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Analysis of contaminant or toxic trace elements in 

biological samples using PIXE

A bstract

T h e  Partióle Induced  X-ray Em ission  (PIX E) technique with heavy ions has heen 

deve loped  and op tim ized  at the Tantlar Laboratory  for Ihe analysis o f  biological 

sam ples .  T he  subjects  s tud ied  were the determ ination  o f  a lum in ium  concen tra iion  in 

hum an  brain tissue in o rder to correlato it with the oeurrcnce o f  A lzheim er*s disease. 

the determ ination  o f  metal concentra tions in different organs o f  the toad spec ies  B ufo  

arenarían , and the determ ination  o f  a lum in ium  concentra tion  and o ther e lem en ts  in 

sinovial fluid. A ccord ing  to the results obtained, lilis techniquc has been proven  to be a 

very useful and pow erful tool for the m easurem ent o f  con tam inan t  or  toxic irace 

e lem en ts  in b iological sam ples , contribu ting  to the research o f  the effeets  tliey produce  

in d ifferent organism s.

R esum en

La técnica de análisis m ultie lem ental P IX E  (P a r t id o  Induced X-ray E m iss ion )  con 

iones pesados se op tim izó  para el análisis de m uestras  de  origen b iológico . En 

particu lar  se es tud ió  la concentrac ión  de trazas do a lum in io  en tejido cerebral hum ano  

para corre lac ionarlo  con la enferm edad  de A lzheim er, la concen trac ión  de m etales en 

d is t in tos  ó rganos de la especie  de sapo  B ufo  aren a ría n , y la de term inación  de 

concen trac iones  de  a lum in io  y otros e lem entos  en m uestras de l íquido sinovial. De 

acuerdo  a los resultados obtenidos, es ta  técnica m uestra  ser una  herram ien ta  m uy útil y 

poderosa  para la m edición  de trazas de e lem entos  con tam inan tes  o tóx icos en m uestras  

b io lógicas  y perm ite  de esta m anera  contribu ir  al es tud io  de los efectos  que éstas 

producen  en los distin tos organism os.
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CAPÍTULO 1

Introducción

Desde hace algunos años, se ha estado aplicando en el Laboratorio TANDAR de la Comisión 

Nacional de Energía Atómica, la técnica de análisis multielemental PIXE[n (Particle Induced 

X-ray Emission) basada en haces de iones pesados.121

Desde la introducción de esta técnica en 1970,131 esta actividad a ido extendiéndose y en la 

actualidad se la considera como una poderosa herramienta para análisis multielemental. 

Tradicionalmente se han empleado haces de protones pero en el Laboratorio TANDAR se ha 

encontrado1"''11 que los iones pesados presentan ventajas comparativas importantes.

En particular, en este laboratorio se han realizado análisis para determinar la presencia de 

trazas de elementos tóxicos o contaminantes en aerosoles atmosféricos,12'5'71 aguas '4,51 y 

barros181 de distinta procedencia, utilizando haces de l2C y l(’0  entre 30 y 50 MeV de energía, 

y los elementos observados son aquellos con número atómico mayor o igual al del potasio (K, 

Z =  19).

Los límites de detección más bajos se obtienen con la técnica PIXE para matrices constituidas 

por elementos livianos (Z<10), resultando así las muestras de origen biológico un objetivo 

interesante para ser investigado. Una tarea pertinente para PIXE es entonces medir la 

concentración de trazas de elementos en muestras de tejido orgánico. En este trabajo se 

apunta, entre otros objetivos, a correlacionar la presencia y concentración de trazas y su 

incidencia en determinadas patologías.

Existe una variedad de temas interdisciplinarios que requieren determinar la presencia de



trazas de elementos en muestras biológicas, y en particular elementos con número atómico 

menor al del potasio. Entre los problemas planteados que motivaron esta tarea se encuentran: 

la determinación de aluminio en tejido cerebral humano para correlacionarlo con la 

enfermedad de Alzheimer, y la determinación de elementos tóxicos en ovarios de hembras del 

sapo Bufo arenarum, después de distintos períodos de tiempo de exposición a aguas y fangos 

contaminados del Río Reconquista.

Poder medir la concentración de elementos con número atómico menor al del potasio hasta el 

boro (Z=5) inclusive, requiere cambios significativos en el arreglo experimental de la línea de 

irradiación (línea electrones - sala C - Laboratorio TANDAR), y en el método de preparación 

de las muestras.

Para lograr los objetivos planteados se propuso llevar a cabo las siguientes tareas:

I) Lograr una mejora sustancial en la resolución en energía y eficiencia del sistema de 

detección de rayos X, instalando en la cámara de irradiación un detector nuevo con ventana 

ultrafina y alta resolución en energía.

II) Para muestras finas de espesor no uniforme y a los efectos de lograr determinaciones 

cuantitativas precisas, es necesario irradiarlas con un haz de área transversal bien definida e 

intensidad transversal constante.

III) Con el fin de disminuir el límite de detección propio de la técnica al irradiar directamente 

el tejido biológico, se debe implementar un método de preconcentración de los elementos 

minoritarios y trazas que se encuentran en el mismo, eliminando la mayor parte de la matriz de 

la muestra (materia orgánica). Para esta finalidad se buscará poner a punto una técnica de 

digestión (eliminación de la materia orgánica) eficiente, rápida y que evite la pérdida o 

contaminación en la muestra de los elementos de interés.

IV) Realizar un estudio experimental para determinar, según el ion utilizado, la energía para la 

cual se obtiene máxima sensibilidad para los elementos de interés en la muestra biológica.

En resumen, el objetivo es poner a punto una facilidad de irradiación y medición de alta 

“performance” utilizando la técnica de análisis multieiemental PIXE, y aplicarla a una serie de 

problemas de interés biológico-biomédico que involucran la detección de trazas de elementos. 

Los siguientes capítulos están organizados de la siguiente manera. En el capítulo 2 se presenta 

un resumen de una extensa investigación bibliográfica acerca de los fenómenos que tienen 

lugar en la interacción entre un ion incidente y un átomo en reposo de una muestra, y que 

determinan la sensibilidad de la técnica.
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En cl capítulo 3 se describe el arreglo experimental de la cámara de irradiación con el que se 

hicieron las primeras mediciones y como fue modificado, principalmente con la instalación de 

un nuevo detector de alta resolución. También se describen los métodos de homogeneización 

del haz, los métodos de las preparación de muestras y un estudio de precisión (repetitividad) y 

exactitud (valor verdadero) de las concentraciones de elementos con la técnica PIXE.

Kn el capítulo 4 se presentan los resultados de las distintas aplicaciones realizadas: la 

determinación de aluminio en tejido cerebral humano para correlacionarlo con la enfermedad 

de Alzheimer, y la determinación de elementos tóxicos en distintos órganos de la especie sapo 

Bufo arenarum . después de distintos períodos de exposición de los sapos al agua y fango 

contaminados del Río Reconquista.

En el capítulo 5 se discute el alcance de esta técnica en la comprensión de procesos biológicos 

y sus posibles desarrollos futuros.
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CAPÍTULO 2

Fundamentos teóricos en la
interacción ion-átomo

La técnica PIXE1'1 es un método de análisis multieiemental basado en la espectrometría de 

rayos X. Hl análisis por emisión de rayos X inducidos por partículas cargadas involucra dos 

etapas; una primera en la cual un átomo presente en una muestra es excitado y emite 

posteriormente un rayo X característico, y otra que permite detectar e identificar a los mismos, 

para poder convertir el número de rayos X detectados en la correspondiente concentración de 

dicho elemento en la muestra.

En la figura 2.1 se esquematiza el fenómeno en el cual un ion elimina un electrón de la capa 

más interna del átomo (a).

(c)

Figura 2.1. Representación esquem ática de: a) la 

creación de una vacancia en una capa interna de un 

átom o, b) su desexcilación vía la em isión de un 

rayo X o c) vía la em isión de un electrón Auger.
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Cuando el agujero o vacancia resultante es ocupado por un electrón de una capa exterior del 

átomo se emite un rayo X característico (b), cuya energía identifica al átomo emisor. Las 

transiciones que se producen hacia la capa más interna del átomo se llaman rayos X K .1' 21 las 

que se producen hacia la próxima capa se llaman rayos X L11'21 de energía inferior a los 

anteriores, y así sucesivamente.

Cuando el ion pasa a través de la muestra, además de producir rayos X característicos, ocurren 

otros fenómenos físicos que dan origen a un espectro continuo de rayos X, denominado 

radiación de fondo (ver figura 4.3).

No sólo el ion ioniza los átomos de la muestra en su paso por ella, también los electrones y 

rayos X producto de la interacción ion-átomo pueden producir nuevas ionizaciones (aunque el 

electo de éstos frente al del ion primario es despreciable*). En el caso de los rayos X este 

fenómeno se denomina fluorescencia secundaria; en la referencia [ I I ]  se realizó un 

tratamiento exhaustivo de su importancia.

En las siguientes secciones de este capítulo, se presentan las teorías actuales que dan cuenta 

del fenómeno de ionización y producción de rayos X característicos con iones, y de los 

procesos conocidos que generan el espectro continuo de radiación de fondo. La última sección 

se refiere a la sensibilidad de la técnica PIXE.

2.1 Ionización y producción de rayos X característicos con iones

Al producirse la ionización de un átomo que forma parle de una muestra por un proyectil, en 

lugar de la emisión de un rayo X característico como se esquematiza en la figura 2.1 (b). 

puede ocurrir la emisión de un electrón Auger.121 Estos dos procesos de desexitación del átomo 

compiten entre sí. El fenómeno de desexitación a través de la emisión de un electrón Auger se 

ilustra en la figura 2.1 (c), en donde un electrón de una capa superior del átomo, absorbe la 

energía correspondiente a la transición electromagnética mostrada en (b) para escaparse del 

átomo. La probabilidad de que se emita un electrón Auger está dada por ( l-(i),). en donde 

a>,"2U1 es el rendimiento de fluorescencia o probabilidad de que se emita un rayo X desde la 

capa atómica considerada.

El c á lc u lo  p u e d e  re a liz a rse  u til iz a n d o  la d is tr ib u c ió n  d e  e le c tro n e s '3’51 ( ra y o s  X |(l') en  fu n c ió n  tic la 

e n e rg ía  d e  é s to s  p ro d u c id a  p o r  los io n es  in c id e n te s , e l ra n g o  d e  lo s  e le c t ro n e s '41 ( la  a te n u a c ió n  d e  los 

ra y o s  X17'91) y  la  se c c ió n  e f ic a z  d e  io n iz a c ió n  (e le c tro n e s16101; rayos x '71).
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La emisión de rayos X característicos puede ser considerada en una buena aproximación como 

isotrópica. Por lo tanto cuando un haz de proyectiles incide sobre un elemento (Z, A), 

caracterizado por el número atómico Z y el número másico A, en una muestra fina, dará lugar 

a un número de rayos X característicos Nx¡ que serán detectados. En un detector en el cual la 

ventana de entrada de la radiación X ocupa un ángulo sólido Ll repecto al área de la muestra, 

Nx, está dado por:

( 2 I >

donde la sección eficaz de emisión de rayos X. CT¡cmis, es el producto de la sección eficaz de 

ionización cr,"’" y &>„ y el índice i se refiere a la capa ionizada K, L o M. El número de 

partículas incidentes es N,„ pt el espesor de muestra que atraviesan los iones expresado en 

masa por unidad de área, y M la unidad de masa atómica (M = 1,661.10"24 g). La cantidad 

pt/( AM) representa el número de átomos del elemento (Z, A) por unidad de área. La eficiencia 

intrínseca del detector para la correspondiente energía de los rayos X es e, y Cabs expresa la 

atenuación de los rayos X en su camino desde la muestra hacia el detector pasando a través de 

distintos absorbentes, incluyendo la posible autoabsorción en la muestra.

Para cada capa, los rayos X característicos están divididos en grupos, por ejemplo las 

transiciones a la capa K en Ka y Kp y las transiciones a la capa L en Lu, L(5 y Ly. Estos grupos 

corresponden a las distintas transiciones posibles de acuerdo al principio de exclusión de 

Pauli, entre las distintas subcapas de cada capa atómica.11,21 Cuando una medida involucra sólo 

una de las componentes se debe agregar un factor en la ecuación (2 . 1), que expresa la 

probabilidad de observar tal emisión relativa a la emisión total de rayos X correspondiente a 

esa capa. Inversamente, la sección eficaz de emisión para una cierta capa es la suma de la 

sección eficaz de emisión obtenida de la ecuación (2. 1) para cada una de las componentes de 

la radiación correspondiente a tal capa, cada una calculada con sus parámetros e y Cabs 

dependientes de la energía de cada transición.

Cualitativamente, la sección eficaz de producción de rayos X de la capa i para un determinado 

elemento (Z. A) aumenta con la energía del proyectil Ei hasta alcanzar un máximo cerca de la 

energía K| = A|(M/m)Uj(Z), en donde la velocidad del proyectil iguala la velocidad media de 

los electrones de la capa i, cuya energía de ligadura es U¡(Z). La cantidad A|M es la masa del

7



proyectil y m es la masa del electrón. Para energías superiores la sección eficaz comienza a 

disminuir suavemente. La expresión para E, puede obtenerse fácilmente, al escribir la 

igualdad entre la velocidad del proyectil y la del electrón en la capa i, reemplazando ambas en 

función de la energía cinética correspondiente a cada partícula, y considerando el teorema del 

virial que expresa que la energía cinética media del electrón ligado es igual al valor absoluto 

de su energía de ligadura.

