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SIMULTANEOUS DETERMINATION OF Cr, Ni AND V IN URINE BY ET AAS. A procedure for the simultaneous determination
of Cr, Ni, and V in urine by electrothermal atomic absorption spectrometry (ET AAS) was optimized by factorial design, and

performed at a pyrolysis and atomization temperatures of 1300 and 2500 °C, respectively, using 15 pug de Mg(NO,), as chemical
modifier. Characteristics mass of 14, 6 and 220 pg and detection limits of the method of 0.07, 0.38 and 0.75 pug L' were obtained for
Cr, Ni and V respectively. The methodology was validated using a Liphochek Urine Metals Control sample (Bio-Rad) (P=0.05). The
methodology was applied to samples of voluntary Venezuelan people, not environmentally exposed to specific emissions, and results
ranging from < LOD-1.1 and 1.3-3.3 ug L' was observed for Cr and V, respectively, and not detectable levels for Ni.

Keywords: simultaneous analysis; ET AAS; metals in urine.

INTRODUCCION

El cromo, el niquel y el vanadio forman parte de numerosas
aleaciones metélicas,'? y pueden encontrarse en el aire de ambientes
industriales asociados a actividades metaltirgicas, de refinacién de
minerales, produccién de cemento y en plantas de energia que emple-
an combustibles fosiles.* De manera particular, la fuente mds comtin
de Cr en el ambiente se origina por los desechos de las industrias de
cromado y electrodeposicion,*® de textiles y pieles.®

Los efectos nocivos del exceso (Cr, Niy V) o falta (Cry V) de es-
tos metales sobre la salud humana son conocidos,’ y su cuantificacion
en fluidos bioldgicos es importante, especialmente en el monitoreo de
deficiencias nutricionales y exposicién ambiental.* En el caso de la
exposicion ambiental, la evaluacion de riesgo es realizada usualmente
mediante la determinacién de los metales presentes en los fluidos
biolégicos, entre los cuales, la orina es empleada ampliamente debido
a que es una muestra facilmente disponible y un indicador util de la
exposicion a metales toxicos.*’

La concentracién de cromo, niquel y vanadio en la orina se
encuentra en niveles traza, por lo que su determinacion requiere el
empleo de técnicas analiticas muy sensibles como la espectrometria
de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) y la espec-
trometria de absorcion atémica con atomizacion electrotérmica (ET
AAS). ICP-MS es una técnica sofisticada y costosa que, ademds de
su elevada sensibilidad y capacidad de andlisis multielemental, puede
presentar interferencias por iones poliatdmicos que afectan, entre otras
especies, la determinacion de >Cr y 3'V cuando se emplean equipos
de baja resolucion o sin celda de reaccién.®!? Por su parte, ET AAS
es una técnica que proporciona la sensibilidad requerida para este tipo
de andlisis, y su empleo se ve favorecido ya que es menos costosa,
muchas veces el pre-tratamiento es mds sensible, y las interferencias
que presenta pueden solucionarse, generalmente, empleando modifi-
cadores quimicos, apropiados programas de calentamiento y sistemas
de correccién de fondo apropiados.?

La aplicacion de ET AAS en el andlisis unielemental en mues-
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tras de orina ha sido ampliamente sefialada, especificamente en la
determinacién de Cr,*>!"15 y Ni.™!* Asimismo, se ha sefialado el
andlisis multielemental en orina mediante ET AAS, en particular
la determinacién de cromo,'®!” y niquel,'*! y otros elementos, 7182
asi como en otros tipos de muestras como particulado ambiental,?!
aleaciones de aluminio,” aguas y materiales geoldgicos,” miel,** y
vino,” entre otras. Hasta donde se conoce, la determinacién de V en
orina mediante ET AAS no se ha sefialado, empledndose en su lugar
ICP-MS con espectrémetros de alta resoluciéon (HR-ICP-MS),!0-26
con celdas de reaccién dindmica,® y octopolos con celda de colision,’
asi como la espectrometria de emisién atdmica con plasma acoplado
inductivamente (ICP OES) aplicando procedimientos previos de sepa-
racién y preconcentracion del elemento, para evitar las interferencias
espectrales asi como alcanzar los limites de deteccién requeridos.”’

