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4.- METODOLOGIA

4.1.- Seleccio del grup de participants

Per I’estudi control (blanc) es van escollir un total de 28 treballadors de la
planta, per a ser examinats mitjancant monitors biologics i aixi obtenir valors de
referéncia. Seleccionarem treballadors relacionats directament amb el procés
d’incineracio, 1 també treballadors d’altres arees, com el laboratori i les oficines.
Aquest nombre de treballadors ha variat al llarg dels 2 anys segiients. Aix0 va ser degut
a la no disponibilitat de alguns treballadors, en concret 5, per continuar amb I’estudi,
reduint el nimero a 23 a I’any 2000. Per poder obtenir altre cop els 28 treballadors, al
2001 vam seleccionar 5 nous candidats, els quals portaven igual que tots els altres, un

any treballant en la planta.

A T’hora d’escollir els participants de 1’estudi, es van tenir en compte els
seglients parametres:
a) Edat de I’individu
b) Treballs desenvolupats anteriorment
¢) Lloc de residencia durant els ultims cinc anys

d) Lloc actual de treball a la planta

Aixi doncs, es van considerar fora de I’estudi les persones més grans, els que
haguessin estat potencialment exposats ocupacionalment a qualsevol dels contaminants
a mesurar, i aquells que portaven menys de cinc anys vivint a 1’area d’influéncia de la

planta.

4.2.- Recolleccio d’informacio dels participants

La recollida d’informaci6 es va realitzar mitjancant la realitzaci6 de dues
enquestes (Apostoli i cols. 1997; Baldwin i cols. 1999; Alfvén i cols. 2000) mostrades

en les taules 61 7.
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Taula 6.- Enquesta sobre dades fisiques i habits dels treballadors

—

o) 01 s G0l B

TEST PARA TRABAJADORES DE IRI

Fecha

Numero de control

Nombre

Fecha de nacimiento

Peso (kg)

Altura (cm) Presion arterial

Lugar de residencia actual

10.Puesto de trabajo actual en la planta
11.Horas diarias en el puesto de trabajo

12. Ocupaciones previas y duracion de cada una de ellas

Mas de 2 afios viviendo en la residencia actual [CSI

Residencia antigua

ONO

13. Habitos generales:

¢ Cuantos cigarrillos fuma diariamente?

¢A qué edad comenz6 a fumar?

Si es exfumador, ;Cuantos afos lleva?

¢ Bebe cerveza?S| ONO

En caso afirmativo, ¢ cuantas cerveza bebe la semana

¢:.Bebe vino? oSl ONO

En caso afirmativo, jcuantas copas de vino bebe la semana
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14. ; Toma alguna medicaciéon? 0sl ONO

15.En caso afirmativo, tipo de medicacion y periodicidad

16. ¢ Padece algun tipo de enfermedad crénica? 0Sl _NO

17. En caso afirmativo, ¢qué tipo? [Renal A0S
(Diabetes JARos
UHepatica CJARoS
[Hipertensiéon CJARos
OOtras JARos

18. Hobbies/actividades ludicas

“JAgricolas
[OManejo de disolventes
CDeportes

JJOtros
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Taula 7.- Informacié sobre la dieta. El qiiestionari es va completar durant 15 dies.

DIA 1

ESMORZAR

DINAR

SOPAR

ALTRES MENJADES FORA DE L'HABITUAL

A partir d’aquestes dades els participants van ser classificats segons tres grups:
no fumadors, fumadors 1 antics fumadors. Als fumadors se’ls preguntava el tipus de
tabac (cigarret, puro o pipa), la quantitat diaria, i el temps que portaven fumant. Als que
ho havien deixat se’ls preguntava el temps que havia passat des que abandonaren el

tabac.

La informaci6 general dels 28 treballadors escollits obtinguda a partir dels
parametres anteriorment descrits i la enquesta de la Taula 6 es mostra pels anys 1999,

2000120001 en les taules (8-10).

Seguidament, als treballadors escollits se'ls va fer una enquesta que contenia
informacio sobre la dieta dels ultims quinze dies (Taula 7). A partir d’aquesta, es va
determinar el contingut de dioxines, furans i metalls pesants a que estaven exposats a

través de la dieta (Taula 11 1 12).
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Taula 8.- Sexe, edat, 1 habits de fumar dels participants I’any 1999.

Lloc de Treball
Planta Laboratori Administracio
Numero de persones 21 4 3
Dona/home 1/20 4/0 172
Edat (anys); mitjana £ DE 282 +£7.5 28.5+4.7 273 £2.5
Fumadors/no fumadors 13/8 1/3 12

Taula 9.- Sexe, edat, 1 habits de fumar dels participants 1’any 2000.

Lloc de Treball
Planta Laboratori Administracio
Numero de persones 19 3 1
Dona/home 1/18 3/0 1/0
Edat (anys); mitjana £ DE 273+£3.2 3144 26
Fumadors/no fumadors 13/6 12 0/1

Taula 10.- Sexe, edat, i habits de fumar dels participants I’any 2001.

