secadas g 105°C
por 2 h . Para la digestién conven-
cional se anadid a las muestras dife-
rentes porciones de dcido nitrico
concentrado y se colocaron en la
plancha de calentamiento con agita-
cion. Se selecciond este acido, ya que
con él se evitan posibles pérdidas por
volatilizacién del analito tanto en la
etapa de digestién como en la deter-
minacién final por horno de grafito,
ademads, en su caso no se presentan
interferencias como ocurre con el
acido clorhidrico.” Se emplearon di-
ferentes cantidades de muestra y
dcido (Tabla 1) .

El calentamiento se llevd a cabo
durante 8 h, se enfrié a temperatura
ambiente y se transfirieron las diso-
luciones resultantes a frascos volu-
meétricos de 25 mL, enrasandose con
agua desiontzada.

En el caso de la digestién por mi-
croondas se utilizé el CEM-MDS
2000. Se optimizé la cantidad de
muestira y acido nitrico a usar (Ta-
bla 2).

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

Tabla 1. Digestién convencional con dcido.

Muestra Volumen de dcido (mL)  Cantidad de muestra Disolucion
(g)
HAcrom 14 1 Total
HAP200G 20 1 Total
HAP200 piezas 25 1 Parcial
Coral 10 1 Total
Osteocoral 10 1 Total
Coral astercides 10 1 Parcial
Tabla 2. Digestién por microondas.
Muestra Volumen de acido Cantidad de muestra Disolucidn
(mL) (8
HAcrom 0.6 0.5 Total
HA200G 0,8 0.5 Total
HAPZ200 piezas 0,6 0,5 Total
Coral 1 1 Total
COsteocoral 1 1 Total
Coral asteroides 1 1 Total
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teflén y se afiadieron diferentes por-
ciones de acido nitrico, luego, se se-
ltaron y se colocaron en el horno de
microondas. Las muestras fueron
irradiadas segin las condiciones
descritas (Tabla 3). Después que
los recipientes alcanzaron la tem-
peratura ambiente, se transfirie-
ron las disoluciones resultantes a
frascos volumétricos de 25 mL y se
diluyd a volumen con agua desio-
nizada.

Para la preparacién de las sus-
pensiones se realizé una separacidon
granulométrica en el tamizador-agi-
tador ¥ se escogié la fraccidon menor
de 200 um, de la cual se separaron
tres fracciones con pesos de 0,1, 0,05
y 0,025 g. Esta 1iltima resulté la més
fina, por lo que fue escogida para el
trabajo posterior. Se probd su esta-
hilidad en Viscalex HV 30 y Tritén
X-100. Estos dos tensoactivos se di-
ferencian en viscosidad, color, peso
molecular y solubilidad en agua,
siendo el Triton X-100 mas viscoso ¥
menos soluble. Se emplearon 2 mL
en cada caso y se enrasd a 25 mL con
agua desionizada. Las suspensiones
asi preparadas, se colocaron en un
bafio ultrasénico marca Cole-
Parmer alrededor de 10 min ¥ se
mantuvieron en agitacién hasta la
inyeccidn en el horno. De esta ma-

nera, se logra una mejor estabili-’

dad sin necesidad de emplear &ci-
dos diluidos o cualquier otro reac-
tivo junto con el tensoactivo. Se
midieron los tiempos de sedimen-
tacidon (Tabla 4).

El material de vidrio utilizado fue
lavado de forma convencional con
agua y detergente. Posteriormente,
se colocd en una disolucidn de acido
nitrico 5 %y se dejé alli por 48 h, lue-
g0 se enjuagd con agua destilada y
con agua desionizada de 18 M(, obteni-
da en el sistema NaNopure ultrapure
water system (Barnstead, EU).