Teniendo en cuenta los resultados de la aproximación de encuentro binario11'-’1 (Binary 

Encounter Approximation, BEA) o aproximación de Born15141 (Born Approximation, BA), se 

puede generalizar el resultado de la sección eficaz de ionización de protones cr,,11’". a cualquier 

otro proyectil con Ai nucleones, carga nuclear Z| y energía E| mediante la siguiente ecuación:

_  ion / t t  \  7 :  10 
Z j A ,  (  I )  ~  I p

VA 1 J
( 2 .2 )

esto significa que la sección eficaz de ionzación de un proyectil (Z h A,) es igual a la de un 

protón con la misma velocidad o energía por nucleón, multiplicada por el cuadrado del 

número atómico del proyectil. En realidad, para proyectiles con valores grandes de Z| (Z ,>2) 

la ecuación (2 .2) deja de ser una buena aproximación, ya que los proyectiles 110 pueden ser 

tratados como cargas puntuales como los protones o partículas alfas, y además originan 

vacancias múltiples1131 que producen un corrimiento en la energía de los rayos X " 51 y un 

cambio en los rendimientos de fluorescencia .1'6171

D. D. Cohén y M. Harrigan1181 han calculado y tabulado las secciones eficaces de ionización de 

la capa K y L para todos los elementos con impacto de protones y partículas alfas en el rango 

de energía desde 100 keV hasta 10 MeV. En estos cálculos se utiliza la teoría ECPSSR 

descripta por Brandt y Lapicki,119'201 que consiste en una modificación de la aproximación de 

Bom de ondas planas (PWBA) incorporando polarización y efectos de ligadura en la 

aproximación de estado estacionario perturbado (PSS) y correcciones por efectos relativistas 

(R), pérdida de energía (E), y deflexión coulombiana (C). Esta teoría describe así, la 

producción de vacancias en capas internas en una colisión ion-átomo a través de ionización 

coulombiana directa (DI), que es esencialmente independiente del estado de carga de 

equilibrio del ion en la muestra. En el caso de impacto con iones livianos (p. d. a )  la sección 

eficaz de la capa K es calculada con una precisión que está dentro del 10 c/cl2i '>] de los valores

8



experimentales en la mayor parte del rango de energía desde 100 keV hasta 10 MeV y para 

casi todos los elementos.

Rn la referencia [23], se encuentra una extensa recopilación de datos experimentales de 

secciones eficaces de ionización de la capa K con Z ^ Z iC O J  comparados con la teoría 

HCPSSR ,11,1201 en donde se han usado los valores de rendimiento de fluorescencia de la capa K 

de Krause11'1 y estos datos corresponden a los siguientes proyectiles: 'H, 2H, ’He, ''He, hLi, 7Li, 

"’B, i:C, mN, l(,0 ,  ''’F y ,5C1. Se observa que el cociente entre valores experimentales y teóricos 

fluctúa dentro de un factor dos, por exceso o defecto para los proyectiles más pesados como el 

l2C, MN, l(,0 .  ,(,F y 35CI. La diferencia es menor a medida que disminuye el número atómico del 

proyectil. Para iones más pesados la teoría está lejos de obtener resultados satisfactorios 

cuando se la compara con los valores experimentales.

En las referencias [24, 25], se desarrolla una extensión de la teoría ECPSSR que relaciona la 

sección eficaz de ionización con el estado de carga del proyectil. Este efecto es llamado 

captura de electrones por vacancias del proyectil (EC). En la figura 2.2 se muestra la sección 

eficaz de producción de rayos X K del aluminio con iones de carbono y energías entre 2 y 12 

MeV. Se puede observar que la sección eficaz para estados de carga q = 2+, 3+ y 4+ (captura 

de electrones por las capas L, M, etc. del ion de carbono) entre 2 y 8 MeV es casi la misma, 

indicando que la contribución por captura de electrones por iones de carbono sin vacancias en 

la capa K es pequeña comparada a aquélla para los mismos iones con vacancias en la capa K y 

estados de carga 5+ y 6+ (captura de electrones por las capas K, L, M, etc. del ion de 

carbono). A 10 MeV, la sección eficaz para el estado de carga 4+ es ligeramente superior a la 

correspondiente para el estado de carga 3+. Esto se atribuye a la formación del estado atómico 

metaestable Is2s que sucede cuando un ion de carbono “helioide” (ion con sólo dos cargas) 

pasa a través del "stripper” (lámina delgadas de carbono que se encuentra en el terminal de 

alta tensión del acelerador que despoja al ion. acelerado y cargado negativamente con un 

electrón en exceso, de varios electrones quedando cargado positivamente) del acelerador de 

iones.'2627’ y al hecho de que una fracción de los iones metaestables tienen un tiempo de vida 

mayor al tiempo de tránsito del ion a través de la línea de irradiación hasta llegar a la muestra. 

Los iones de carbono con estado de carga 4+ metaestable, permitirán captura de electrones 

similar a los iones de carbono con estado de carga 5+ durante la colisión, ya que ellos tienen 

también una vacancia en la capa K. Como resultado, la condición de estado metaestable 

contribuye a un pequeño aumento en la sección eficaz de producción de rayos X a  10 MeV,

9



como se ve en la figura 2.2. Para 12 MeV este efecto se espera que sea más importante que a 

10 MeV. También se puede observar de la figura 2.2 que para iones de carbono con estados de 

carga 5+ y 6+, la sección eficaz se incrementa del 35 % al 200 % respecto a la del estado de 

carga 4+. Como ya se mencionó, DI es esencialmente independiente del estado de carga del 

ion, por esto el incremento en la sección eficaz para estados de carga 5+ y 6+ se atribuye al 

efecto de EC.

Otros trabajos sobre la dependencia de la sección eficaz de ionización con el estado de carga 

del proyectil se encuentran en las referencias [17, 28-32],

45
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12 MeV l2aCl*

E s ta d o  d e  c a rg a

Figura 2.2. D ependencia de la sección eficaz de producción de rayos X K con el estado de carga del proyectil. I.a 

m uestra es de Al de 0 ,14 (ig/cm 2 y los iones de C de 2-12 M eV. El estado de carga varía de 2+ a ft+.

Extraído de la referencia [31 ].
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En la figura 2.3 se muestran mediciones de la sección eficaz de producción de rayos X K en 

función de la energía del ion incidente, para una muestra de Al de 0,14 (ag/cnr de espesor (= 

5A) al igual que en las mediciones mostradas en la figura 2.2. Esta muestra de Al es lo 

suficientemente fina como para que las colisiones únicas al atravesar la muestra predominen 

sobre colisiones múltiples en el proceso de ionización.133'351 Esto además se puede observar 

claramente en la figura 1 de la referencia [31], en donde el régimen de colisión única se 

alcanza para espesores menores a 0,3 (xg/cnr. Las curvas en los gráficos de la figura 2.3 son 

resultados de la teoría ECPSSR teniendo en cuenta el efecto de captura de electrones por el 

proyectil1211,242’ 1 y usando el valor del rendimiento de fluorescencia para ionización única.

Figura 2.3. Sección eficaz de producción de  rayos X 

del Al con iones de carbono con estados de carga 2+. 

3+, 4+, 5+ y ft+. Las curvas son calculadas con la 

teoría EC PSSR  de las referencias 120,24,25], 

E xtraído de la referencia [31],

2 3 i  5 8 7 8 9 10 11 12 13 

Energía (M eV )

Como se puede observar en la figura, la teoría ECPSSR produce un buen ajuste a los datos 

experimentales con una discrepancia del 20 % al 30 % para DI y EC por las capas L, M, etc. 

del ion de carbono con estados de carga 2+, 3+ y 4+ a energías entre 4 y 10 MeV (en estos



casos EC es incluido en los cálculos aunque su contribución es muy pequeña comparada a la 

de DI), mientras que para iones de carbón con vacancias en la capa K (5+ y 6+) la teoría DI y 

EC por las capas K, L, M, etc., predice valores alrededor del 30 % al 60 % superior a los datos 

experimentales. Para 2 MeV los valores calculados son inferiores a los experimentales en un 

factor 2,6. Esta desviación importante aparece a energías bajas en donde los efectos de 

ionización de orbitales moleculares, que no se tienen en cuenta en el cálculo, pueden llegar a 

ser importantes.136'391

En un trabajo reciente realizado por Zhinqiang Liu y S. J. Cipolla,1'101 se presenta un programa 

(en lenguaje C) llamado ISICS (Inner-Shell Ionization Cross Sections), desarrollado para 

calcular la sección eficaz de ionización y producción de rayos X de las capas K. L y M 

utilizando la teoría ECPSSR. Los cálculos con este programa pueden realizarse seleccionando 

cualquier elemento como blanco y como proyectil, y para cualquier rango e incremento de la 

energía. En esta versión del programa, aún no ha sido incorporado la contribución debido a la 

captura de electrones por parte del proyectil, que resulta significativa cuando (Z,/Z: )>0.1 119301 

En particular, para iones de l60  ( Z ^ S )  como proyectiles esta condición se cumple con todos 

aquellos elementos con número atómico (Z2) menor a 80. Tampoco se han incluido los efectos 

de orbitales moleculares que adquieren importancia a energías bajas del proyectil. Además, 

los valores del rendimiento de fluorescencia utilizados para calcular la producción de rayos X 

son los medidos y tabulados en la referencia [13] que corresponden al caso de ionización 

única.

2.2 Radiación de fondo

En los espectros de rayos X inducidos por iones, los fotopicos correspondientes a los rayos X 

característicos están sobre un fondo continuo de radiación electromagnética que limita la 

sensibilidad de la técnica (ver sección 2 .6).

Considerando el problema en el que un determinado elemento está distribuido en una 

sustancia (matriz), es importante conocer cual es la mínima concentración del elemento capaz 

de ser detectada midiendo la señal de rayos X característicos en función de la radiación de 

fondo. Para esto, es necesario identificar las fuentes de radiación de fondo y tratar de 

disminuirlas o eliminarlas. Las más importantes son:

1) radiación de frenado (en alemán, bremsstrahlung (B)) de electrones secundarios,

2) radiación de frenado del proyectil, y
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3) dispersión Compton de rayos y provenientes de estados nucleares excitados.

Otras fuentes que limitan la sensibilidad son:

4) resolución del detector,

5) “cola” de baja energía en los fotopicos de rayos X característicos.

6 ) velocidad de adquisición del detector,

7) calentamiento de la muestra, y

8 ) carga electrostática de la muesta.

El primer tipo de radiación mencionado es el más importante y junto con el segundo, se 

discuten cuidadosamente en las siguientes secciones de este capítulo. Estos dos tipos de 

radiación están siempre presentes cuando se utilizan iones para la producción de rayos X, y 

son factores independientes del tipo de detector utilizado para la medición de la radiación.

Los factores (3), (4). (5) y (6), dependen del tipo de detector utilizado.

El tercer tipo de radiación es tan fundamental como los dos primeros, en el sentido que los 

iones del haz incidente eventualmente producirán estados nucleares excitados, los cuales al 

decaer producirán radiación y. La dispersión Compton, que convierte los rayos y en un 

espectro continuo de radiación de fondo depende del material del detector y su entorno. La 

intensidad de la radiación y proveniente de la muestra disminuye con la energía del proyectil. 

Para disminuir este efecto es conveniente irradiar a energías del proyectil, en el sistema de 

referencia del centro de masa, inferiores a las correspondientes barreras coulombianas entre el 

proyectil y los elementos de la muestra, lo que suprime las reacciones nucleares. Sin embargo, 

es difícil eliminar completamente el fondo producido por la radiación y, ya que a energías del 

proyectil menores a la energía de la barrera coulombiana, los núcleos de la muestra pueden ser 

igualmente excitados a través de la fuerza coulombiana. Esta fuente depende fuertemente de la 

concentración en la matriz de elementos especiales que tienen alta sección eficaz de excitación 

de niveles nucleares de baja energía, tales como 19F y 23Na, y a menudo puede tener 

importancia similar a la radiación de frenado producida por los proyectiles.

Además de los tipos de radiación indicados, los cinco factores adicionales listados influyen en 

la sensibilidad de la técnica, pero ellos no son fundamentales ya que pueden ser eliminados 

realizando las mediciones apropiadamente.

Teniendo en cuenta el factor (4), el ancho de los fotopicos de rayos X más intensos es un 

problema cuando ellos enmascaran los fotopicos de rayos X característicos provenientes de 

trazas de algún elemento. Esto sugiere el uso de detectores con mayor resolución.

13



En particular el factor (5), la “cola” de baja energía en los fotopicos de rayos X característicos 

que se observa en los detectores de estado sólido, se debe a la colección incompleta de

semiconductora del detector. Este efecto puede ser suprimido absorbiendo la radiación que 

llega sobre los bordes de la oblea semiconductora, colocando un colimador frente a la ventana 

del detector.