Lloc de Treball
Planta Laboratori Administracio
Numero de persones 22 3 3
Dona/home 1/21 3/0 3/0
Edat (anys); mitjana + DE 28.5+3 32+4 26.7 £2
Fumadors/no fumadors 12/10 12 172
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Taula 11.- Exemple de la ingesta diaria de PCDD/Fs, per un treballador de la planta

incineradora de residus especials, obtinguda a partir de les dades de 1'enquesta.

Ingesta diaria *PCDD/Fs en | PCDD/Fs
d'aliment del l'aliment ingerit pel
ALIMENTS treballador (g/dia) | (ng/kg pes treballador
humit) (I-TEQ
ng/dia)

Vegetals 194 0,14 2,72E-02
Llegums 14 0,19 2,71E-03
Cereals 170 0,25 4,26E-02
Fruites 182 0,09 1,64E-02
Peix blanc 61 0,27 1,64E-02
Peix blau 7 0,76 5,43E-03
Marisc 28 0,42 1,19E-02
Peix llauna 0 0,24 0
Porc 47 0,11 5,15E-03
Pollastre 14 0,11 1,57E-03
Vedella 33 0,13 4,32E-03
Corder 0 0,13 0
Ous 41 0,12 4,93E-03
Derivats lactis 20 0,04 8,00E-04
Llet sencera 226 0,18 4,08E-02
Llet semidesnatada 0 0,06 0
Oli 45 0,64 2,88E-02
Margarina 0 0,49 0
**DDDI (pg I-TEQ/kg/dia) 2,99

* Valors obtinguts de 1’estudi realitzat per Domingo i cols. I’any 1999.

** DDDI= ingesta diaria en la dieta de dioxines. El rang acceptable per ’OMS és d’1-4

pg I-TEQ/kg/dia (OMS, 1998).

Aquest valor obtingut com exemple, ens informa de que els nivells de dioxines

(PCDD/Fs) dels treballadors aportada per la dieta esta dintre dels valors permesos per la

OMS.
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Taula 12.- Exemple de la ingesta diaria d'arsénic per un treballador de la planta

incineradora de residus especials, obtinguda segons dades de I'enquesta.

Ingesta diaria As en As ingerit pel
ALIMENTS d'aliment del l'aliment treballador

treballador (g/dia) (ng/g) (ng/dia)
Vegetals 194 3,51 680,64
Llegums 14 17,36 248,02
Cereals 170 5,67 965,13
Fruites 182 0,40 72,74
Peix blanc 61 0,58 35,10
Peix blau 7 0,68 4,88
Marisc 28 1,03 29,18
Peix llauna 0 0,12 0
Porc 47 0,05 2,15
Pollastre 14 0,10 1,40
Vedella 33 0,11 3,49
Corder 0 0,23 0
Ous 41 1,25 51,35
Derivats lactis 20 0,25 5,08
Llet sencera 226 0,21 48,32
Llet semidesnatada 0 0,22 0
Oli 45 0 0
Margarina 0 0 0
Ingesta Total Arsénic pg/kg/dia 30,68
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4.3.- Determinacions analitiques

Els analisis dels compostos organics en sangs i orines han estat fets al
Departament of Analytical Laboratory del MPU de Berlin (Dr. L. Miiller i Prof. Dr. J.
Jager). La digestio acida de les mostres per a la determinaci6 dels metalls pesants en
sangs 1 orines es va fer al Laboratori de Toxicologia i Salut Mediambiental de la URV
1, la determinacio analitica de les mostres en la Unitat d’Espectroscopia dels Serveis

Cientifico—Técnics de la Universitat de Barcelona.

A P’any 1999 (estudi blanc), es van analitzar els segiients compostos organics:
BTEX, dibenzodioxines policlorades (PCDD), dibenzofurans policlorats (PCDF),
hexaclororbenze¢ (HCB), bifenils policlorats (PCB-28, PCB-52, PCB-101, PCB-138,
PCB-153, PCB-180), i 2,4-clorfenol, 2,5-clorfenol, 2,4,6-triclorfenol, 2,4,5-triclorfenol,
pentaclorfenol, 1 1-hidroxipire. Les analisis es van fer individualment per determinar els
nivells de referéncia. Tenint en compte els resultats obtinguts en aquest estudi, es va
considerar fer uns canvis pels dos anys segiients: eliminar el grup de compostos
organics format pel BTEX, degut a la seva imprecisio i1 dificultat de controlar els
parametres analitics, 1 preparar “pools” de les mostres; ja que per la seva complexitat,
suposaven uns costos molt elevats, especialment els de les dioxines i furans. Tanmateix,
si en qualsevol moment es pogués sospitar d’exposicido a aquests compostos en els

segiients estudis es tornarien a analitzar de forma individual.

Per tant, es van fer 6 mostres “composites” per determinar els compostos
organics en sang i 6 mostres “composites” més per 1’orina. Els subgrups es van agrupar
d’acord amb les concentracions obtingudes a ’estudi blanc o de referéncia de I’any

1999.

Els “composites” van estar constituits per “pools” formats de la segiient manera:
1 mostra del personal d’administracié, 1 mostra del personal del laboratori, i 4 mostres

del personal de planta (formades cadascuna de 4-6 persones).
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4.3.1.- Determinacions analitiques en sang

Les mostres de sang van ser extretes als treballadors per personal sanitari
especialitzat, a ’hospital de Sant Joan de Reus o a la Mutua d’Accidents de Treball de
Tarragona (MATT).