La determinacién simultdanea por ET AAS es posible y deseable
en muchos casos, por la ventaja de economia de tiempo de andlisis
que esta técnica ofrece. Para esto, es necesario buscar un programa
de temperatura y un modificador quimico que sean adecuados para
los elementos de interés. A pesar de que no hay mds proveedores de
equipos de absorcién atémica capaces de realizar andlisis multiele-
mentales, la introduccion de la espectrometria de absorcién atémica
de fuente contintia y alta resolucion es seguramente un paso facilitador
para el desarrollo de procedimientos para andlisis multielementales
por ET AAS, que gana asf nuevo interés.

Por otra parte, es importante destacar la importancia del trata-
miento de la muestra de orina para su andlisis mediante ET AAS, ya
que, la presencia de elevadas cantidades de sales disueltas, asi como
particulas sdlidas y materia orgdnica en suspension, promueven
importantes interferencias de matriz para los analitos voldtiles y
sefiales de fondo elevadas. Para evitar estas interferencias, la muestra
usualmente es digerida,”* o diluida.''*!"® Sin embargo, se prefiere
la introduccién directa de la muestra,*>!3131 lo cual requiere una
cuidadosa seleccion de las condiciones de analisis, pero minimiza los
riesgos de contaminacion de la muestra y permite mejorar el tiempo
de andlisis y el limite de deteccion del método. En este sentido, se han
empleado procedimientos de preconcentracién para realizar estudios
de especiacion en orina, mejorando al mismo tiempo los limites de



Vol. 34, No. 6

deteccion,'” donde los procedimientos tienden, recientemente, a
realizarse en linea.”

Este trabajo se enfoc6 en la optimizacién de una metodologia
sencilla para la determinacion simultdnea de Cr, Ni y V en orina
mediante ET AAS, dada la potencial toxicidad que representan dichos
elementos para el ser humano y su presencia conjunta en algunas
muestras y ambientes laborales.'?

PARTE EXPERIMENTAL
Equipos

Se empled un espectrémetro de absorcién atdmica con horno de
grafito marca Perkin Elmer, modelo SIMAA 6000, el cual permite
la determinacién simultdnea de hasta seis elementos. Este equipo
posee un sistema de correccién de fondo basado en el efecto Zeeman
longitudinal y un automuestreador AS-72 y opera con atomizadores
calentados transversalmente (THGA). En este trabajo se emplearon
ldmparas de catodo hueco de Cr (357,9 nm), Ni (232,0nm) y V (318.,4
nm) marca Perkin Elmer, modelo Lumina.

Reactivos

Se emplearon soluciones estandar acuosas High Purity Standards,
marca Perkin Elmer, de 1000 pg L' de Cr, Ni y V; solucién estandar
de 1000 ug L' de Mg(NO,), marca Fluka como modificador quimico;
Tritén X-100 doble destilado marca Packard Instrument Company,
USA; HNO, para trazas 69-71% marca J.T. Baker; y agua desionizada
grado 18 M ohm cm.

Procedimiento

Tratamiento de la muestra de orina

La muestra de orina fue filtrada con un filtro desechable de je-
ringa (Dismic-25c¢s, <45 um) para eliminar los sélidos suspendidos.
Posteriormente, se le agregé HNO, concentrado y Triton X-100 al
10% m/v, hasta una concentracion final en la muestra de 0,1% m/v,
en ambos reactivos. Con este procedimiento la dilucién de la muestra
fue despreciable.

Optimizacion del programa de calentamiento

El programa de calentamiento para el andlisis simultdneo me-
diante ET AAS fue optimizado aplicando un disefio factorial 32,
que considerd dos factores (A: temperatura de pirolisis (Tp); y B:
temperatura de atomizacién (Tat)) y tres niveles para cada factor (A:
1.000, 1.150 y 1.300 °C; y B: 2.200, 2.350 y 2.500 °C).