El factor (6) depende del detector, del amplificador y del sistema de rechazo de apilamiento. 

El efecto puede ser eliminado colocando absorbentes entre la muestra y el detector, para 

reducir particularmente los pulsos correspondientes a radiación de baja energía (en el caso que 

estos no sean de interés) que es usualmente la más intensa.

En el caso del factor (7), el calentamiento de la muestra y su presencia en vacío puede ser un 

problema si se encuentran elementos volátiles. Esto implica no superar cierta corriente de 

irradiación o usar soportes para las muestras capaces de disipar el calor.

Muestras con una pobre conducción eléctrica (8), pueden cargarse electrostáticamente durante 

la irradiación. Así, electrones dispersos en la cámara de irradiación pueden ser acelerados 

chocando contra la muestra, y la radiación de frenado producida se convierte en la principal 

fuente de radiación de fondo. Este fenómeno puede ser evitado logrando que halla conducción 

eléctrica en el área de irradiación o también colocando una fuente de electrones (cañón de 

electrones) con energías muy bajas y que incidan sobre la muestra para evitar que se cargue.

2.3 Radiación de frenado de electrones secundarios (SEB)

Experimentalmente se encuentra que el fondo de radiación electromagnética es muy intenso a 

energías bajas, pero disminuye rápidamente cuando la energía es mayor a:

donde T ni representa la máxima energía que puede ser transferida por un proyectil con masa 

A,M y energía E,, a un electrón libre de masa n\.. A, es el número de nucleones del proyectil y 

M la unidad de masa atómica.

carga .14'1 Esto se produce cuando la radiación incide sobre los bordes de la oblea

T.
4 me A , M 4 m  E

- E  = ----- 2—
1 M  A

(2.3)m
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Cuando T,„ es mayor que la energía de los rayos X característicos provenientes de las trazas de 

elementos presentes en la muestra, la radiación de fondo causa una severa limitación en las 

concentraciones mínimas capaces de ser medidas.

Este electrón viaja a través de la muestra perdiendo energía por los sucesivos choques con 

otros electrones, y su trayectoria es desviada por el campo coulombiano de los núcleos de la 

muestra perdiendo nuevamente energía, pero esta vez en forma de radiación electromagnética. 

Este fenómeno se muestra esquemáticamente en la figura 2.4 (a), y en la figura 2.5 se muestra 

cualitativamente su espectro de energía junto a dos fenómenos adicionales que se tratan más 

adelante en este capítulo.

La probabilidad161 de que un electrón sea eliminado de un átomo de la muestra, por un 

proyectil con energía cinética E¿, y produzca debido a su interacción con los otros átomos de 

la muestra un fotón con energía entre Er y E,+dEr es:

en esta ecuación se supone que el electrón no sale de la muestra. La cantidad da,(Ec,E,) es la 

sección eficaz de producción de rayos X de energía Er para un electrón de energía cinética Ec. 

SM es el poder de frenado del medio para electrones de energía cinética Ec, expresado en 

energía por unidad de masa por unidad de área. Por lo tanto, dEe/ [S M(Ec)A MM] es el número 

ile átomos por unidad de área correspondiente a la pérdida de energía de los electrones dEc en 

la matriz de la muestra. A M es el número másico de los átomos que constituyen la matriz y M 

es la unidad de masa atómica.

La ecuación (2.4) refleja el balance entre dos fenómenos simultáneos que compiten entre sí. 

Por un lado, los electrones son acelerados en el campo electrostático de los átomos de la 

matriz produciéndose la emisión de radiación electromagnética, cuya energía será igual o 

menor a la energía cinética del electrón. Por otro lado, los electrones van disminuyendo su 

velocidad debido a las distintas colisiones que sufren.

Entonces, la sección eficaz de producción de radiación de frenado de electrones secundarios 

de energía E,, causada en forma indirecta por el proyectil, está dada por:

En el proceso SEB |M2,431 un electrón es expulsado de un átomo de la muestra por un proyectil.

(2.4)
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donde doc(Ee)/dEc es la sección eficaz de producción de electrones secundarios en el intervalo 

de energía entre Ec y Ee+ d E c. Reemplazando la ecuación (2.4) en la (2.5) e intercambiando el 

orden de integración dEcdE¿ se obtiene:

( 2.6)

donde:

(2.7)

y además:

(2 .8 )

siendo cre(Ec) la sección eficaz de producción de electrones integrada, que puede ser calculada

referencia [45] se encuentra el resultado de la expresión (2.6).

2.4 Radiación de frenado del proyectil

La gran aceleración que ocurre durante una colisión cercana entre el proyectil (Z,, A|, H,) y el 

núcleo (Z, A) de la matriz, produce radiación de frenado del proyectil la cual llega a ser 

importante a energías de rayos X mayores a Tm. La sección eficaz de este proceso esta dada 

por la siguiente ecuación :11-6,461

utilizando la aproximación de Born1441 o aproximación de encuentro binario.12,1,441 En la

d a ; i _ c A , Z 2 Z 2 r z ,  Z
\

d E r E , E r \^A, A
(2.9)

/

donde Er es la energía de la radiación emitida y C ,6] es:



C = 4,3 10“4 ln
4 E,

VZ, Z E r A,  lüOkcV
barn kcV (2 . 10)

Para muestras cuya matriz está compuesta por elementos livianos el cociente Z /A  es 

aproximadamente 0,5 y entonces para éstas, la radiación de frenado del proyectil para iones 

con Z|/A | = 0,5 prácticamente desaparece, como en el caso de 4He y 160 .

2.5 Otras componentes de la radiación de fondo

Otros tipos de procesos han sido observados y estudiados como nuevas componentes del 

espectro continuo de rayos X que se originan en colisiones entre el ion incidente y los átomos 

de la muestra sumándose a las ya descriptas. La importancia relativa y la distribución espectral 

de cada componente depende del proyectil y su energía. La radiación de fondo generalmente 

se incrementa muy rápidamente con la energía del proyectil. Algunos de los procesos que se 

describen a continuación son más intensos en colisiones con iones livianos y otros en 

colisiones con iones pesados.

Kn particular, en colisiones con iones livianos (protones y partículas alfas), el espectro de 

radiación de fondo viene descripto por la radiación de frenado de electrones secundarios, 

dispersión Compton de rayos y de reacciones nucleares, radiación de frenado de electrones 

casi libres y radiación de frenado atómico. A continuación se tratan las dos últimas 

componentes de la radiación de fondo mencionadas.

• Radiación de frenado de electrones casi libres (QFEB)

Hl proceso QFRB ,42'4,4?1 se muestra esquemáticamente en la figura 2.4 (b), en donde un 

electrón de un átomo de la muestra es desviado por el campo coulombiano del proyectil y 

emite radiación electromagnética. Este es un proceso en el sistema de referencia del proyectil. 

La cantidad característica de esta radiación es T, = m ev p2/2  = T m/4 .  T r se indica en la figura

2.5 y es la energía cinética máxima en el sistema de referencia del proyectil para un electrón 

que está libre y en reposo en el sistema de referencia del átomo de la muestra. Siendo mc la 

masa del electrón y vp la velocidad del proyectil en el sistema de laboratorio. La sección eficaz 

llega a ser apreciable cuando la velocidad del proyectil es mucho mayor que la velocidad del 

electrón en el átomo, de esta manera el electrón puede considerarse libre y en reposo.

Se recuerda que la velocidad de un electrón v, relativa a la velocidad de la luz c, en la capa i 

ile un elemento con número atómico Z puede calcularse aproximadamente de la relación: v /c  =
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Z /(  137 n). El valor de n para la capa K es 1, para la capa  L  es 2, y así sucesivamente.

Figura 2.4. R epresentación esquem ática tic 

los procesos SEB (a), QFliH  (h) y AH (c). 

Extraído de la referencia [42J.

F igura 2.5. Representación esquem ática 

de las contribuciones Q FEB . SHH y AH. 

Extraído de iu referencia [42 |.

Energía rayos X

• Radiación de frenado  atóm ico (AB)

El proceso A B t42-45-4lt'511 se muestra en la figura 2.4 (c) y 2.6 (a), en donde un electrón ligado a 

un átomo de la muestra, es excitado a un estado de energía del continuo por el proyectil y 

vuelve a su estado ligado original emitiendo un fotón. Esto origina un espectro continuo de 

energía. También puede ocurrir que el estado final sea un estado del continuo, en este caso el

i  t I

* / i  P ro y e c til /
Yá .  Z '  V /

• ) í

i  11 1

(b)
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proceso es una ionización acompañada por la emisión de un fotón, y se denomina ionización 

radiativa (RI).H7-521 El proceso AB adquiere un rol predominante a energías de rayos X 

mayores que Tm, mientras que a energías inferiores el rol predominante lo adquiere el proceso 

SHB. En la figura 2.5 se muestran esquemáticamente las regiones hv<Tr, T,<hv<Tm y hv>Tm y 

el proceso predominante en cada una de ellas. El límite superior de energía para el proceso AB

donde in es la masa del electrón, c la velocidad de la luz y a  la constante de estructura fina. 

Para las demás cantidades como el número atómico Z, la masa M y la velocidad v, el 

subíndice I se refiere al átomo en reposo en la muestra y el subíndice 2 a la partícula 

incidente.

En el caso de colisiones con iones pesados además de los procesos anteriormente 

mencionados, se originan otras componentes que han sido interpretadas como radiación de 

trenado de los átomos unidos, rayos X de orbitales moleculares y captura radiativa de 

electrones.

Figura 2.6. Representación esquem ática de los procesos: (a) radiación de frenado atóm ico (AB), (b) radiación de 

frenado de átom o unido (U A B ) y (c) rayos X de orbitales m oleculares (M O). Las letras P, A y M se refiere a 

proyectil, átom o y m olécula, respectivam ente. Extraído de la referencia [50J.

es:

2 m c 2a  Z, v ,  / c
(2. 11)

Z ,  Z, m f  M ,  Z , >VI1/4

A B U A B M O

(b) (c)
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• Radiación de frenado de los átomos unidos (UAB)

El proceso UAB I5aM1 es similar al anterior (AB) como se muestra en la figura 2.6. con la 

diferencia que se produce cuando los átomos que interaccionan están separados una distancia 

Ax = Vp/v (siendo vpla velocidad del proyectil y v la frecuencia del fotón emitido de energía 

hv) menor que el radio de la capa K de los átomos unidos aK = a o / ( Z |+ Z 2). donde a(1 es el 

radio de Bohr, Z, y Z> los números atómicos del proyectil y el átomo de la muestra, 

respectivamente. En el proceso UAB al igual que en el proceso AB, el proyectil está en la 

vecindad del átomo en reposo, y las estructuras internas del ion y del átomo son las mismas 

antes y después de la colisión. En el proceso UAB un electrón ligado al átomo unido es 

excitado a un estado del continuo o a un estado ligado desocupado obteniendo energía del 

seudo-núcleo del átomo unido, en el cual la distribución de carga está cambiando durante la 

colisión, y retorna a su estado original emitiendo un fotón.

• Rayos X de orbitales moleculares (M 0)ISS'S81

Este fenómeno ocurre en colisiones ion pesado-átomo, en donde los electrones de las capas 

más internas con velocidad mayor a la del ion incidente forman orbitales de moléculas 

diatómicas alrededor del proyectil y del átomo de la muestra. Como ejemplo, los iones de '(,0  

con energía de 50 MeV tienen una velocidad aproximada que es el 8% de la velocidad de la 

luz. Esto significa que para estos iones, considerando los electrones de la capa K, este 

fenómeno tendría lugar para aquellos elementos con número atómico mayor al del sodio.

Si existe una vacancia en uno de los orbitales moleculares, el electrón puede decaer en algún 

instante durante la colisión, y como la distancia internuclear varía durante la colisión se 

observa un espectro continuo de rayos X. La energía máxima según este modelo ocurre en 

transiciones a vacancias del orbital inferior l so ,[59] que es igual a la energía de ligadura de la 

capa K del átomo unido. Sin embargo, se observó que esta componente se extiende más allá 

mostrando una dependencia con la velocidad del proyectil y el número de cuentas en el 

espectro .1601 En la figura 2.6 (c) se ilustra este fenómeno. Una diferencia distintiva entre los 

procesos AB y UAB respecto al de rayos X de orbitales moleculares, es que los primeros no 

necesitan que exista una vacancia en el estado inicial para que el proceso pueda ocurrir.

• Captura radiativa de electrones (REC)1556'1

Un proyectil con una vacancia en una capa interna puede, además de producir rayos X desde 

orbitales moleculares, capturar electrones de capas externas del átomo originando 1111 fotón 

cuya energía en el sistema de referencia del proyectil es: ERK( =  Ej + m v 2/2 , l’’ K| donde E, es la
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energía de ligadura del electrón en la capa i del proyectil, m es la masa del electrón, y v la 

velocidad del proyectil. El segundo término representa la energía cinética del electrón, antes 

de ser capturado, en el sistema de referencia en el que el proyectil se encuentra en reposo. Los 

procesos RF.C y MO están relacionados, el primero se refiere a captura radiativa de electrones 

del átomo de las capas exteriores, y el segundo a captura radiativa de electrones del átomo de 

las capas interiores. Ambos procesos dependen de la misma manera del número de vacancias 

de equilibrio en la capa K del proyectil en muestras sólidas, por esta razón REC predomina en 

colisiones de alta velocidad donde el proyectil es totalmente despojado de sus electrones. El 

fotopico de rayos X producido por REC tiene un ancho de energía que resulta del movimiento 

de los electrones en el átomo. Este ancho se puede calcular aproximadamente con: AEX= vpz, 

donde pz es la cantidad de movimiento promedio de los electrones en el átomo de la muestra.