Les mostres van ser dipositades en contenidors estérils amb anticoagulants per a
la seva posterior centrifugacié (3000 rpm durant 10 minuts). Es va separar el plasma
que va ser objecte d’analisis dels productes organics citats anteriorment. Altrament, en

sang sencera es van determinar els nivells de benze, tolug, etilbenze i m-xile (BTEX).

Es va reservar una petita quantitat de sang sencera per analitzar el contingut dels

seglients metalls: beril-li (Be), manganes (Mn), mercuri (Hg) 1 plom (Pb).

4.3.1.1.- Determinacio analitica de PCDD/PCDFs, PCBs i HCB en plasma.

La determinaci6 es va portar a terme d’acord amb els métodes alemanys VDI
3499 (1993) i dels procediments descrits per la “Environmental Protection Agency”

(EPA USA Method 1625).

Totes les concentracions han estat transformades en base al pes lipidic (ug/kg),
ja que els compostos organics son substancies lipofiliques que es distribueixen en els

lipids del cos.

Abans de I’extraccio, les mostres van ser homogeneitzades. Les etapes

fonamentals que caracteritzen aquesta metodologia son:

1.- Extraccio, segons les caracteristiques particulars de cada mostra, amb addici6
simultania dels 17 isomers 2,3,7,8 substituits, marcats amb 13C, 1 un conjunt de BCy,-
PCBs i *Cy-hexaclorbenzé com a patré de quantificacio, utilitzant el métode de dilucio

isotopica.

2.- Purificacié o “clean-up” de I’extracte mitjancant cromatografia d’adsorcié solid-

liquid en columnes obertes, eluides per gravetat. A continuacid, es fa una reduccié de la
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fraccio que conté les PCDD/Fs i la fraccié que conté els PCBs, fins arribar al volum

necessari.

3.- Analisi de I’extracte purificat per cromatografia de gasos d’alta resolucié (HRGC)

acoblat a espectrometria de masses d’alta resolucié (HRMS).

4.- Quantificaci6 pel metode de dilucié isotopica d’estandards interns.

1.- Extraccio

L’objectiu d’aquesta fase va consistir en recuperar de forma quantitativa les
dioxines 1 furans, PCBs 1 HCB continguts en les mostres. Es van prendre 25 g de mostra
seca 1 s’addiciona una quantitat coneguda dels 15 isomers toxics durant 2 h. A
continuacio, s'extragué¢ en un soxhlet durant 48 h amb tolu¢ (qualitat per analisi de
residus). Finalment, 1’extracte es va concentrar en rotavapor fins arribar a uns 2-3 mL

abans de comengar la fase de purificacio.

2.- Purificacio o “Clean-up”

En aquesta etapa, 1’objectiu va ser l’eliminacié dels diferents compostos
interferents que es van extreure conjuntament amb les dioxines i furans. Aquest procés
de purificaci6 es realitza mitjangant cromatografia d’adsorci6 solid-liquid en columnes
obertes eluides per gravetat. L’extracte obtingut es va sotmetre a 1’accio de tres tipus de

columnes:

%k Columna de silica modificada amb H,SO,4 i NaOH
% Columna de florisil

%k Columna d’alimina basica

Com a ecluients, s’utilitzen dissolvents de diferent polaritat com hexa,
diclorometa, tolu¢ i ¢ter. En aquesta etapa es van separar els PCDD/Fs dels PCBs i de
I’HCB. El procés de “clean-up” es va controlar en cada pas mitjancant HRGC amb
detector de captura electronica (ECD). Si despres de les tres columnes anteriors, el

cromatograma ECD encara presentava interferéncies, 1’extracte es purificava finalment
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amb una columna de carbd (Carbopack 80/100). Al final de I’etapa de purificacio,
I’extracte es va concentrar en primer lloc amb rotavapor, i després amb corrent de

nitrogen, fins a un volum final de 10 mL.

3.- Analisi i quantificacio per HRGC-HRMS

La determinacid final es va realitzar mitjangcant cromatografia de gasos d’alta
resolucié (Carlo Erba 8000). Es va utilitzar una columna cromatografica apolar
J&WDB-5 acoblada a un cromatograf de masses d’alta resoluci6é (Fisons CE 8000
acoblat a un sitema VG Autospec Ultima). L 0s de la cromatografia de gasos d’alta
resolucid és necessari per a la separacié de les diferents families de congeneres, aixi
com per a obtenir una bona separaci6 entre isomers dintre de cada grup de congéneres.
La deteccio es va efectuar per espectrometria de masses d’impacte electronic a una
resolucié minima de 10.000, treballant amb modalitat S.I.R. (Selected Ion Recording),
obtenint aixi una alta sensibilitat i selectivitat. Els compostos van ser identificats
especialment pel senyal dels dos ions moleculars M™ i M 6 M™ de I’isomer natiu i del
corresponent marcat amb °C, per la relaci6 isotdpica correcta i pels temps de retencio

cromatografics.