El disefio factorial fue aplicado a una solucién estdndar acuosa
y a la muestra de orina. La solucién estandar acuosa, conteniendo
concentraciones de 10 ug L' de Cr, 40 ug L' de Niy 100 ug L' de
V, fue preparada al 0,1% m/v en HNO, y Triton X-100. La muestra
de orina fue contaminada con una concentracién de vanadio similar
a la empleada en el estdndar acuoso, debido a la baja concentracién
del elemento observada en dicha muestra. Como modificador quimico
se empled 15 pg de Mg(NO,),, cantidad recomendada para el cromo
en el manual del fabricante.” El volumen de inyeccion de la muestra
en el atomizador de grafito fue de 20 uL. El tiempo de integracién de
la sefial atomica fue de 2,5 s parael Cry Niy de 10 s para el V, los
cuales fueron determinados mediante experiencias preliminares rea-
lizadas a las temperaturas de atomizacién consideradas en el disefio.

Las experiencias requeridas por el disefio se realizaron de manera
aleatoria. La sefial de respuesta considerada fue la sefial de absor-
bancia atémica integrada, obtenida para cada analito en el modo de
andlisis simultdneo del equipo. El andlisis del disefio factorial fue rea-
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lizado empleando el programa Statgraphic version 6.0 para Windows.

Exactitud del método de andlisis y determinacion de figuras de
mérito

El método optimizado fue validado empleando la muestra control
Urine Metals Control Liphochek de Bio-rad Nivel 1, 1a cual fue rege-
nerada siguiendo las instrucciones del fabricante y tratada para tener
una concentracién de 0,1% m/v de HNO, y Triton X-100. La cuantifi-
cacion de los analitos se realizé mediante curva de adicion de estandar
(n=5, m=3), analizando la muestra por triplicado. Adicionalmente, se
determinaron las figuras de mérito, masa caracteristica (mo) y limite
de deteccion instrumental (LOD), (m0=0,0044/m y LOD=3sdv/m
donde m es la pendiente analitica de la curva de calibracién).

RESULTADOS Y DISCUSION

Optimizacion del programa de calentamiento para la
determinacion simultidnea de Cr, Niy V en orina por ETAAS

Las gréficas de Pareto obtenidas en el andlisis del disefio factorial
aplicado se muestran en la Figura 1, donde se representan los valores
estandarizados de los efectos estudiados. El signo de los efectos,
indica cémo se modifica la sefial analitica cuando se cambia el nivel
del factor a un nivel superior. Asi, el signo positivo y negativo de
los valores estandarizados de los efectos, indican que al aumentar el
nivel del factor, la sefial de absorbancia atémica integrada aumenta
o disminuye, respectivamente.

Los resultados de los efectos principales (A=Tp y B=Tat) mostra-
ron que la matriz de orina no modifica significativamente (P=0,05) el
comportamiento de los analitos durante la etapa de pirolisis, ya que la
sefial de los analitos en ambas matrices (estandar acuoso y orina) no
fue afectada significativamente al variar la temperatura de pirdlisis,
dentro del intervalo de temperaturas considerado (1.000 a 1.300 °C).
Sin embargo, el efecto de la temperatura de atomizacion sobre las
seflales de los analitos dependi6 de la matriz, observdndose que el
aumento de la temperatura de atomizacion produce la disminucién
significativa de la sefial atomica del Cr y Ni en la matriz de orina, y
el aumento significativo de la sefial atémica del V en ambas matrices
(estdndar acuoso y orina). Adicionalmente, se obtuvo la interaccién
significativa (AB) entre los efectos Tat y Tp para el Ni en la matriz
orina, asi como efectos de segundo orden significativos (BB) para
la Tat, para el V y Ni en la matriz de orina y parael Cry V en la de
estandar acuoso, lo cual indica que la matriz de orina afecta el com-
portamiento de los analitos durante la atomizacion y que la variacién
de ambas temperaturas, Tp y Tat, afectaria la sefial de los analitos de
una manera compleja y diferente en cada matriz.