2.6 Sensibilidad en análisis de trazas de elementos

A partir de la comprensión de los procesos de producción de rayos X característicos por trazas 

de elementos, y de producción de radiación de fondo originada en la matriz de la muestra, se 

puede dar una estimación cuantitativa de la sensibilidad del método.

Si uno desea detectar un fotopico en el espectro correspondiente a una o varias transiciones 

características de un elemento Z (por ejemplo los fotopicos Ka o La), es necesario que el 

fotopico sobresalga del fondo de radiación producido por la matriz. El criterio más utilizado 

para determinar la mínima concentración susceptible de ser medida, es considerar que la 

cantidad mínima de los rayos X característicos correspondientes Nxmin(Z) capaz de ser medida 

sobre el fondo de radiación es igual a 3 ( N n)l/2, donde NH es el número de rayos X de 

radiación de fondo detectados en el intervalo de energía correspondiente a la resolución del 

detector en la energía del rayo X característico, y centrado respecto de la misma. Según este 

criterio, la mínima concentración Cz,min o el límite de detección LDZ para un determinado 

elemento en una muestra, es el cociente entre la cantidad mínima de masa del elemento Mz.,,,,,, 

capaz de ser detectada en el trozo de tejido biológico siendo analizado de masa M, y la masa 

M. Ésto es:

,  ^  Z.nun
L D / = C z.niin= — (2. 12)

De acuerdo al proceso de preparación de muestras de tejido biológico que se describe en la
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sección 3.4 del capítulo 3, la masa M del trozo de tejido analizado se reduce en un factor f 

debido a la eliminación de elementos mayoritarios que constituyen la matriz del tejido (H, C y 

O). Finalmente, la masa m=M/f queda disuelta en una solución de volumen V, de la cual se 

deposita sobre el soporte de la muestra (lámina de espesor menor que el de la muestra, 

constituida de elementos livianos), un volumen mucho menor v, y así mM=(M/f)(v/V) es la 

cantidad de masa que constituye la muestra que es irradiada. Esta masa se distribuye sobre el 

soporte en un área A M, llamada área de la muestra. Como se explica en la sección 3.2 del 

capítulo 3, a estas muestras se las irradia con un haz (que cubre totalmente la muestra) de 

intensidad transversal uniforme y área transversal A h algo mayor que AM. Además. 

Mz.min=ptz.ininA\1(V /v) y mM= ptMA M, donde ptZm¡n es la densidad superficial mínima del 

elemento Z capaz de ser detectada en la muestra irradiada, y ptM es la densidad superficial de 

la muestra sobre el soporte. Con estos conceptos la ecuación (2.12) puede escribirse como:

Aquí podemos observar que cuanto mayor sea el factor de reducción de la matriz en el proceso 

de preparación de las muestras, serán menores los límites de detección para cada elemento. 

Ahora, considerando la ecuación (3.8) para ptz.mi„ se tiene:

donde Np es el número total de partículas que inciden en la muestra igual a AM/A|, veces el 

número total de partículas que atraviesan el área Ah (en el caso que la superficie de la muestra 

esté colocada perpendicular a la dirección del haz, es decir 0=90° en la figura 3.1). y k(Z) es el 

rendimiento de rayos X característicos del elemento. Para una muestra fina, k(Z) está definido 

de acuerdo a la ecuación (3.6).

Por otro lado, N B está dado por:

(2.13)

L D 7 = ------------------------
z pt M N p k(Z ) f

(2.14)

(2.15)

siendo d a B/d E r la sección eficaz de producción de radiación de fondo por unidad de energía y



AE la resolución en energía del detector ambas para la energía del correspondiente rayo X 

característico, Nav el número de Avogadro, PMm la masa molar de la matriz, ez la eficiencia 

absoluta de detección de los rayos X y 0 el ángulo mostrado en la figura 3.1. La cantidad 

ptM/sin0 representa el espesor de muestra que atraviesan los iones expresado en masa por 

unidad de área, y ntM=ptMNav/(PMMsin0) es el espesor de muestra que atraviesan los iones 

expresado en átomos por unidad de área.

Reemplazando N B y k(Z) respectivamente por los segundos miembros de las ecuaciones (2.15) 

y (3.6) en la ecuación (2.14), y considerando a x= a z(Eo)o>zb7a, donde a z(Eo) es la sección 

eficaz de ionización de la capa K o L del elemento por el proyectil de energía E«, ü>z el 

rendimiento de fluorescencia de la capa K o L, bz“ la fracción de los rayos X K o L que 

aparecen en la línea k a  o La. queda:

donde PMZ es la masa molar del elemento Z. Se puede reescribir la ecuación (2.15) de la 

siguiente manera:

en la que se encuentra, del ion o proyectil utilizado y de su energía. Es importante conocer 

cual es el proyectil y su energía, que da el menor límite de detección para cada elemento en 

una determinada matriz. Como se ve de la ecuación (2.16), cuanto menor es AE (esto significa 

mejor resolución en energía del detector) serán menores los límites de detección para cada 

elemento. Además, cuanto mayor sea la cantidad de iones que inciden sobre la muestra, mayor 

la eficiencia de detección de los rayos X Ka o La, y mayor el número de átomos por unidad de 

área en la muestra, los límites de detección disminuirán.

L D Z = - | (2.15)

(2.16)

Según d a l!/d E r y a x el límite de detección para un determinado elemento depende de la matriz



Pero ntM tiene un espesor máximo permitido para que la muestra se considere fina. Al utilizar 

la técnica PLXE es conveniente trabajar con muestras finas. Esto se debe a varias razones. En 

primer lugar, la energía del proyectil que atraviesa la muestra está bien definida, lo cual 

simplifica los cálculos en la obtención de las concentraciones y disminuye los errores en los 

cálculos de las mismas (ver sección 3.5). En segundo lugar, si la energía del ion es aquella que 

minimiza los límites de detección, cuando el ion disminuye su energía en una muestra gruesa 

pierde aquella condición y los límites de detección aumentan. Por último, los resultados 

obtenidos de muestras gruesas no agregan mayor información.

Con el fin de hacer una comparación aproximada entre los límites de detección para iones 

pesados (caracterizados por el número atómico Z, y el número másico A|) y protones (p). se 

considera válida la ecuación (2.2) para la sección eficaz de producción de rayos X 

característicos (o x), y otra similar para la sección eficaz de producción de radiación de 

fondo142,451 ( a rf) involucrando todas las componentes, ésto es:

donde E| es la energía del ion pesado y E,/A| la energía del protón. Reemplazando las 

ecuaciones (2.17) y (2.18) en la (2.16), y suponiendo que dos muestras de la misma 

composición (pero no del mismo espesor), son irradiadas con el mismo número de proyectiles 

(iones pesados en una y protones en la otra), y en el mismo arreglo experimental en la cámara 

de irradiación, el límite de detección para iones pesados relativo al de los protones es:

Para muestras del mismo espesor la ecuación (2.19) nos dice, que el límite de detección para 

los iones pesados es veces menor al de los prortones. Recordando que las muestras tienen 

un espesor máximo permitido compatible con la condición de muestra fina, el cual es mayor 

para el caso de los protones (debido a que tienen mayor poder de penetración en la muestra).

® X.íZj.A,)^^! ) - Z |  O Xp ^ (2.17)

o rf.rz, .A ,)
(2.18)

(2.19)
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el factor Z, en favor de los iones pesados disminuye.

Rn la referencia [6] se presenta un estudio de maximización de la sensibilidad para cada 

elemento en matrices de C y Al en función de la energía de iones de ‘H, teniendo en cuenta la 

producción de rayos X K y rayos X L.

Rn la referencia [63] se presenta un estudio de intercomparación de la sensibilidad de seis 

elementos entre Cu y Pb en distintas matrices constituidas de C, Al y V, para iones de 'H, “'He 

y "’O con energías de 3 y 5 MeV/uma. En este trabajo se encuentra que no es conveniente 

utilizar velocidades del proyectil altas, que correspondan a energías mayores a 3 MeV/uma, y 

que el uso de iones más pesados que los protones no ofrece ventajas en cuanto a la 

sensibilidad. Sin embargo, se señala que es posible que el uso de iones pesados sea 

comparable o aún mejor que el de protones en otras matrices, a otras energías inferiores a las 

estudiadas o para elementos con número atómico menor al Cu.

La sensibilidad para otros tipos de iones y energías: 7Li (8-18 MeV), l2C (10-26 MeV),

u,0 (  12-32 MeV), 28Si (16-28 MeV) y 80Se (24 MeV) ha sido intercomparada junto a la de 

protones de 3 MeV, en muestras gruesas en forma de pastillas comprimidas de diferentes 

patrones certificados, suministrados por IAEA (International Atomic Energy Agency), en un 

trabajo realizado por U. Tapper and J. Ráisánen .1641 De las figuras 1 a 4 de la anterior 

referencia se puede concluir que iones de l2C con energía entre 2 y 2,5 MeV/uma producen 

mejor sensibilidad para un gran rango de elementos en diferentes tipos de matrices.

En la referencia [65] se da un método experimental para maximizar la sensibilidad en función 

del proyectil y su energía. Se basa en un incremento de la producción de rayos X 

característicos cuando la energía de ligadura de la capa K o L del proyectil, aproximadamente 

iguala la energía de ligadura de la capa K o L del electrón en el átomo de la muestra con 

número atómico Z. Esto da como resultado que para un elemento (Z, A) la máxima 

sensibilidad se logra con proyectiles con número atómico Z,, tal que: Z| = Z + ( l  a 5). Este 

efecto es de gran utilidad en análisis de elementos livianos en matrices compuestas de 

elementos pesados.
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CAPÍTULOS

Descripción experimental de la técnica 
PIXE aplicada a muestras biológicas

La técnica PIXH encuentra un terreno propicio para su aplicación en diversos problemas de 

biología y medicina por varias razones. Examinemos el caso de los tejidos que componen el 

cuerpo humano. Hay más de noventa elementos en la naturaleza y alrededor de sesenta de 

ellos están presentes en el cuerpo humano como elementos mayoritarios o elementos trazas. 

La regularidad de las propiedades físicas y químicas de los elementos y sus compuestos se 

reflejan en la tabla periódica, pero la relación entre las propiedades biológicas de los 

elementos y sus posiciones en la tabla periódica todavía no ha sido comprendida 

completamente. En la referencia [1] se muestra un resumen de la regularidad entre la acción 

biológica de diferentes elementos y sus posiciones en la tabla periódica, y se destaca que todos 

ellos, incluyendo los llamados esenciales, son tóxicos a altas concentraciones, mientras que su 

carencia en un organismo vivo causará enfermedades y probablemente la muerte. Hoy en día 

se reconoce que las trazas de elementos juegan un rol nutricional importante. Sus funciones 

son variadas y dependen de su forma química o de su localización en los tejidos o fluidos del 

cuerpo.

Las características principales que hacen al método PIXE una poderosa técnica de análisis de 

muestras, y en particular muestras de origen biológico, son: su carácter multieiemental (todos 

los elementos desde el boro al uranio en principio pueden ser medidos), el bajo límite de
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detección (~1 Hg/g), la variación suave del límite de detección con el número atómico de los 

elementos y la posibilidad de analizar muestras muy pequeñas (—10 mg).

En la sección 3.1 de este capítulo se describe el arreglo experimental de la cámara de 

irradiación que se utilizó en los primeros trabajos realizados con muestras biológicas, los 

cuales a su vez se discuten en las secciones 4.1 y 4.2 del capítulo 4. En la sección 3.2 se 

discuten los dos métodos de homogeneización de la intensidad transversal del haz 

implementados. En la siguiente sección se describe el nuevo arreglo experimental de la 

cámara de irradiación que se utiliza actualmente, cuyos principales cambios son la instalación 

de un nuevo detector de rayos X con mayor resolución y mayor eficiencia a bajas energías, 

capaz de medir los rayos X K del boro; y la ubicación de éste y el antiguo detector en 

posiciones donde la radiación de fondo es menor, lo cual a su vez permite ubicar la muestra en 

forma perpendicular a la dirección del haz. En la sección 3.4 se discute el anterior y actual 

método de preparación de muestras biológicas para ser irradiadas empleando el acelerador del 

laboratorio Tandar. En la sección 3.5 se expone como se obtiene la curva de rendimiento en 

función del número atómico, para luego determinar la concentración y el límite de detección 

de los elementos en la muestra. Finalmente se presenta un estudio de precisión y exactitud en 

la medición de concentraciones de elementos en muestras biológicas.