Préviament a I’analisi de la mostra per HRGC/HRMS, es va procedir a la
calibracio de I’espectrometre a una resolucié de 10.000, aixi com a la determinacio de la
linealitat 1 de les rectes de calibrat per a cadascun dels congéneres toxics, a partir dels
quals s’obtenen els factors de resposta relativa (RRFs). Per aixo, es van utilitzar
solucions de calibrat subministrades per CHEMSYN Science Laboratorie (Lennexa,
USA), les quals contenen cadascuna, concentracions exactament conegudes dels
isomers analitzats, aixi com els corresponents marcats amb “C com s’especifica en el

métode 1613 de I’EPA.

Per a la quantificaci6, s’utilitza el métode de dilucid isotopica, el qual té en
compte la relacié entre la suma de les arees dels ions M i M™ 6 M™ de I’isomer natiu i
el corresponent marcat, aixi com els RRFs determinats préviament en les rectes de
calibraci6o. Amb aquest metode, els resultats son automaticament corregits per a les

perdues inevitables produides durant els processos d’extracci6 i purificacio.
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Les concentracions de dioxines i furans es van donar en equivalents toxics (I-

TEQ). Pels calculs d’aquests equivalents toxics, s’han utilitzat els factors toxics

internacionals (I-TEF) que juntament amb els de ’OMS son els més generalment

acceptats. Es deriven d’un estudi fet per TOTAN al 1988, i son molt utilitzats en la

regulacio legal alemanya. Aquests factors es mostren a la Taula 13.

Taula 13.- Factors Toxics Internacionals (I-TEF) dels 17 congéneres de dioxines i

furans de major toxicitat

FURANS DIOXINES
2,3,7,8-TCDF 0.1 2,3,7,8-TCDD 1
1,2,3,7,8-PeCDF 0.05 1,2,3,7,8-PeCDD 0.5
2,3,4,7,8-PeCDF 0.5
1,2,3,4,7,8-HxCDF 0.1 1,2,3,4,7,8-HxCDD 0.1
1,2,3,6,7,8-HxCDF 0.1 1,2,3,6,7,8-HxCDD 0.1
1,2,3,7,8,9-HxCDF 0.1 1,2,3,7,8,9-HxCDD 0.1
2,3,4,6,7,8-HXCDF 0.1
1,2,3,4,6,7,8-HpCDF 0.01 1,2,3,4,6,7,8-HpCDD 0.01
1,3,4,7,8,9-HpCDF 0.01
OCDF 0.001 OCDD 0.001

Pels calculs dels I-TEQ, vam utilitzar la segiient férmula:

I-TEQ = 2 (TEF * concentracio)

Els congéneres que no figuren a la Taula 13 tenen assignat un I-TEF = 0.
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4.3.1.2.- Determinacio analitica de BTEX (benzé, tolue, etilbenze, xilé¢) en

sang

La determinacié es va portar a terme d’acord amb el procediment NIOSH
(National Institute of Occupational and Safety Health) num. 8002, punt 2. L’analisi es
va realitzar directament mitjancant el meétode head-GC/MS (cromatograf de

gasos/espectrofotometre de masses) en les mostres de sang originals.

4.3.1.3.- Determinacio analitica dels metalls beril'li (Be), manganés (Mn),

mercuri (Hg) i plom (Pb) en sang

Les etapes fonamentals que caracteritzen la metodologia son:
1.- Digesti6 acida de la mostra

2.- Analisi del digerit

Digestio de les mostres de sang

Previ a I’analisi, les mostres van ser digerides en vasos de tefld tancats per a
I’extracci6 dels metalls. A 3 g de mostra s’addicionaven 4 mL d’acid nitric 65% (p.a,
pro analysi) 1 1 mL de peroxid d’hidrogen. Es va realitzar una predigesti6 a temperatura
ambient durant 8 h, i seguidament una digestio a 80 °C durant 8 h més en una estufa. Un
cop digerides les mostres, es van filtrar els digerits amb paper de filtre Watman 40 i es
van diluir fins a 25 mL amb aigua desmineralitzada (Mili Q) (Llobet i cols. 1998). Les

mostres van ser congelades en tubs de vidre (-20°C) fins la seva analisi.

Analisi de les mostres

L’analisi de les mostres una vegada digerides es va dur a terme mitjangant el
metode d’inducci6 de plasma acoblat amb detector de masses (ICP-MS, Perkin Elmer
Elan 6000). La técnica d'espectrometria de masses de plasma acoblat inductivament
(ICP-MS) s'aplica a l'analisi elemental a nivell de traces i ultratraces. Es poden
determinar molts elements de la taula periodica amb limits de deteccid que van des dels
ng/L fins als mg/L, depenent de 1'element i de la matriu de la mostra. Emprant el

sistema d'introduccié de mostra per nebulitzaci6, aquesta ha d'estar en solucidé aquosa i
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no contenir quantitats altes de solids dissolts. Aixd implica un tractament acid de les
mostres solides 1 la seva posterior dilucio, si fos necessari. En el cas de les mostres
liquides, el seu tractament dependra de la naturalesa de la mostra (contingut de materia
organica, oxidants, pH) i1 del contingut total en solids en soluci6. En el cas de fluids

amb baixa mineralitzaci6, la mostra només requereix un filtrat.