RESULTADOS Y DISCUSION
Procedimientos de disolucion

En el casc de ladigestidn conven-
cional se utilizaron volimenes de
Acido nitrico entre 10y 25 mL y tiem-
po de 8 h. Aun asi, sélo se logrd di-
solucién total en cuatro de las mues-
tras (HAcrom, HA200 G, coral y
osteocoral). En el resto de ellas
(HAP200 piezas y coral asteroides),
permaneceid un residuo sin digerir.
El peso de las muestras fue en todos
los casos de 1 g . Se empleé 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 sulfurico y el clorhidrico, se pre-

%

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

En cuanto a la digestién por mi-
croondas, se optimizd la cantidad de
acido y de muestra a utilizar, encon-
trandose que para la hidroxiapatita
son suficientes 0,6 mL de acido ni-
trico para digerir 0,5 g de ella y ob-
tener una absorbancia, sin necesidad
de hacer diluciones. Para el caso de
los corales se necesita 1 mL de &cido
paradigerir igual cantidad de mues-
tra. Se investigaron diferentes con-
diciones de calentamiento, tiempo
v potencia del horno de microon-
das para alcanzar el procedimien-
to de disolucién mas rapido y efi-
ciente. Se obtuvo un programa
optimo de funcionamiento del hor-
no (Tabla 3), con una sola etapa de ca-
lentamiento, una potenciade 482 758 a
344 827Pa de presién y durante un
tiempo de 15 min .

En cuanto a las suspensiones re-
sulté gue con Viscalex HV30 la sedi-
mentacidén es inmediata. Se consi-
guieron los mejores resultados con
el Tritén X-100, en las muestras de
HAcrom, HAP200 G y osteocoral.
Para las muestras de HAP200 piezas,
coral y coral asteroides, la sedimen-
tacién fue inmediata {Tabla 4). En
todos los casos, las muestras fueron
enrasadas en 25 mL . Estas diferen-
cias en estabilidad entre las disclu-
ciones preparadas con Viscalex y
triton se deben a las diferentes pro-

Tabla 3. Programa de calentamiento
del horno microondas.

Etapa 1
Potencia T0
Presién {Pa} 344 827
Tiemnpo {min) 15:00
Ventilacién (r,flﬁin) 160

piedades fisicas y quimicas de am:
bos reactivos. '

Evaluacion del procedimiento ana-
litico

Se optimizaron los parametros
operacionales del horno de grafito
para cada elemento. También, fue-
ron optimizadas las temperaturas.de
secado e incineracion con el objeti-
vo de evitar salpicaduras y forma-
cién de humos durante la etapa de
pirdlisis (Tabla 5). Para las determi-
naciones de Cu y Pb fue necesario
diluir las muestras a la mitad previo
a la inyeccién de la muestra. En el
primer caso se empled como modifi-

_cador el nitrato de magnesio hexa-

hidratado (Aldrich Chem Co). Para
el Pb se usd el hidrogenofosfato de
amonio de la misma firma y nitrato
de magnesio. El emplec de modifi-
cadores mejora las condiciones de
atomizacién y produce resultados
maéas reproducibles en todos los ca-
s0s.® Se utilizé gas argdn de pureza
99,999 % (AGA Venezolana C.A) El
flujo de gas fue interrumpido en la
etapa de atornizacidn.

El limite de deteccidn se calculé se-
gun el criterio de la TUPAC (Tabla 6).
Se utilizé un volumen de inyeccién
de 20 1L v el niimero de réplicas por
muestra fue de tres.

Exactitud de los resultados

Para chequear la exactitud del
método, se disolvid el material de re-
ferencia internacional 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 plomeo, no asi para el
cobre, para el cual fue necesario rea-
lizar estudios de recobrado. Una can-
tidad conocida del analito en disolu-
cién acida acuosa fue adicionada a
la muestra previo a su tratamiento
por los tres métodos de disolucidon
en estudio. El contenido de cobre fue
analizado después de la adicién y

Tabla 4. Tiempo de sedimentacion de las suspensiones.

Muestra Viscalex HV30 Tritén X - 16¢
Tiempo
(rin,s)
HAcrom 135
HA200 G 2,30
HA200 piezas I
Coral I
Osteocoral 0,40

Coral asteroides

1 Inmediato.
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Tabla 5. Condiciones de operacién del horno de grafito.