3.1 Arreglo experimental de la cámara de irradiación

Como se ilustra en la figura 2.1, el método de detección de los elementos presentes en una 

muestra se basa en la ionización de los átomos por medio de un haz de iones, para medir la 

emisión de rayos X característicos de los mismos.

El haz de iones es suministrado por el acelerador Tándem Van der Graaff “Tandar" de 20 M V. 

de la Comisión Nacional de Energía Atómica. En éste, después que los iones han pasado a 

través del imán analizador, el cuál selecciona un estado de carga del ion y su energía, son 

focalizados por una lente triple cuadrupolar magnética en el centro geométrico de la cámara de 

irradiación, lugar en el que se colocan las muestras a ser analizadas.

La cámara es cilindrica de 30 cm de diámetro y 20 cm de alto, y está construida en acero 

inoxidable (estequiometría típica: Cr8Fe7.1Nii8) con la tapa superior y algunas bridas laterales 

de lucite (FUC5O2) o vidrio de sosa y cal (0 (,oSi2.sNai0C a<Mg|AI|).

Todos los sectores internos de acero de la cámara, que están expuestos a la radiación 

secundaria producida por el haz al incidir en la muestra y al propio haz dispersado en la
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muestra y bordes del colimador, se cubren con una lámina de aluminio de 1 mm de espesor, 

para evitar que los rayos X característicos de los elementos que componen el acero sean 

detectados. A su vez, con el mismo objetivo, la lámina de aluminio se cubre con otra de lucite 

de I mm de espesor. De esta manera, la probable producción de rayos X característicos de los 

elementos que constituyen el acero son absorbidos en la lámina de aluminio, al igual que los 

rayos X característicos del aluminio se absorben en la lámina de lucite. Así, sólo podrían 

llegar al detector rayos X característicos producidos por radiación dispersa, provenientes de 

los elementos mayoritarios que constituyen el lucite (H. C y O), pero éstos son absorbidos en 

la ventana de salida de la cámara de irradiación.

Figura 3.1. A rreglo experim ental de la cám ara de irradiación con un detector de Si(Li) de O R TEC  

colocado a 90° respecto a la dirección del haz. Vista desde arriba.

Debido a que el haz se frena en el interior de la copa de Faraday construida mayoritariamente 

de cobre y con contactos en su parte posterior interna de plomo y oro, para evitar que los rayos 

X característicos de estos elementos sean detectados, se coloca un colimador de plomo en 

frente de la ventana del detector y del lado externo de la cámara. En estas condiciones se 

obtuvieron espectros de rayos X sin colocar una muestra frente al haz, y no se observaron 

rayos X característicos para valores de carga integrada en la copa de Faraday mayores que el 

de las muestras.
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Para la detección de los espectros de rayos X emitidos por las muestras se usa un detector de 

estado sólido de Si dopado con Li marca ORTEC, que tiene un cristal semiconductor 

cilindrico de 5,27 mm de espesor y 10 mm de diámetro, con una resolución aproximada de 

190 eV a 5,9 keV y una ventana de berilio de 0,5 milésimas de pulgada de espesor. Como se 

muestra en la figura 3.1, la ventana de entrada de radiación del detector está enfrentada a la 

ventana de salida de radiación de la cámara; y el detector está ubicado de manera que la 

dirección de los rayos X emitidos por la muestra que llegan al cristal semiconductor, forman 

un ángulo de 90° con la dirección del haz en el plano horizontal. La distancia mínima de 

acercamiento del cristal del detector a la muestra es de aproximadamente 6 cm.

Las ventanas se construyen con láminas de elementos livianos para evitar que se produzcan en 

ellas rayos X característicos que interfieren con aquellos provenientes de la muestra, y deben 

ser suficientemente finas para tener una buena transmisión de los rayos X característicos de 

los elementos de la muestra que se quiere conocer su concentración. Para medir rayos X con la 

energía de la transición Ka del po tado  y mayores, se utiliza una lámina de berilio de 1 mm de 

espesor. Para permitir la transmisión de los rayos X K del aluminio (1,49 keV) desde la 

muestra hasta el cristal del detector en este arreglo experimental, se utiliza una lámina de 

Mylarw (HkCkAi) de 1.5 f¿m de espesor, que a su vez mantiene el vacío dentro de la cámara de 

irradiación que es del orden de 10'6 Torr.

Las muestras para ser irradiadas se colocan sobre un carrusel circular que se mueve con la 

ayuda de un motor, posicionando una muestra por vez frente al haz. Otro motor mueve al 

primero y permite posicionar la muestra a la altura requerida. Es decir, cada muestra puede 

moverse en dos direcciones perpendiculares a la dirección del haz. En este dispositivo se 

pueden colocar hasta doce muestras. En la figura 3.1 la muestra está orientada de manera que 

la normal a la superficie de la muestra sobre la que incide el haz forma un ángulo 0 con la 

normal a la ventana del detector. La elección del valor de 0 determina el espesor efectivo de la 

muestra .para los iones incidentes y la pérdida de energía de los mismos, y también el espesor 

promedio de la muestra y la atenuación en élla de los rayos X característicos emitidos hacia el 

detector.

Detrás de la muestra, como ya se mencionó, se coloca una copa de Faraday para medir la 

corriente integrada del haz durante el tiempo de adquisición del espectro de rayos X. Este es 

un método adecuado para medir la carga integrada en el caso de muestras finas.
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Como resultado de nuestro método de preparación de las muestras, como se explicará en la 

sección 3.4, éstas resultan ser finas, de espesor no uniforme e inhomogéneas (los elementos no 

están distribuidos de la misma manera en el área de la muestra), por lo tanto, es necesario 

irradiarlas con un haz cuya intensidad transversal o corriente por unidad de área sea uniforme. 

Un haz con intensidad transversal uniforme permite determinar la densidad superficial 

promedio de cada elemento sobre el área del haz, lo cual se muestra matemáticamente a 

continuación.

Se considera un área A dividida en N celdas infinitesimales de área A/N, siendo N un número 

entero muy grande. En cada una de estas celdas (i) hay una masa miZ del elemento Z, de modo 

que la suma de estas cantidades sobre todas las celdas es la masa total Mz del elemento Z en el 

área A. Ésto es:

Como nij /  cs producto de la densidad superficial de masa ptiZ del elemento Z en cada celda 

y el área de la celda, se obtiene:

donde ptz es la densidad superficial de masa promedio en el área A, que a su vez es el cociente 

entre la masa total del elemento en el área A y el área A.

Para medir toda la masa de cada elemento en una muestra, el área de la muestra debe estar 

incluida totalmente en el área transversal del haz. De acuerdo a la expresión anterior, A es el 

área del haz.

3.2 Homogeneización de la intensidad transversal del haz

La intensidad transversal o corriente por unidad de área del haz cuando se focaliza sobre la 

cámara de irradiación en la posición de una muestra a ser irradiada, responde a una función 

que es aproximadamente gaussiana en ambas direcciones transversales: horizontal y vertical. 

El perfil de intensidad del haz focalizado sobre la posición de la muestra se obtuvo 

desplazando una muestra de cobre de 200 |ag/cm2 de 0,3 mm de diámetro sobre la dirección

N

(3.1)
i = i

(3.2)
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transversal horizontal. En la figura 3.2 se muestra este perfil de intensidad para un haz de 

iones de l60  de 50 MeV (círculos). En el eje x del gráfico se indica la posición del centro de la 

muestra de cobre respecto del máximo medido de intensidad del haz. La intensidad del haz se 

calcula aquí como el cociente entre el número de rayos X Ka de Cu detectados por unidad de 

carga medida en la copa de Faraday.

Hemos empleado dos maneras distintas para uniformar la corriente por unidad de área del haz, 

teniendo en cuenta las opciones presentadas en la referencia [ 11 del capítulo 2 .

Una de ellas es dispersar los iones con una lámina fina y luego recortar la parte externa del 

haz con colimadores. La lámina es de oro y el espesor de ésta para obtener un haz de 

intensidad transversal uniforme a través del colimador para distintas energías del ion de l(,0  se 

estimó haciendo simulaciones con el programa Trini.121

A la distribución de iones dispersados por la lámina en función del ángulo, resultado de las 

simulaciones; se le ajusto una función gaussiana y con ésta se realizó la integral de 

convolución con otra función gaussiana describiendo el perfil del haz incidente sobre ella, de 

acuerdo al mostrado en la figura 3.2. El criterio para determinar el espesor de la lámina, fue el 

de tener una corriente por unidad de área sobre el borde del colimador del 10 % del valor 

máximo en el centro del mismo. Para cumplir con esta condición, la corriente del haz 

dispersado pasando a través del colimador, colocado a una cierta distancia de la lámina 

dispersora, debe ser del 10 % del valor de la corriente incidente sobre la lámina.

En el caso de iones de l60  de 50 MeV este efecto se muestra también en la figura 3.2 

(cuadrados), en donde al haz focalizado sobre la muestra se le interpone una lámina de oro de 

380 |ag/cm2 de espesor ubicada a una distancia de 1,7 m del colimador. El colimador es 

circular, de 4 mm de diámetro, y está colocado a 20 cm de la muestra. Las líneas punteadas en 

la figura 3.2, muestran un perfil de intensidad del haz circular de 4 mm de diámetro, que 

corresponde al caso ideal de un haz de iones viajando en forma paralela entre ellos, incidiendo 

en forma normal sobre el colimador, y pasando a través de éste sin sufrir dispersión en sus 

bordes.

En éste y en los demás gráficos los valores de intensidad transversal del haz son el promedio 

medido sobre el área de la muestra de cobre de 0,3 mm de diámetro, y están corregidos por 

diferencias de ángulo sólido entre las distintas posiciones y el detector.

Los cuadrados correspondientes a las posiciones -2,1 mm y 2,1 mm; no están a la misma altura 

de aquellos que se encuentran sobre la línea punteada horizontal, debido a que la muestra de
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cobre utilizada estaba parcialm ente  irradiada con la zona de m áxim a intensidad del haz.

Posición [mm]

Figura 3.2. Intensidad transversal de un haz de iones de "’O de 50 M eV. Los círculos se refieren al haz focalizado 

en la posición donde se colocan las m uestras y los cuadrados corresponden al m ism o haz después de pasar a través 

de una lám ina de oro de 380 |ig /c n r . En éste y en los dem ás gráficos de este tipo las barras de error para am bas 

variables son del tam año de los sím bolos. U.A.: unidades arbitrarias.

Un segundo colimador circular de mayor diámetro (7 u 8 mm) se coloca a 17 cm de la 

muestra, como se puede observar en la figura 3.1, con el fin de disminuir el número de iones 

dispersados y la radiación secundaria, producida en los bordes del primer colimador, que 

entran a la cámara de irradiación y pueden llegar al detector. Los colimadores se hicieron de 

elementos pesados como plomo y plata, ya que por ser la barrera coulombiana suficientemente 

alta, disminuye la radiación de fondo de origen nuclear. Se usan unos u otros, para evitar 

posibles interferencias de rayos X característicos provenientes de la muestra y de los 

colimadores.

En la figura 3.3 se muestra el mismo efecto logrado con una lámina de oro de 400 ng/cm 2.

En la figura 3.4 se muestra el perfil en las direcciones vertical y horizontal, de un haz de iones 

de u,0  de 25 MeV dispersados en una lámina de 230 |ig/cnr.
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Figura 3.3. G ráfico de la intensidad transversal de un haz de iones de "’O de 50 MeV al atravesar una lám ina de oro 

de 400  ng /em 2. utilizando un colim ador de 4  mm de diám etro. Previam ente el haz se focalizó sohre la posición de 

la m uestra y en esa condición se interpuso en su cam ino la lám ina de oro.

La otra forma empleada para uniformar el haz es simplemente desenfocándolo. Hl perfil de 

intensidad del haz en este caso se muestra en la figura 3.5. Para esto, se enfoca un haz de 

determinada corriente sobre la posición de la muestra, y luego se desenfoca aumentando la 

distancia focal hasta quedarnos con una corriente a través de los colimadores del 10 % del 

valor inicial. En la práctica éste efecto se logró desenfocando el haz solamente en la dirección 

transversal x, desde el panel de control de la lente triple cuadrupolar magnética de la línea de 

irradiación.

La ventaja del segundo método respecto del primero es que experimentalmente no requiere 

equipamiento sobre la línea de irradiación. Con el primer método, una vez que se cuenta con 

el equipamiento sobre la línea de irradiación, resulta más fácil interponer en la trayectoria del 

haz la lámina dispersora que desenfocarlo adecuadamente. Además el segundo método no es 

repetitivo como el primero.
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I'igura 3.4. G ráficos de la intensidad transversal de un ha/, de iones de l(,0  de 25 M eV al atravesar una lám ina de 

oro ile 230 (.ig/cnr. El de arriba corresponde al perfil a lo largo de la línea del diám etro  vertical y el de abajo  a lo 

largo del d iám etro horizontal. El m otivo por el cual los cuadrados en las posiciones vertical +2 y horizontal +2 

están por debajo  del m áxim o de intensidad del haz es el m ism o que el explicado para aquellos de la figura 3.2.