La teécnica permet també la realitzacidé de mesures semiquantitatives, donant
informacié sobre l'ordre de concentracidé de molts elements amb una mesura
relativament senzilla. En alguns casos es poden emprar técniques de microinjeccid per

treballar amb mostres amb alt contingut de solids en solucid.

Caracteristiques de ’analisi per ICP-MS

L’espectrometria de masses de plasma acoblat inductivament (ICP-MS) es basa en
la vaporitzacid, dissociaci6 i ionitzacid dels diferents elements quimics d'una mostra en
I’interior d'un plasma. Els ions positius generats en aquest procés son separats en funciod
de la seva relacié massa/carrega, i finalment detectats amb un sistema multiplicador de

ions.

Seguidament, es descriuen les diferents etapes de que consta la técnica amb les

seves possibles variants:

1. Cambra de nebulitzacié.

2. Nebulitzador de flux creuat.

3. Entrada de mostra.

4. Entrada d’arg 6 de nebulitzacid.

9. Torza de guars.

6. Bobina d’induccio de RF.

f. Plasma.

8. Primer con de linterficie. ‘Sampler’.

9. Segon con de l'interficie. ‘Skimmer'.
10. Bloc de linterficie.

80




Metodologia

Introduccio de mostra

Primerament, cal introduir la mostra a l'interior del plasma. El métode més
emprat es el de nebulitzacid, on una part de la mostra liquida és transformada en un
aerosol i conduida a l'interior del plasma per un flux de gas. En aquest cas, totes les
mostres a mesurar han d'estar generalment en soluci6 aquosa, implicant un procés de
digestid previ de les mostres solides. Aquest procés de nebulitzacid pot portar-se a
terme després de etapes de separacio (HPLC, CZE) o de pretractament de les mostres

(FIA).

Un altre sistema d'introducci6 de mostra que s'esta emprant en ICP, és el de
vaporitzacié electrotérmica. En aquest cas, un petit volum de mostra es introduit en un
tub de grafit, i vaporitzat per escalfament electrotérmic. Els vapors produits es porten al
plasma emprant un flux de gas. El tipus de forns utilitzats en aquest sistema sén molt

similars als emprats en absorcié atdomica amb forn de grafit (GFAAS).

Una altra técnica molt interessant es la de generacié d'hidrurs. Aquesta es pot
emprar per a la determinacio d'alguns elements quimics que presenten la propietat de
generar especies volatils per reduccid, com es el cas de I’As, Sb, Se, Ge, Bi i Hg.
Aquest sistema d'introduccié de mostra és molt més eficient que el de nebulitzacio i
permet la separacié de 1’analit de la matriu de la mostra. Com inconvenient, cal dir que

es produeix una important pérdua de capacitat multielemental de I’ICP-MS.

Una de les técniques d’introduccié de mostra més utilitzades en ICP-MS per
I’analisi de mostres solides és la d’ablacié per laser (LA). En aquest cas, una petita
quantitat de mostra solida és vaporitzada emprant un laser i conduida fins el plasma.
Aquest sistema permet 1’analisi directe de mostres solides, perd presenta alguns
problemes en el procés de calibraci6 de l'equip, ja que s'ha de disposar de patrons solids

semblants a les mostres a analitzar.
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Plasma acoblat inductivament (ICP)

Podriem definir el plasma com un gas neutre, parcialment ionitzat. En el cas del
plasma acoblat inductivament, el gas emprat és I’argd a pressio atmosferica, i I’energia
que el manté en funcionament és transferida inductivament mitjangant una bobina per

on circula radiofreqiiéncia. L’argd és conduit mitjancant una torxa de quars.

Normalment es treballa amb radiofreqiiéncies de 27 6 40 MHz i amb unes
potencies entre 1 i 2 kW. Les temperatures que s'aconsegueixen a l'interior del plasma

en aquestes condicions, son de 'ordre dels 8000 °K, i depenen de la zona.

L’aerosol de mostra és introduit per la part central del plasma mitjancant un
injector. Degut a les altes temperatures del plasma, la mostra es vaporitza i ionitza
parcialment, generant part d’ions positius de la majoria del elements presents a la

mostra.

Interficie

Es un dels punts més critics de I'equip ja que ha de permetre passar part dels ions
positius obtinguts a la zona del plasma fins 1’analitzador de masses. Aixo implica un pas
de pressid atmosferica (760 torr) 1 8000 °K fins a 10-5 torr i temperatura ambient.
Aquest pas es fa en dues etapes. En la primera, un con metal-lic (normalment de Ni, Pt 6
Cu) amb un petit orifici central, mostreja la part central del plasma. Aquest con
s’anomena “sampler” i dona pas a una zona intermedia amb una pressi6 de ’ordre d’1
torr. Posteriorment, un segon con anomenat “skimer”, torna a mostrejar la part central
del “jet” d'expansio dels gasos que han passat pel sampler, donant pas a la zona d'alt

buit amb una pressio de I’ordre de 10-5 torr.