Las temperaturas Optimas de pirdlisis y de atomizacién para
cada elemento en cada matriz, dentro del intervalo de temperaturas
considerado en el disefio aplicado, fueron determinadas mediante
el paquete estadistico empleando como criterio el maximo valor
de absorbancia integrada y se muestran en la Tabla 1. Aunque los
resultados mostraron que la Tp no afecta significativamente la sefial
de los analitos en ambas matrices, las Tp 6ptimas para el Cr y Ni en
la matriz de orina fueron menores que en la de estdndar acuoso, y
para el V ocurre lo opuesto.

Empleando el mismo paquete estadistico y criterio, se determi-
naron las temperaturas Optimas de pirdlisis y atomizacién para la
determinacion simultdnea de los elementos en cada matriz, las cuales
fueron respectivamente, 1.128 y 2.491 °C en la matriz de estdndar
acuosoy de 1.300y 2.458 °C en la matriz de orina. La diferencia entre
las temperaturas de pirdlisis dptimas determinadas para el analisis
unielmental y el simultdneo en cada matriz, estindar acuoso y orina,
indicaria posibles efectos de la temperatura sobre el comportamiento
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Figura 1. Grdficas de Pareto para los elementos V, Cr'y Ni en ambas matrices: a) orina'y b) estandar acuoso

Tabla 1. Temperaturas 6ptimas de pirolisis y atomizacién* obtenidas en el

disefio 32
Elemento Estdndar acuoso Orina

Tp Tat Tp Tat
Cr 1.112 2.325 1.000 2.200
Ni 1.216 2.320 1.000 2.459
\Y 1.000 2.500 1.300 2.500

*Temperaturas en °C; Tp: temperatura de pirdlisis; Tat: temperatura de
atomizacion.

de los analitos, expresados mediante los efectos principales, las inte-
racciones entre efectos y los efectos de segundo orden determinados
en el disefio, los cuales afectarfan la sefial analitica y en consecuencia,
el analisis simultaneo en la matriz orina mediante curva de calibracion
externa con estandares acuosos.

Analisis simultaneo de Cr, Niy V en orina

Se hicieron pruebas de calibracion aplicando diferentes técnicas de
calibracién, observandose una disminucién del 14, 31 y 11%, para el
Cr, Niy V, respectivamente, en las pendientes analiticas obtenidas por
adicién de estandar, respecto a las obtenidas por curva de calibracion
externa, por lo que el andlisis simultdneo se realiz6 por curva de adiciéon
de estdndar. Los intervalos de concentracién de los elementos empleados
en la calibracién fueron: 1,3-5 ug L para cromo, 3,8-15 pg L' para
niquel y 25-100 pg L para vanadio. El anlisis se realizé empleando las
condiciones compromiso seleccionadas en la optimizacion, Tp: 1.300°C
y Tat: 2.500 °C, y 15 ug de Mg(NO;), como modificador quimico. La
temperatura de pirdlisis seleccionada corresponde a la temperatura
Optima determinada para el andlisis simultdneo de los elementos en la
matriz de orina.

Figuras de mérito del método, mo y LOD

Las figuras de mérito, masa caracteristica y limite de deteccién
del método, obtenidas empleando la metodologia optimizada para
el andlisis simultdneo de Cr, Niy V en orina se muestran en la Tabla
2. En este trabajo, los limites de deteccidn del método (LODm) son
iguales a los LOD instrumentales, ya que la dilucién de la muestra
fue despreciable. La solucién considerada como solucién blanco fue
una solucién acuosa al 0,1% m/v de HNO, y Triton X-100.

Tabla 2. Figuras de mérito obtenidas en el andlisis simultdneo de Cr, Ni y
V en orina

Elemento Valores obtenidos Valores reportados *
mo LODm mo LODm
(pg) (ng L (pg) (ng L
Cr 14 0,07 7.8 0,034 0,12%0,44'";
0,13 0,15%; 0.16'
Ni 55 0,38 30,38 0,57; 0,70'%
\% 220 0,75 51% 0,1

*Se destacan en negrilla los resultados obtenidos mediante el andlisis simul-
taneo empleando el mismo atomizador PE-SIMAA 6000.