Otro inconveniente que presenta el desenfocar el haz, es que el ion entra a la muestra con un 

estado de carga distinto al estado de carga de equilibrio correspondiente a su energía, y 

mientras lo alcanza se produce una variación de la sección eficaz de ionización (ver figuras

2.2 y 2.3), y en definitiva del rendimiento (ver expresiones (3.4) y (3.5)) de cada elemento, lo

37



cual introduce un error s istemático en las concentraciones.

Posición vertical [mm]

Posición horizontal [min|

F igura 3.5. Intensidad del haz desl'ocalizado. El de arriba corresponde al perfil a lo largo de la línea del diám etro  

vertical y el de ahajo a  lo largo del diám etro horizontal.

Pero este error, es completamente despreciable. El acelerador suministra el haz de iones de l(,0  

de 50 MeV con máxima transmisión de corriente para el estado de carga +5. El estado de 

carga de equilibrio de cualquier ion a cualquier energía es prácticamente independiente del 

número atómico de la lámina sobre la que inciden los iones, y para iones de l(,0  de 50 MeV es 

de aproximadamente +7,5 .1,1 El estado de carga de equilibrio es alcanzado con láminas de más 

de 7 (J-g/cnr de espesor (figura I, referencia [31] del capítulo 2). Estos resultados se han
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comprobado midiendo 7,3 ±0,2  para el estado de carga de "’O de 50 MeV sobre una lámina de 

carbón de 15 (.ig/cnr y otra de cobre de 150 ng/cni2.

Como se muestra en la tabla 3.1, los valores del rendimiento (evaluados con la ecuación 3.7) 

en función del número atómico, para el caso en el que los iones inciden sobre el patrón con 

estado de carga +5 ó estado de carga de equilibrio, coinciden dentro de los errores 

experimentales. Más aún, se observa que para el estado de carga de equilibrio los valores del 

rendimiento son levemente menores que los del estado de carga +5, mientras que de acuerdo a 

los gráficos de la figura 2 .2, esperaríamos que fuesen mayores. Ésto se explica considerando 

que los iones alcanzaron su estado de carga de equilibrio, atravesando una lámina de oro de 

400 ¡.tg/cnr, su energía disminuyó a 49 MeV y también disminuyó la sección eficaz de 

producción de rayos X, lo cual está en concordancia con los valores de la sección eficaz de 

producción de rayos X de la referencia [5] del capítulo 1.

z k(Z, +5) [U.A.] k(Z, +7,3) [U.A.l

25 1,701+0,085 1,602±0.080

29 0,691 ±0,035 0,654±0,033

32 0,267±0,0l3 0,264±0,013

T abla 3 .1. Rendim ientos k(Z) de los rayos X K a  para d istintos elem entos con iones de "’O de 50 MeV

para estados de carga +5 y +7,3.

Kl área del haz es una cantidad que debe ser conocida para calcular la concentración de los 

elementos en la muestra y se mide de dos maneras distintas.

Una de ellas es colocar una lámina de Nuclepore® frente al haz uniforme, la cual toma un 

color marrón sobre la zona de incidencia del haz después de unos minutos de irradiación con 

una corriente de I nA. Con la utilización de un calibre para la medición del diámetro de la 

zona coloreada se obtiene un error de 0,25 mm. Con la utilización de una lupa binocular 

Nikon S M Z -10 y una reglilla graduada se obtiene un error de 0,07 mm.

La otra forma es irradiar una lámina de Makrofol®141 con una corriente sobre ella de 0,1 nA por 

no más de I seg. Luego la lámina se coloca en una solución PEW (15 g KOH + 40 g C2H5OH 

+ 45 g ILO) a 70 °C durante I minuto aproximadamente. Así las trazas de los iones quedan
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grabadas en la lámina, puediédose observar con un microscopio para medir el diámetro del 

haz. Utilizando una regidla graduada y un aumento de lOx el error en la medida del diámetro 

es de 0,10 mm.

3.3 Instalación de un nuevo detector de rayos X con mayor resolución. Nuevo arreglo 

experimental de la cántara de irradiación

En la figura 3.6 se muestra esquemáticamente el arreglo experimental actual de la cámara de 

irradiación. Ambos detectores están ubicados de manera que la normal a la ventana de entrada 

de radiación de cada detector forma un ángulo de 38° respecto de la dirección del haz. De esta 

manera se reduce la intensidad de radiación de fondo registrada por los detectores respecto de 

la posición del detector mostrada en la figura 3.1 (referencia [45] del capítulo 2). Debido a que 

la sección eficaz de producción de rayos X característicos es isotrópica, lo anterior implica 

disminuir el límite de detección de los elementos presentes.

Figura 3.6. Esquem a del nuevo arreglo experim ental sobre la cám ara de irradiación. A quí la m uestra está colocada 

en form a perpendicular a la dirección del haz. Debido a que los detectores tienen distinta eficiencia en función de 

la energía de los rayos X. puede resultar conveniente adquirir los espectros con am bos sim ultáneam ente.

Vista desde arriba.

Otra ventaja que tiene esta nueva disposición es que permite colocar las muestras en forma
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perpendicular a la dirección del haz, lo cual implica poder colocar mayor cantidad de material 

bajo la condición de muestra fina.

Además como se observa en la figura 3.6, el detector de Si(Li) Oxford de alta resolución y 

ventana ultrafina está en vacío dentro de la cámara de irradiación, y se puede acercar a la 

muestra lo necesario para aumentar el ángulo sólido y el número de rayos X detectados. 

Debido a estas características del detector es posible observar hasta los rayos X K del boro 

(0,183 keV) y disminuir los límites de detección de los elementos que pueden ser detectados 

con el detector de Si(Li) ORTEC.

Todas estas ventajas comentadas hasta aquí producen una disminución en los tiempos de 

irradiación.

Para evitar que lleguen a los detectores rayos X característicos que no provienen de la muestra 

y disminuir la radiación de fondo, al igual que en el arreglo experimental anterior se recubre la 

cámara con las mismas láminas, de aluminio y lucite; y en el caso del detector ORTEC se 

coloca también un colimador de plomo en frente de su ventana. Los espectros obtenidos con 

ambos detectores en estas condiciones, pero sin interponer la muestra frente al haz, muestran 

únicamente en el caso del detector Oxford una cantidad totalmente despreciable de rayos X K 

del carbono de 0,277 keV (alrededor de 30 rayos X K del C para valores de corriente y tiempo 

de irradiación comparables a los de las muetras).

3.4 Métodos de preparación de muestras orgánicas

Las muestras destinadas para el análisis PIXE se presentan en diversas formas. Soluciones 

acuosas, líquidos no acuosos, sólidas, pastosas, carbonatadas, orgánicas, inorgánicas, 

silicatadas, homogéneas, inhomogéneas, voluminosas y diminutas son términos que describen 

algunas muestras. Cada tipo de muestra requiere un método diferente de preparación para 

poder ser irradiada.

Como se mencionó en la última sección del capítulo anterior, es conveniente preparar 

muestras finas. Una muestra es considerada fina para un determinado elemento, cuando es 

válido considerar la ecuación (3.5) en lugar de la ecuación (3.4). Como se explica en la 

sección 3.5. ésto significa que el ion pierde una cantidad de energía despreciable después de 

atravesar la muestra, y la sección eficaz de producción de rayos X característicos de los 

elementos de interés varía en una cantidad relativamente pequeña (menos del 5 %). Además, 

los rayos X característicos de los mismos elementos generados en cualquier lugar de la
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muestra, se atenúen en la propia muestra en su camino hacia el detector en una cantidad 

pequeña (no más del 5 %). Estas condiciones permiten despreciar los efectos de matriz de la 

muestra, y entonces resulta válida la expresión (3.5).

En el caso de muestras orgánicas y durante la preparación de las mismas es ventajoso reducir 

la masa de la matriz, eliminando los elementos mayoritarios del tejido biológico, debido a que 

así se disminuirá la radiación de fondo y, por lo tanto, el límite de detección.

Distintos métodos de preparación de muestras y reducción de la matriz han sido 

implementados. Algunos de ellos son: realización de pastillas a apartir de material orgánico 

disecado, llevar a polvo las muestras biológicas disecadas en frío por medio de la técnica de 

fractura por fragilización (en inglés: brittle-fracture technique), llevar a cenizas con altas o 

bajas temperaturas, y digestión húmeda en recipientes de Teflon® abiertos o cerrados. Estos 

métodos mencionados pueden consultarse en las referencias [5-12], El método de preparación 

de muestras basado en la digestión con ácidos es generalmente más rápido e involucra una 

menor manipulación de la muestra, y es en consecuencia más conveniente.

La ebullición y digestión de la muestra solamente en ácido nítrico deja a menudo material 

orgánico o carbonoso sin digerir y sin disolver. Por esta razón han sido desarrollados nuevos 

métodos113141 que requieren mezclas de ácido nítrico y agua oxigenada, con ácido sulfúrico v 

ácido perclórico. Sin embargo, se observó que los dos últimos ácidos mencionados no pueden 

ser usados en la preparación de muestras debido a que las soluciones que se forman no se 

secan, y además el ácido perclórico sobre láminas orgánicas resulta explosivo cuando es 

irradiado con iones.1131

En las referencias [13] y [ 15J se describe el método de oxidación húmeda utilizando sólo 

ácido nítrico, desarrollado por Schachter y Boyer. Aquí, en el Laboratorio TANDAR. se 

comenzó trabajando con muestras de tejido biológico empleando una variante más 

simplificada, la cual se describe en la siguiente sección.

El avance tecnológico nos permite hoy en día, utilizar digestores de microondas especialmente 

diseñados para digerir distintos tipos de muestras, utilizando diferentes ácidos a temperatura y 

presión altas. En la sección 3.4.2 se hace referencia a este método de preparación de muestras 

más detalladamente, y es el que actualmente se emplea en el Laboratorio TANDAR para la 

preparación de muestras biológicas.
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3.4.1 Método de digestión con ácido nítrico a presión atmosférica

El método de digestión por medio de ácido nítrico ha sido utilizado para preparar muestras 

para análisis multielemental empleando la técnica PIXE. Consiste en ciclos de calentamiento 

de la muestra disuelta en ácido nítrico de alta pureza hasta obtener una solución clara. El ácido 

nítrico utilizado es el denominado INSTRA-ANALYZED For Trace Metal Analysis de la 

empresa J. T. Baker.

La digestión consiste básicamente en la reacción química entre la materia orgánica (Org) y el 

ácido nítrico (HNO.0, que produce nitratos (MeNO,) con los metales (Me) presentes en la 

muestra que quedan disueltos en la solución, y gases (g) como el dióxido de carbono ( C 0 2) y 

óxidos de nitrógeno (N O J; obteniéndose así la reducción de la matriz. Simbólicamente:

Org + HNO, = M eN ü , + C 0 2 (g) + NO, (g).

El recipiente en el cual se realiza la digestión es un matraz de 25 mi de borosilicato que se 

coloca sobre una plancha a una temperatura entre 120 °C y 200 °C. Debido a su forma, estos 

recipientes permiten la condensación y el reflujo de los vapores a la solución.

La porción de tejido biológico a ser analizado, típicamente entre 50 y 200 mg, se disuelve en 5 

mi de ácido nítrico, luego esta solución se coloca dentro del matraz y se pone sobre una 

plancha metálica a una temperatura que esté unos grados por debajo de la temperatura de 

ebullición de la solución. A medida que se va produciendo la reacción química el ácido se 

evapora, y si la solución no está lo suficientemente clara cuando se reduce a aproximadamente 

500 jil se agrega nuevamente ácido en el matraz. Cuando finalmente se obtiene una solución 

clara, se reduce a un volumen aproximado de 100 |il y se lleva al volumen deseado utilizando 

agua de alta pureza denominada ULTREX II de la empresa J. T. Baker. El volumen final al 

que se lleva la solución depende de la masa por unidad de área que queda depositada sobre el 

soporte de la muestra por unidad de volumen de la solución, después de ser secada con una 

lámpara infrarroja o en vacío. La solución debe estar lo suficiéntemente diluida, de manera 

que, colocando algunas gotas de la solución sobre el soporte de la muestra con una 

micropipeta de 5 (J.1, la muestra a irradiar se pueda considerar fina. La masa que finalmente 

queda depositada sobre la lámina de carbón, después de ser secada la solución, y el área sobre 

la que está extendida determinan el espesor promedio de la muestra.

El soporte de la muestra es una lámina de carbón de alta pureza (99,997 %) de 

aproximadamente 70 nm de espesor (-15  |ig /cm 2) montada sobre un marco de lucite. El tipo 

de carbón utilizado es el denominado C 007940 de la empresa Goodfellow.
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Algunos elementos volátiles como el mercurio y el arsénico deben convertirse en compuestos 

químicos más estables antes de secar la solución, agregando en la microgota depositada sobre 

el soporte de la muestra, otra de algún agente químico acomplejante.'161 En muchos casos se 

suele utilizar 1-pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC).