Optica ionica i discriminador de masses

Un cop els ions han entrat a la zona d'alt buit, aquests son focalitzats emprant
una série de lents i0niques que poden ser més o menys complexes. En aquesta zona de

l'instrument hi ha també algun sistema per aturar els fotons, degut a que el detector que
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emprarem finalment per detectar els ions, també és sensible als fotons. Normalment és
un petit disc metal-lic posat en el centre de la trajectoria dels fotons. Els ions son

desviats per 1’0Optica idnica, mentre que els fotons impacten contra el disc.

El feix d’ions passa finalment a 'analitzador de masses. En aquesta zona els ions
son separats en funcié de la seva relacido massa/carrega. Aquesta separacio es pot portar
a terme mitjangant un filtre de quadrupol, amb técniques de temps de vol (TOF-ICP-

MS), o amb una gran resolucid, mitjancant sectors magnetics (HR ICP-MS).

Els aparells d'ICP-MS més estesos empren el sistema de quadrupol. Aquest
sistema proporciona una resolucidé propera a 1 amu en tot el rang de masses. Aquesta
resolucié no és suficient per distingir isotops amb masses molt similars, donant lloc a

possibles interferéncies isobariques i altres degudes a combinacions poliatdmiques.
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Detector

La deteccio es porta a terme normalment emprant un multiplicador d'electrons.
Aquest tipus de detector proporciona una gran sensibilitat, ja que permet detectar els
ions individualment quan treballa en mode de compte de polsos, mentre que pot arribar
a mesurar intensitats molt altes en el mode analdgic, proporcionant un rang dinamic de

més de 5 ordres de magnitud.

La técnica proporciona uns limits de deteccié molt baixos per a molts elements

de la taula periodica, sobretot pels metalls pesants i terres rares.

Una desavantatge inherent a la técnica és la formaci6 d'especies poliatomiques 1
de ions amb doble carrega. Els isotops d'argd, oxigen, nitrogen i hidrogen es poden
combinar amb ells mateixos o bé amb altres elements presents a les mostres, produint
interferéncies poliatdomiques. En el cas dels ions amb doble carrega, part de I’analit es
perd en forma de 10 amb doble carrega i interfereix a masses inferiors. Aquest tipus
d'interferéncies son molt depenents de la matriu de la mostra, per la qual cosa la seva

correccid €s complicada (Serveis Cientific-Tecnics UB).
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4.3.2 Determinacions analitiques en orina

Les mostres d’orines van ser recollides en contenidors estérils al mateix centre

sanitari.

Es van determinar els segiients productes organics: 2,4-clorfenol, 2,5-clorfenol,

2,4,6- triclorfenol, 2,4,5-triclorfenol, pentaclorfenol 1 1-hidroxipire.

Es va reservar una petita quantitat d’orina per a determinar el contingut dels

segiients metalls: arsénic (As), cadmi (Cd), crom (Cr), niquel (Ni) i vanadi (V).

Els resultats dels diferents contaminants mesurats es van normalitzar mitjangant
la concentracié de creatinina en orina, per eliminar possibles influéncies dels nivells de
creatinina en la substancia a analitzar (Alfvén i cols. 2000; Hoffman i cols. 2000; Jariip 1
cols 2000). Aquesta es va determinar pel metode de Jaffé utilitzant un autoanalitzador

Cobas (Alimonti i cols. 2000).

4.3.2.1.-Determinacio analitica de clorfenols (CLP) en orina

L’analisi de CLP en orina es va realitzar pel métode NIOSH (National Institute
of Occupational and Safety Health) nim. 8001. El pentaclorfenol en orina es va
determinar mitjangant el metode Henschler (determinacié de PCP en orina o sérum
després de l'acetilacio: Henschler, Analytische Methoden, Analysen in biologischem

Material, 5. Lieferung, 1981).

L’extracci6 dels CLP es va realitzar mitjangant un procés d’hidrolisi obtenint-se
els diferents derivats. Aquests van ser analitzats per HRGC/HRMS (cromatografia de
gasos/espectrofotometria de masses d’alta resolucid), fent servir un Fisons CE 8000 GC
acoblat a un sistemaVG Autosepc Ultima. La deteccio s'efectud per espectrometria de
masses d’impacte electronic a una resolucié minima de 10.000. L’analisi es va realitzar
en un medi polar amb una columna DB-XLB. La quantificacié es va portar a terme

utilitzant estandards interns de CLP, marcats amb Be.
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4.3.2.2.-Determinacio analitica d’1-hidroxipireé

La determinaci6 d’1-hidroxipire es va realitzar utilitzant el métode DFG, Analisi
de Substancies Pelilloses en Matrius Biologiques (Analyses of Hazardous Substances in
Biological Matrices, Vol.3, S.151, 1990). Aquest metode s’utilitza per la determinacid
d’1-hidroxipir¢ lliure o conjugat. Després d’una hidrolisi enzimatica s’allibera part del
conjugat d’1-hidroxipir¢, que ¢és separat de la matriu i purificat per una extraccio
liquid/solid en una columna de fase reversa. Els components de 1’eluit van ser separats
per cromatografia liquida d’alta pressio (HPLC) i I’1-hidroxipiré es va determinar amb

detector de fluorescéncia.

4.3.2.3.-Determinaci6 analitica dels metalls arsénic (As), cadmi (Cd), crom

(Cr), niquel (Ni) i vanadi (V) en mostres d’orina.