Parérﬁétro Elemento
Cu Pb

Longitud de onda (nm) 3248 283,3
Paso de banda espeectral (nm) 0,7 0,5
Corriente de la lampara {mA) 10 10
Flujo de argén (mL - min") 250 250
Volumen de inyeccién (uL) 20 10
Programas del horno
Secado:

Temperatura (°C} 90,120 90,120

Tiempo (s) 20,20 5,15
Incineracién:

Temperatura (°C} 1 000 550

Tiempo (s) 20 20
Atomizacién:

Temperatura (*C) 2 300 2 000

Tiempo (s) b 3

Tabla 6. Limites de deteccidn, coeficiente de variacién e intervalo lineal de tra-
bajo para Cu y Pb en disoluciones acuosas.

Elemento Limite de deteccidn cv Intervalo lineal de trabajo
{ng - mL" (%) (ng - mL™")

Cu 0,15 arn 10 a 40

Pb 1,05 5.8 10 2 50

Tabla 7. Recuperacién en el analisis de Cu en una muestra de hidroxiapatita y
una muestra de coral.

Material Concentracidn Método empleado
anadida
(ng - mLY
Convencional Microondas Suspersién
R
(%)
20 14,6 = 1,7 1036 = 1,7 104,6 = 1,7
Hidroxiapatita
30 96,9 + 1,3 98.8 = 1,3 958 > 1.3
20 998 =71 1025 = 7,1 99,7 =+ 7,1
Coral .
30 102,7 = 0,8 103,9 + 0,8 96,7 = 0.8

Tabla 8. Valores encontrados para Pb en comparacién con el valor certificado.

Método Microondas Suspension JAEA-H-5 Animal Bone
convencional - (Valor certificado)
{ug - g' = intervalo de confianza)
2,65 + 046 2,75 = 0,22 24 + 0,19 3.1 =07

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

comparado con los valores de las
adiciones esperados, calculandose
luego el recobrado (Tabla 7). En

cuanto a la determinacién de los
contenidos de Ph, se compararon los
valores encontrados con aquellos

)

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

trados para plomo con el reportado
en el certificado, confirman la exac-
titud de la determinacion de estos
elementos en cualquiera de los tres
métodos estudiados.

Los valores encontrados en las
muestras de hidroxiapatita y corales
usando digesiién convencional, di-
gestion por microondas y prepara-
cidén de suspensiones resultaron in-
feriores a los limites permitidos com-
parado con la composicidn del hue-
so, segun se conoce!? (Tabla 9). Los
tres métodos evaluados dan resulta-
dos que no difieren significativa-
mente para un 95 % de confianza.
Esto significa que en principio cual-
quiera de ellos es valido para deter-
minar los contenidos de los analitos
de interés en esas muestras, por lo
que la seleccidn dependera enton-
ces de las caracteristicas dei ma-
terial, del analito en cuestién y de
las disponibilidades del laborato-
rio.t?

CONCLUSIONES

La utilizacién de la energia de mi-
croondas para la preparacion de las
muestras de hidroxiapatita y corales
resulta la mas eficiente y econémi-
ca, requiriendo séio peguenos vola-
menes de acido y 15 min para la to-
tal disolucién, ademas de disminuir
los riesgos de contaminacién que se
presentan cuando se trabaja en en-
vases abiertos y durante largos pe-
riodos de tiempa, lo cual es un as-
pecto importante a considerar
cuando se investigan metales pe-
sados en pequenas concentracio-
nes.

La preparacién de suspensio-
nes en los casos posibles es una al-
ternativa a tener en cuenta debido
a que resulta alin més rapida y eco-
némica que la disolucidén por mi-
croondas.

Los contenidos de Cuy Pb encon-
trados en las muestras de coral e
hidroxiapatita son lo suficiente-
mente bajos como para permitir su
utitizacidn en implantes dseos en
diferentes regiones del organismo
humano.
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Tabla 9. Resultados de la determinacién de Cu y Pb en muestras de hidroxiapa-

tita y corales.
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