Otro tipo de soportes utilizados son los de la empresa Moxtek. Un polímero (C^Hu^O-O,, 

ultrafino de aproximadamente 150 nm de espesor (-2 0  (ig /cnr) montado sobre una arandela 

plástica de 18 mm de diámetro externo, 9 mm de diámetro interno y 0,4 mm de espesor. Si 

bien estos soportes son un poco más gruesos que los de carbón, lo que implica una mayor 

producción de radiación de fondo, los espectros de rayos X muestran un número de elementos 

detectados y cantidad de cada uno de ellos menor que en los soportes de carbón. De todos 

modos, estas cantidades son mucho menores a las que habitualmente se encuentran en las 

muestras biológicas que sobre ellos se depositan.

El espesor de la muestra sobre el soporte no resulta ser uniforme. Si irradiáramos la muestra 

con un haz que no tiene una corriente por unidad de área uniforme, podemos cometer errores 

muy groseros en el cálculo de las concentraciones de los distintos elementos presentes en la 

muestra. Esto se puede ver fácilmente, suponiendo que se irradia una muestra con un haz 

enfocado con un perfil como el graficado por los círculos en la figura 3.2. Si por ejemplo, los 

elementos en la muestra estuvieran distribuidos sobre el soporte en forma de arandela y el 

máximo de intensidad del haz incidiera en su parte central, las concentraciones medidas 

resultarían muy inferiores comparadas con aquellas obtenidas en el caso en el que la 

distribución de elementos fuera la inversa (los elementos distribuidos en el círculo antes 

vacío); y en realidad ninguna de estas concentraciones medidas será la correcta. Por este 

motivo, es necesario irradiar este tipo de muestras con haces de intensidad por unidad de área 

uniforme.

Con este método de preparación de muestras se obtiene una buena reducción de la matriz, 

eliminándola entre el 80 y 95 %, que es equivalente a decir que la muestra se reduce en un 

factor f  entre 5 y 20, respectivamente. Sin embargo por el tipo de recipiente utilizado para 

hacer la digestión y por la forma en que ésta se realiza, el método presenta varias desventajas, 

como lo son: el prolongado tiempo de digestión de cada muestra, el cual fluctúa según la 

muestra entre 3 y 9 días, por lo cual se aumentan los riesgos de contaminación y pérdida de 

elementos de la muestra; y la gran cantidad de ácido que se utiliza debido a la evaporación del 

mismo, que varía entre 50 y 200 mi.
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3.4.2 Método de digestión con digestor de microondas

Considerables esfuerzos se realizan continuamente para optimizar cada una de las etapas de la 

técnica PIXE. para realizar los análisis en tiempos cada vez menores. Desde los comienzos de 

esta técnica se le prestó particular atención a la preparación de las muestras y se han evaluado 

las ventajas y desventajas de cada método .181315,171

La preparación de la muestra para su análisis multieiemental es un paso crítico y el lapso de 

tiempo que esta etapa insume es el más prolongado. Es una necesidad de ésta y de todas las 

técnicas de análisis multieiemental, poder preparar un gran número de muestras en tiempos 

cada vez más cortos y con menores riesgos de contaminación o pérdida de elementos.

La mejor alternativa con que se cuenta en el presente, es la utilización de un sistema de 

digestión que suministra calor a la muestra a través de energía electromagnética en el rango de 

las microondas.1181 La muestra se coloca en un recipiente cerrado de Teflon® PFA que soporta 

temperaturas elevadas de hasta 250 °C y presión hasta 25 bar. La velocidad de la reacción y la 

eficiencia de la descomposición ácida se incrementa drásticamente con la temperatura y la 

digestión de cada muestra se realiza en un tiempo de 30 minutos. La descomposición de la 

materia orgánica realizada a temperatura y presión altas, requiere considerablemente menos 

tiempo que si se realiza a una temperatura limitada por el punto de ebullición de la solución 

ácida a presión atmosférica; y la eliminación de la masa de la matriz alcanza mejores valores 

variando entre el 85 % y 97 % según el tipo de tejido, lo que equivale a decir que el factor f 

varía entre 7 y 33, respectivamente. Además, otras sustancias distintas a la orgánica no se 

descomponen con ciertos ácidos a sus temperaturas de ebullición a presión atmosférica, pero 

reaccionan con los mismos ácidos a temperatura y presión elevadas.1191 

Realizar la digestión en recipientes cerrados de Teflon® PFA disminuye los riesgos de 

contaminación y pérdida de elementos de la muestra durante la digestión .1201 Por un lado, la 

cantidad de ácido necesaria es mucho menor que en el método anterior y varía entre 2,5 y 3 

mi. Por otro lado, la muestra queda aislada de la atmósfera y la superficie interna de estos 

recipientes es extremadamente suave, sin poros, hidrofílica, antiadhesiva y puede ser limpiada 

fácilmente de acuerdo al procedimiento de lavado que se detalla en la siguiente sección.

Hn este trabajo se ha implementado el sistema de digestión con microondas, utilizando un 

equipo de la empresa MILESTONE® modelo MLS-1200 MEGA. Este equipo tiene una central 

de control electrónica que regula la potencia suministrada a la muestra en función del tiempo.
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En el manual de operación del mismo, se encuentran los programas adecuados para los 

diferentes tipos de muestras.

3.4.3 Procedim iento  p a ra  el lavado del in s trum enta l

Todos los elementos del laboratorio (como los tubos con tapas de 4 mi, pinzas, recipientes 

para la degestión de las muestras del digestor, etc.) que se utilizan en la preparación de las 

muestras se lavan antes y después de ser utilizados.

Las pinzas que se utilizan en la toma de muestras de tejido biológico, se limpian 

sumergiéndolas completamente en un baño de solución de Extran al 2 % a temperatura 

ambiente, o de 50 °C para acelerar el proceso de limpieza, durante 2 a 24 horas. Después de 

un uso prolongado del baño, debido a la suciedad eliminada del material, su poder de limpieza 

va disminuyendo. Entonces, se recomienda primero realizar un baño de 2 horas como mínimo, 

después del cual se cepilla suavemente el material y se enjuaga con agua corriente.

Después del segundo baño se realizan varios enjuagues del material, los primeros pueden 

hacerse con agua corriente y los últimos con agua desionizada o bidestilada. Finalmente se 

seca el material al aire y/o en una estufa de desecación.

En el primer baño puede utilizarse agua corriente para la preparación de la solución Extran. 

pero en el segundo baño conviene utilizar agua desionizada porque aumenta la acción del 

detergente.

Los recipientes en los que se realiza la digestión de la muestra y aquellos en los que se 

almacena la solución final, se lavan con solución de Extran al 2 %, luego se enjuagan varias 

veces con agua corriente y por último con agua bidestilada o desionizada. Finalmente se secan 

al aire.

3.5 Cálculo de concentraciones

Utilizando la técnica PIXE. la base para un análisis cuantitativo es la relación que existe entre 

el número de rayos X característicos K o L de un elemento que aparecen en el espectro Nx(Z). 

y la concentración Cz del elemento en la muestra. Usando cualquier tipo de ion como 

proyectil, esta relación está dada por:

XT N Av ^ z  £ ¿ Np C z
N x(Z ) = ------------ — ------- -------I (Z ,M )  (3.3)

P M 7
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siendo Nav el número de Avogadro, PM Z la masa molar del elemento, o>/ el rendim iento de 

fluorescencia K o L, bza la fracción de los rayos X K o L que aparecen en la línea K a o La, Ez 

la eficiencia absoluta de detección de rayos X en la energía en cuestión y Np el número de 

proyectiles incidentes sobre la muestra. I(Z,M ) es una integral que toma en cuenta los efectos 

producidos por la matriz M de la muestra, es decir, el cambio en la sección eficaz de 

ionización del elem ento Z debido a la pérdida de energía del proyectil cuando penetra en la 

muestra, y la atenuación de los rayos X característicos en la muestra. En el caso general, 

I(Z,M ) está dado por:

donde E„ y E, son respectivamente la energía del proyectil antes y después de pasar por la 

m uestra (E, = 0  para una muestra de espesor infinito), o z(E) es la sección eficaz de ionización 

del proyectil con energía E, TZ(E) la transmisión de los rayos X característicos en la m uestra 

em itidos en la dirección del detector desde la posición del proyectil en la que tiene la energía

H, y S(E) el poder de frenado de la m atriz sobre el proyectil.

Para una muestra fina, los efectos de matriz pueden ser despreciados. Cuando el ion no pierde 

energía al atravesar la muestra y 110 hay absorción en la muestra de la rayos X característicos, 

la ecuación 3.4 puede escribirse como:

siendo p la densidad volumétrica de masa de la muestra, t el espesor de la muestra y 0 el 

ángulo formado por la dirección del haz y la superficie de la muestra, que resulta ser igual al 

mostrado en la figura 3.1.

Para obtener la concentración de un elemento a partir del número de rayos X detectados al 

irradiar la muestra pueden ser empleados dos métodos. Uno de ellos es conocido como: 

método absoluto o de parámetros fundamentales y el otro como método relativo, y ambos se 

basan en la expresión (3.3) para calcular Cz.

El primero utiliza los valores de ü>¿, bz“, a z(E), TZ(E) y S(E)121 calculados a través de modelos 

que reproducen lo mejor posible el conjunto de datos experimentales. ez puede ser medido o

dE (3.4)
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calculado121 H| y depende del arreglo experimental en la cámara de irradiación. Por supuesto, 

es necesario conocer con poco error cada una de estas cantidades físicas que intervienen para 

calcular C¿. Este método ha sido desarrollado e implementado en varios laboratorios del 

mundo a través del programa PIXAN,I2'U,) para haces de protones, resultando más práctico que 

el método relativo. Hoy en día, cuando se utilizan haces de iones pesados es conveniente 

utilizar el método relativo, debido a que existe demasiada incerteza en las cantidades que se 

utilizan en el método absoluto, sobre todo en o>/ y O/XE).

En el método relativo se utilizan patrones finos certificados. En nuestro laboratorio éstos son 

provistos por la em presa M icrom atter Co. con un error porcentual en el espesor (expresado en 

masa por unidad de superficie) del 5 %. Estos se utilizan cada vez que se cambia la 

disposición del arreglo experimental en la cámara de irradiación, el proyectil o su energía, 

para evaluar el rendimiento k(Z) de rayos X característicos de un elem ento Z para muestras 

finas, que com bina varias cantidades físicas de las expresiones (3.3) y (3.5) de la siguiente 

forma:

k (Z ) = N ''* g * (E ° )a)* b i £ * (3.6)
A 7 s e n ( 0 )

Por otro lado, de las mismas ecuaciones se tiene:

Nx(Z)
k(Z) = \  (3.7) 

N PP t C z

Con esta última ecuación se calcula k(Z), utilizando los distintos patrones de los elementos 

cuyas concentraciones en la muestra se desean conocer. Obteniendo la suficiente estadística 

para el número de rayos X característicos en el espectro al irradiar los patrones, el error de 

k(Z) es sólo el 5 % proveniente de la incerteza en el espesor de los mismos.

Luego al irradiar las muestras, cubriéndolas totalmente con un haz de intensidad por unidad de 

área uniform e, se determ ina la densidad superficial de cada elemento ptz con la misma 

ecuación (3.7), de la siguiente manera:

Nx(Z)
p  t ,  = -------------  (3.8)
H ¿ N p k(Z)
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donde ahora Nx(Z) es el número de rayos X característicos del elem ento Z detectados al 

irradiar la muestra, y Np es el número total de partículas o iones que pasan a través del 

colim ador y que se miden en la copa de Faraday (ver figuras 3.1 y 3.6).

De acuerdo a la ecuación (3.2); en el caso de muestras finas de espesor no uniform e, que se 

irradian con haces de intensidad por unidad de área uniforme y área transversal A h en la 

posición de la muestra, la masa mz del elemento Z presente en la misma es el producto de pt, y 

A|,.

La masa total Mz del elemento en la solución final resultante del método de preparación de 

muestras, o lo que es lo mismo la masa del elemento en el trozo de tejido biológico analizado 

es ni/V/v. siendo V el volumen de la solución final y v el volumen de la solución final 

depositado sobre el soporte de la muestra para ser irradiada. Finalmente, la concentración del 

elem ento Z es:

M z N x(Z ) A „ V

7 M N p k (Z )v M  }

donde M es la m asa del trozo de tejido biológico analizado.

Como la copa de Faraday da el valor de la corriente del haz integrada en el tiempo, es 

necesario conocer el estado de carga de equilibrio de los iones al atravesar las muestras y los 

patrones, para obtener el número de iones incidentes. Como ya ha sido mencionado; una vez 

que el proyectil entra en la muestra alcanza un estado de carga de equilibrio (que depende de 

la energía del proyectil en la muestra) en un espesor algo mayor a 7 jig/cm2. K1 espesor 

aproxim ado de los patrones es de 50 (ig /cn r soportado por una lámina de Mylar® de 1,5 Jim  

(-2 0 0  |ig /c n r) , y el de las muestras está generalmente comprendido entre 200 fig /cn r y 500 

|ig /c irr . Debido a que el estado de carga de equilibrio varía muy suavemente con la energía de 

los iones, éstos salen prácticamente con el mismo estado de carga de equilibrio después de 

atravesar los patrones o las muetras, y considerar la carga medida por la copa de Faraday en 

lugar de N,, en el cálculo de k(Z) (ecuación 3.7) y ptz (ecuación 3.8) no introduce un error 

significativo.