Digestio de les mostres de orina

Previ a ’analisi, totes les mostres van ser centrifugades a 3000 rpm durant 10
minuts. Per l'arsénic 1 el vanadi, van ser digerides en vasos de teflo tancat per a
I’extraccid dels metalls. A 3 mL de mostra s’addicionaven 2 mL d’acid nitric del 65%
(p-a, pro analysi). Es va realitzar una predigestié a temperatura ambient durant 8 h, 1
seguidament una digestio a 80 °C durant 8 h més en una estufa. Un cop digerides, es
van filtrar els digerits amb paper de filtre Watman 40, i es van diluir a 10 mL amb
aigua desmineralitzada (Mili Q). Per 1'analisi de cadmi, crom i niquel les mostres, es
van analitzar sense digerir. Es van utilitzar 4 mL de mostra acidificada amb acid nitric

a1'1% (Jarup i cols. 2000).

Analisi de les mostres d’orina

L’analisi de les mostres una vegada digerides, es va portar a terme mitjangant el
metode d’induccié de plasma acoblat amb detector de masses (ICP-MS, Perkin Elmer
Elan 6000) ja explicat anteriorment a ’apartat d’analisi de metalls en sang. L’arsénic,
donat la seva volatilitat, va ser determinat mitjancant generacié d’hidrurs (Cornelis i
cols. 1996; Llobet i cols. 1998; Cano-Pavon i cols. 1999). Es pot emprar la generacid

d’hidrurs com a sistema d'introduccié de mostra per a la determinaci6 dels elements

86




Metodologia

formadors d’espécies volatils (As, Se, Sb, ...), quan la seva determinacidé normal no
sigui possible per problemes d’interferéncies. El cadmi, crom i niquel, per evitar
possibles interferéncies degut a les sals procedents de 1'orina (ions de sodi i1 de potassi),
es va determinar per espectrofotometria d’absorci6 atomica amb forn de grafit
(Blanusa, 1996; Cornelis i cols. 1996; Lin i Huang, 2001). Es va utilitzar un corrector
de deuteri pel Ni (UNICAM 939/959) i de Zeeman pel Cr i Cd (Varian
Spectrophotometer, Spectra A-30).

Caracteristiques del forn de grafit

Encara que el metode d’atomitzacido més utilitzat per la seva economia i facilitat
d’ts continua sent la flama, I’atomitzacio electrotérmica esta ampliament introduida,
evitant els inconvenients del sistema nebulitzador-cremador, 1 arribant a millors

sensibilitats. Aquest consta de dos tipus de correctors:

a) Corrector de fons de deuteri

L’aparell utilitza dos llums, una de catode buit que emet linies estretes i un llum
de deuteri que emet una banda ampla entre 200 i 350 mm. Els dos llums han d’estar
alineats amb el fotomultiplicador i tenir andloga intensitat. L’esquema d’un aparell amb

corrector de fons seria el representat a continuacio:

Deuterium lamp

__Variable
attenuator
= /’\\ ,
cathode Rotating  Atom cell '
Monochromator
sector

detector and readout
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Es molt important per a una bona correccié (especialment en forn on les senyals
son molt rapides), que el gir del separador de raigs de llum (“beamspliter”, “rotating
sector”) sigui molt rapid; és a dir, que la velocitat de la lectura de fons sigui molt petita

(inferior a 1ms).

A T’utilitzar una llum de font continua, 1’absorcié atdomica que es mesura €s
quasi nul-la, mentre que I’absorcid no especifica és analoga a la que s’ha mesurat amb
el llum de catode buit (llegim el fondo). Restant els dos valors, obtenim la senyal
atomica neta. Es el métode més utilitzat per la seva economia, solucionant el 95% dels

analisis.
Els seus principals inconvenients son:

a) només treballa en I’'UV, en la zona de 200-350 nm, encara que és la zona on es
troben els fons més importants.
b) No compensa bé les senyals estructurades.

c) Les intensitat dels dos llums son a vegades dificils de compensar.
b) Efecte Zeeman

El corrector Zeeman utilitza un camp magneétic que divideix la linia espectral en tres
components de longitud d’ona (A) lleugerament diferent. EI camp magnétic es pot
aplicar a la font de radiaci6 o a I’atomitzador, sent els aparells més utilitzats els que

utilitzen aquesta ultima orientacid (és més economic).

' Atom - ' Atom

Lam
f; cell cell

Polariser

O

{ /) Magnet placed round the lamp (/7)Magnet placed round the atom celi
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Les ventatges del métode son:

a) només és un llum, amb el qual no hi ha problemes de compensacio.
b) El fons es mesura a una A molt proxima a I’absorcié amb la qual cosa es
corregeixen fondos estructurats.

¢) Es aplicable a tot el rang de A.

Els seus inconvenients son:

a) peérdua de sensibilitat depenent de 1’element, degut a que el component A és
parcialment absorbit per la mostra.

b) a altes concentracions la corba gira cap 1’eix de concentracions, sent I’efecte
conegut com “rollover”. Per tant, per a una absorvancia donada podem tenir dos
concentracions diferentes. Per evitar el problema, degut a I’eixamplament de les
components 7, el rang de treball es limita a absorbancies inferiors a 0.6.

c) No es pot utilitzar amb flama (excepte en aparells que apliquin el camp

magnetic a la font de radiacio).