Para el Cr y el Ni, los valores de LODm obtenidos fueron
mejores que los obtenidos por otros autores, tanto en el andlisis
simultdneo empleando el mismo sistema instrumental (PE-SIMAA
6000),'%' como en el andlisis unielemental en orina empleando otros
instrumentos,>!"1315 a excepcién de los obtenidos para el Cr por
Burguera et al.,* quienes realizaron el andlisis directo de la muestra
mediante curva de calibracion externa. Los valores de mo obtenidos
fueron mayores que los sefialados por otros autores para el andlisis
simultdneo empleando el mismo instrumental,'*!** lo cual se atri-
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buye, ademads de las diferencias en el programa de calentamiento y
tipo de modificador quimico empleados y al efecto de la matriz de
orina sobre la sensibilidad analitica expresada en la pendiente de la
curva de adicién estdndar aplicada en este trabajo, a diferencia de
los trabajos citados donde emplearon curva de calibracién externa.
Aunque empleando otros espectrometros, trabajos realizados en el
andlisis de muestras en suspensién muestran el efecto de la matriz
sobre la pendiente analitica, observado mediante los valores de la
masa caracteristica, mo: para el Cr valores entre 3,5 pgy 11,2 pgen
suspensiones de muestras geoldgicas a Tp y Tat variables (1.400-
1.600 y 2.300-2.500 °C, respectivamente),*' y para el Ni, valores de
26 pg en el andlisis en suspensiones de aleaciones de aluminio, y
de 27 pg y 44 pg en el andlisis de suspensiones de muestras de fuel y
material del fraccionamiento de crudos empleando Tat de 2.400 °C.*

En el caso del V, se observaron diferencias entre los valores del
LODm y mo obtenidos con el método propuesto y los sefialados por
el fabricante del equipo para el andlisis simultdneo del elemento en
soluciones acuosas.’® Aunque no se encontraron valores de estas figu-
ras de mérito para el andlisis unielemental y/o simultdneo en orina, a
modo de comparacion, pueden sefialarse los limites de deteccion ins-
trumental y masa caracteristica, 0,34 ug L' y 78 pg, respectivamente,
obtenidos empleando el mismo espectrémetro (PE-SIMAA 6000), a
una Tpde 1.700 °Cy Tat de 2.600 °C en el andlisis de suspensiones de
cabello humano,*asi como otros valores de mo obtenidos empleando
otros instrumentos: 20-21 pg en el andlisis de emulsiones de diesel y
productos del fraccionamiento de crudos a una Tat de 2.600 °C;* 72
pg en muestras de petréleo empleando una Tat de 2.700 °C;* 37-288
pg en muestras de suspensiones de muestras geoldgicas a una Tat de
2.600 °C.3! La Tat empleada en el método propuesto (2.500 °C) seria
una de las causas de la baja sensibilidad obtenida para el elemento.

En el andlisis simultineo mediante ET AAS, escoger una condi-
cién compromiso de andlisis puede afectar las figuras de mérito de
uno o varios elementos a determinar. Adicionalmente, otro factor que
contribuye a la desmejora de la mo y el LOD, son las interferencias
espectrales producidas por el solapamiento de lineas de emision den-
tro del ancho de banda instrumental del monocromador.* En el caso
especifico, el espectrémetro PE-SIMAA 6000, detecta interferencias
espectrales cuando se emplean conjuntamente ldmparas de Cr y Ni
ode NiyV, por lo que en la determinacién simultdnea de Cr, Ni y
V, el software del equipo modifica automdticamente la frecuencia
de modulacion de las ldmparas y el tiempo de adquisicién. Esto
conduce a una reduccién importante de la intensidad de la radiacion
que llega al atomizador, pudiendo producir cambios en las figuras de
mérito, LOD y mo,* tal como se ha demostrado.?” Este efecto sobre
las figuras de mérito se vuelve critico cuando se emplean ldmparas
poco brillantes,” y en el andlisis especifico realizado, se considera
la causa principal de la baja sensibilidad obtenida para el vanadio.