4.4.- Control de qualitat

Per assolir una fiabilitat adient dels resultats, cal dur a terme un bon control de
qualitat intern. Aquest proporciona una seguretat al llarg del temps d’absencia d’errors

apreciables en les dades analitiques.

a) Compostos organics

Es va fer al propi MPU.

b) Metalls
Per assegurar la veracitat dels nostres resultats vam utilitzar estandards interns,
aixi com un material de referéncia: TORT-2 (Lobster Hepatopancreas), el qual s’utilitza
per la determinacié de metalls traca en materials biologics. La majoria del treball
analitic 1 de certificacid va tenir lloc en I’Institut per a Mesures Estandards Nacionals de

Canada. Altres laboratoris experts van cooperar en la certificacio.
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Tant els estandards interns com el material de referéncia es va passar cada 10
mostres per comprovar la precisid6 del meétode emprat. Es va digerir 1 tractar a les
mateixes condicions com la resta de mostres, obtenint una recuperacié d’entre el 86% i

el 98%.

També es van utilitzar mostres blancs intercalades per evitar possibles

interferéncies en els resultats (Ex: contaminacio).

Una calibraci6é periodica dels aparells i instruments de mesura utilitzats en
I’analisi (ex: balanga, estufa, pipetes..), proporciona una correccid de les mesures, 1 per
tant, una correcta utilitzacié d’aquests instruments en cada moment, el qual assegura

una bona tragabilitat de les mesures.

S’ha utilitzat en tot moment els procediments especifics i PNT’s que reflexen els
detalls concrets de la metodologia analitica, i que asseguren que el métode aplicat

sempre €s el mateix i fet de la mateixa manera.

Per altra banda, un cop portades les mostres als Serveis Cientifico-Técnics de la
UB, els técnics procedeixen al calibrat de 1’aparell. Per calcular la incertesa de 1’aparell
es fa un triplicat d’atac amb 3 lectures, obtenint una mitjana i una desviaci6 estandard
amb un error d’un 1%, error que és corregit a ’aparell, aconseguint un unic valor

totalment fiable.

4.5.- Analisi estadistic dels resultats

Per comprovar la normalitat de les variables es va aplicar el test de Shapiro-Wilks 1

per 'homogeneitat de les variances el test de Levene.

Degut a que les nostres dades no seguien una distribucid normal (Gaussiana), es
van utilitzar tests estadistics no parametrics, els quals no suposen una forma especifica de
la distribucié de les dades, 1 que engloben totes aquelles proves que les seves hipotesis es
formulen independentment de les distribucions de probabilitat que segueixen les variables.

Els tests estadistics utilitzats van ser els de Kruskal-Wallis i el de la U de Mann-Whitney,
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a fi d'avaluar la significacié de les diferéncies. Es va considerar com significativa una

probabilitat de 0.05 o menor (p < 0.05).

El test de Kruskal-Wallis és I’equivalent no paramétric de I’ANOVA, 1 per tant,
s’utilitza per a comparar K grups indepenents. Assigna un numero d’ordre (un rang) a
cada valor, considerant les mostres conjuntament. Quan hi ha dos o més puntuacions
iguals, a cadascuna d’elles se li atribueix la mitjana dels rangs que han de repartir-se.

Els nimeros d’ordre de cada mostra es sumen per separat (Ri) i es calcula I’index H.

12 R}
H=—"— ~=3(N +1
N2+N(zni] (V1)

on:
N: és el nimero total d’observacions

n;: és el namero total d’observacions en el grup 1

Si totes les mostres procedeixen de la mateixa poblacio, I’index H segueix la llei de
Chi quadrat amb k-1 graus de llibertat (una distribucié de Chi quadrat és una distribuciod
continua, asimétrica que quan augmenten els graus de llibertat, convergeix cap una
distribucié normal com la distribuci6 de Student, perd més lentament). Si hi ha diferéncia

entre els grups, es realitzen comparacions duals, amb el test de la U de Mann-Whitney.

El test de la U de Mann-Whitney és una altra prova de distribucio lliure, equivalent
no parametric del test de la t amb dades independents. Assigna un nimero d’ordre a cada
valor, considerant les dues mostres conjuntament. Es sumen per separat els rangs de cada

mostra i es calculen els indexs U.

U, :nlnz+nl(né+l)—Rl
LA US) Ny
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on:

nl: mimero d’elements del grup 1
n2: nimero d’elements del grup 2
R1: suma de rangs en el grup 1
R2: suma de rangs en el grup 2

La significaci6 estadistica es comprova amb I’index U menor. Perqué existeixi una
diferéncia significativa entre les dues distribucions, deu de ser més petit el valor de la U

calculat que el corresponent valor tabulat.

Es va aplicar també la correlaci6 entre variables mitjancant el test de Pearson i un
analisi de regressi6 multiple a fi d’avaluar quina de les variables indepenents podia
explicar millor les variacions dels continguts dels diferents contaminants en sang i
orina. Aquests estudis es van portar a terme mitjangant el paquet estadistic SPSS-X

(10.0).
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