En este trabajo, el efecto del modo simultdneo de andlisis sobre
el LOD, fue compensado por la introduccién de la muestra de orina
practicamente sin dilucion, lo que conduce a valores de los LOD
del método mejores, entre dos y seis veces, que los obtenidos en el
anlisis de la muestra previamente digestada y/o diluida,”!!® debido
al factor de dilucién empleado.

Exactitud del método de analisis

La exactitud de la metodologia propuesta se determind analizando
la muestra control de orina Urine Metals Control Liphochek Level 1
de Bio-Rad bajo las condiciones 6ptimas establecidas. Los resultados
se muestran en la Tabla 3.

Para el Cry el Nino se encontraron diferencias significativas (P =
0,05) entre las concentraciones determinadas y las reportadas en la
muestra control. Para el V, cuya concentracion no estd sefialada en la
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Tabla 3. Concentraciones obtenidas y reportadas para la muestra Urine Metals
Control Liphochek (Bio-rad) Level

Reportadas Obtenidas'

Intervalo (ug L) Promedio (ug L) x = sdv (ug L)

v NR? NR? 104 +3
Cr 1,8-4,1 2,9 33+04
Ni 6,3-123 9,3 101

!Concentracién promedio + desviacidn estdndar para tres réplicas.
’NR: No reportado.

muestra control, se realizé de manera adicional, el analisis mediante
curva de calibracién externa empleando las mismas condiciones de
andlisis, puesto que en el estudio de la optimizacién del programa de
calentamiento no se observaron diferencias en el comportamiento del
analito en las matrices de orina y acuosa. Mediante esta técnica de
calibracion se obtuvo una concentracion de vanadio en la muestra de
112 + 10 pg L' y un porcentaje de recuperacién de 110%, no encon-
trandose diferencias significativas con la concentracién determinada
mediante la curva de adicién de estdndar (prueba 7, P = 0,05).

El método optimizado para el andlisis simultdneo fue aplicado a
muestras de orina de tres donantes voluntarios saludables, con edades
comprendidas entre 19 y 22 afios, pertenecientes al laboratorio de
investigacién que no realizan actividades asociadas a riesgo de con-
taminacion metalica, en las cuales se obtuvieron concentraciones en
los intervalos: <LOD-1,1 uyg L' de Cry 1,3-3,3 ug L' de V, siendo la
concentracion de Nino detectable en estas muestras. Estos valores se
encuentran en los intervalos de concentracion de referencia sefialados
para poblacién humana saludable, tales como los determinados para
el Cr (0,07-0,88 ug L") en Italia,® para el Ni (0,59-4,06 ug L) y V
(1,4-10,2 pg L") en Francia,*®y otros valores para el Cr (0,24-1,8 ug
L") yel Ni (2,2-2,7 ug L"), considerados lineas base de acuerdo a
datos de 55 paises.’’

CONCLUSIONES

La determinacién simultinea mediante ET AAS obliga al em-
pleo de condiciones compromiso para el andlisis, bajo las cuales la
sensibilidad puede ser afectada. Sin embargo, la disminucién de la
sensibilidad no compromete la capacidad y aplicabilidad de la téc-
nica en el andlisis de trazas, permitiendo por el contrario, la mejora
del tiempo de andlisis y la disminucién del consumo de reactivos.
El método propuesto provee la ventaja de permitir la determinacion
simultdnea de Cr, Niy V en orina, sin diluir y tratada de manera sim-
ple y rdpida, lo cual evita su contaminacién durante la manipulacion,
disminuye el tiempo de andlisis y mejora el limite de deteccion del
método. Por otra parte, el andlisis mediante adicion de estandar, en el
presente caso, no conduce a un aumento significativo del tiempo de
andlisis, ya que el instrumental empleado (PE-SIMAA 6000) realiza
el procedimiento de manera automadtica empleando, practicamente,
el mismo tiempo que emplearia para curva de calibracion externa.

Durante el estudio, se observé la acumulacién de sales en el
atomizador luego de analizar cierto nimero de muestras, lo cual
promueve la irreproducibilidad de la sefial. Este inconveniente fue
resuelto, incorporando una etapa extra de limpieza al programa de
calentamiento y una solucién equivalente al blanco de calibracién
cada diez inyecciones al atomizador.
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