El rendim iento de producción de rayos X de muestras finas puede ser utilizado en el análisis 

de muestras finas, intermedias y gruesas, pero para las dos últimas deben realizarse 

correcciones por efecto de matriz. El factor de corrección F(Z) por efecto de matriz es:
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donde I()(Z .M ) es calculado a través de la ecuación (3.5), utilizando el espesor t de la muestra. 

A sí definido, F(Z) representa el factor por el cual el número de rayos X detectados para una 

muestra debe ser multiplicado para obtener el número de rayos X que hubieran sido 

observados en ausencia del efecto de matriz, para luego calcular Cz con la expresión (3.9) 

utilizando el rendimiento de rayos X característicos de muestras finas.

La evaluación de F(Z) no requiere conocer el valor absoluto de la sección eficaz de 

producción de rayos X en función de la energía del proyectil, sino sólo su dependencia 

relativa respecto de la sección eficaz de producción de rayos X para la energía del ion antes de 

entrar en la muestra.

La incerteza en la composición de la matriz, el espesor de la muestra, y en los datos tabulados 

que se utilizan, se propagan al valor de F(Z) y a la concentración del correspondiente 

elemento.

En el análisis de muestras gruesas, a menudo se usa el rendimiento de los rayos X 

característicos de los elementos en muestras gruesas, que se obtienen utilizando patrones con 

m atriz igual o parecida al de las muestras que se analizan.1261

3.6 “Performance” del método PIXE

Una vez optimizado el arreglo experimental en la cámara de irradiación y el método de 

preparación de muestras, es importante demostrar que se pueden obtener resultados precisos y 

exactos. Las distintas fuentes de errores en el procedimiento completo del análisis PIXF. 

pueden ser evaluadas. Para ésto, pueden realizarse soluciones acuosas conocidas de distintos 

elem entos, dopar muestras biológicas con dichas soluciones y analizar material de referencia 

certificado con el fin de com probar sus concentraciones.

3.6.1 Análisis de soluciones acuosas

Debido a que los problemas en muestras biológicas, que se exponen en el próximo capítulo, 

involucran principalm ente la medición de concentraciones de aluminio en tejido cerebral 

humano y zinc en distintos órganos de sapos, se decidió verificar las concentraciones en 

soluciones acuosas de estos elemenos.



Para el zinc, se preparó una solución de 2000 mg/1 disolviendo ZnO en agua desionizada. Se 

realizaron tres muestras diferentes tomando para cada una 5 (il de la solución, depositándolos 

sobre láminas de carbono.

Las muestras se irradiaron con iones de l60  a 50 MeV. Una lámina de oro de 400 |ag/cm2 se 

utilizó para homogeneizar el haz como se describe en la sección 3.2, y los espectros se 

midieron con el detector de Si(Li) de ORTEC en la posición mostrada en la figura 3.6.

El rendim iento de los rayos X característicos del Zn, se obtuvo interpolando linealm ente entre 

los valores medidos para los patrones de Cu y Ge.

Para determ inar el área del haz se colocó una lámina de Nuclepore® frente al haz uniform e 

para medir su diámetro, como se describe en la sección 3.2, el cual se estimó en (4,30+0,25) 

mm.

Las concentraciones de Zn medidas para la solución de 2000 ppm en las distintas m uestras son 

los valores indicados en la tabla 3.2, siendo el promedio 1951 ppm. En este caso el error en las 

concentraciones está determinado por el error del área del haz (10 %) y del rendim iento de los 

rayos X característicos del Zn (5 %). Los errores de las demás cantidades que intervienen en el 

cálculo de las concentraciones son mucho menores.

M u e stra C o n c e n tra c ió n  d e  Z n  [ppm ]

1 1 8 0 8 + 2 2 6 [1 8 5 6 ]

2 19 9 4 ± 2 4 9 [2 0 4 7 ]

3 2 0 5 1 + 2 5 6 [2 1 0 5 ]

T abla 3.2. C oncentraciones m edidas para una solución acuosa de Zn de 2000 ppm.

Si consideram os el diámetro del haz igual a 4,33 mm, cada uno de los valores de la tabla 3.2 

cam bia al indicado entre corchetes y el promedio de ellos resulta ser 2000 ppm.

En las mismas condiciones experimentales, pero utilizando el detector Oxford y los soportes 

para muestras de la empresa Moxtek, se midieron las concentraciones de 4 soluciones de 

aluminio. De cada una de estas soluciones se depositaron 5 |il sobre los soportes. En la tabla

3.3 se muestran las concentraciones de las soluciones preparadas (Cp), las masas m edidas de 

alum inio sobre cada soporte (M A!) y las correspondientes concentraciones medidas de 

alum inio (C ,J.
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Cp [ppbj M A i ( n g ) Cm |ppb]

125 0,602 120+33

250 1,12 224+41

375 1,88 377±6I

500 2,57 513+70

Tabla 3.3. Análisis de soluciones de alum inio.

Como se observa de la tabla 3.3, los valores Cm concuerdan muy bien con los valores C,,.

S o lu c ió n  d e  C r2K 20 7

E le m en to C a n tid a d V a lo re s  m ed id o s

C r 100 ng ( 1 0 6 + 1 0 ) ng

K 75 ng (7 9 ± 7 ) n g

Tabla 3.4. Análisis de una solución de C r2K 20 7.

Se analizó también una solución de dicromato de p o tado  (K2Cr20 7) que contenía 20 ppm de 

Cr. Se colocaron 5 |il de la solución sobre una lámina de carbono y se irradiaron con iones de 

,60  a 30 M eV, utilizando el detector Oxford para obtener los espectros de rayos X. De acuerdo 

a la preparación de la muestra irradiada, en ésta había 100 ng de Cr y 75 ng de K. Los valores 

medidos se presentan en la tabla 3.4.

3.6.2 A nálisis de m u estras  biológicas do p ad as con soluciones acuosas 

Para verificar una determ inada cantidad de Zn al irradiar una muestra biológica, se dopó una 

m uestra de hígado de una hembra de sapo que no tenía Zn por encima del límite de detección. 

De la solución resultante de la muestra de hígado, producto de la digestión de la misma, se 

colocaron 5 (.ti sobre el soporte de la muestra, y posteriormente otros 5 |il de la solución 

acuosa de Zn.
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Varias muestras se realizaron dopando con soluciones de Zn de 2000 ppm y 20 ppm. Éstas 

fueron irradiadas en las mismas condiciones que las soluciones acuosas de Zn mencionadas en 

la sección anterior.

La masa de Zn colocada en las muestras a irradiar dopadas con la solución de 2000 ppm y 20 

ppm fue de 10 (.tg y 100 ng, respectivamente. Estas masas representan concentraciones 

respecto a la masa de tejido biológico irradiado de 2,72 % y 272 ppm, respectivamente.

Los valores obtenidos se muestran en la tabla 3.4.

M u e s tra M a sa  d e  Z n C o n c e n tra c ió n  d e  Z n

i l:" (9 ,3 ± 0 ,6 )  n g (2 ,5 ± 0 ,2 )  %

2|a| ( 1 0 ,4 ± 0 ,7 ) |ig (2.8±(),2) %
■̂ >1 (7 5 ± 5 )  ng ( 2 0 4 ± I 4 ) p p m

4 H>1 ( 1 0 9 ± 7 )n g (2 9 6 ± 2 0 )  p p m

T abla  3.4. C oncentraciones de Zn en una m uestra biológica dopada con una cantidad conocida 

[a] M uestra dopada con solución de 2000 ppm. M asa prom edio: 9,85 |ig . C oncentración prom edio: 2,65 % .

|b ] M uestra dopada con solución de 20 ppm. M asa prom edio: 92 ng. C oncentración prom edio: 250 % .

En estas muestras, el promedio concuerda mejor para aquellas dopadas con la solución de 

2000 ppm.

Puede notarse de los resultados correspondientes a mediciones de Zn en muestras preparadas 

con las mismas concentraciones, en esta sección y en la anterior, que generalm ente la mayor 

concentración medida es la que más se acerca al valor a medir. Ésto puede explicarse por el 

hecho que las muestras estaban bastante extendidas y en algunos casos no fue cubierta 

com pletam ente por el área del haz. En estos casos conviene utilizar colimadores más grandes. 

Los resultados correspondientes a muestras de cerebro dopadas con concentraciones 

conocidas de Al, se presentan en la sección 4.3 del capítulo 4.

Así mismo, se dopó una muestra biológica con la solución de C r2K20 7, y se irradió en las 

mismas condiciones que la solución (ver sección anterior). En este caso sólo se cuantificó el 

Cr, cuyo resultado se muestra en la tabla 3.5. El K no se cuantificó porque la m uestra dopada 

contenía este elem ento en una cantidad mucho mayor.
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M u e s tra  b io ló g ic a  d o p a d a  co n  so lu c ió n  d e  C r2K 207

E le m en to C a n tid a d  a  m e d ir V a lo r  m e d id o

C r 100 ng ( 1 1 3 ± 1 1) ng

Tabla 3.5. A nálisis del C re n  m u e s tra  b io ló g ic a  d o p a d a . L a  m u e s tra  ir ra d ia d a  c o n te n ía  100 ng  d e  C r. 

3.6.3 Análisis de materiales de referencia de la IAEA

Se analizaron materiales de referencia certificados entregados por el Servicio de Control de 

Calidad A nalítica de la IAEA (International Atomic Energy Agency), a aquellos laboratorios 

que emplean técnicas analíticas nucleares de elementos mayoritarios, m inoritarios y trazas, 

para verificar la calidad de sus trabajos.

Los m ateriales de referencia utilizados fueron sangre animal, celulosa de algodón y leche en 

polvo cuyos números de catálogo son A-13, V-9 y A -l 1 respectivamente. Las concentraciones 

de los elem entos especificadas por la IAEA y medidas por la técnica PIXE, por encim a del 

límite de detección, se muestran en la tabla 3.6, 3.7 y 3.8. En estas tablas las concentraciones 

certificadas por la IAEA para cada elemento, son la mediana de los valores promedios 

notificados por cada uno de los laboratorios de intercomparación que actuaron. Los límites de 

confianza indicados entre corchetes están dados para un nivel de significación a=0.05.

Para cada uno de los materiales de referencia utilizados se tomaron 2 ó 3 porciones de 50 mg 

para ser digeridas en el digestor de microondas por separado, y de cada una de estas 

soluciones se preparó una m uestra para ser irradiada.

Z E le m e n to C o n c e n tra c io n e s C o n c e n tra c io n e s  m e d id a s  [ppm ) P ro m e d io

e sp e c if ic a d a s  Ippm J m u e s tra  I m u e s tra  2 m u e s tra  3 |p p m |

2 6 Fe 2 4 0 0  [2 2 0 0 -2 5 0 0 ] 2 3 9 0 ± 160 2 4 5 0 ± 160 2 5 5 0 ± 1 7 0 2 4 6 5

30 Z n 13 1 I2 -1 4 | 13,1 ± 3 ,3  I4 ,0 ± 3 ,5 1 3 ,5 ± 3 ,4 13,5

Tabla 3.6. C oncentraciones especificadas en el material de referencia sangre anim al. Se m idió con el detector 

O R TEC  y se cuantificaron aquellos elem entos con Z>20. De los 6 elem entos con concentraciones certificadas con 

Z>20, el Fe y Zn estaban por encim a del lím ite de detección. Las concentraciones m edidas concuealan  muy bien 

con los valores especificados. L a carga integrada para las m uestra 1; 2 y 3 de la tabla 3.6 son:

12,5 nC ; 8,9 nC  y 10.9 nC  respectivam ente.
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Para el análisis de todos los espectros de rayos X de este trabajo se utilizó el programa QXAS 

(Quantitative X-ray Analysis System) suministrado por la IAEA. Este programa le ajusta a 

cada fotopico una función gaussiana y el área debajo de esta curva sobre el fondo de 

radiación, representa el número de rayos X detectados correspondientes a una o varias 

transiciones.

z E le m e n to C o n c e n tra c io n e s  

e sp e c if ic a d a s  |p p m ]

C o n c e n tra c io n e s  m e d id a s  [ppm ] 

m u e s tra  1 m u e s tra  2

P ro m e d io

[p p m j

11 N a 5 6  [4 9 -6 4 ] 2 0 ± 4 21 ± 4 2 0 ,5

12 M g 53  [4 6 -6 7 ] 2 2 + 4 2 3 ± 4 2 2 ,5

13 Al 4 4  [1 3 -5 3 ] 2 8 ± 4 2 7 ± 4 2 7 ,5

16 S 5 4  [50-571 51 ± 6 5 2 + 4 5 1 ,5

17 Cl 6 0 0  [4 9 0 -6 4 0 ] 21 ±3 2 2 ± 3 2 1 ,5

2 0 C a 2 4 0 |2 2 0 -2 6 0 1 155±21 1 5 3 ± 1 2 154

26 Fe 11 [7-151 9 .2 ±  1.4 9 ,6 ± 0 ,9 9 ,4

29 C u 0 ,5 9  [0 ,4 7 -0 ,9 4 ) 0 ,5 8 ± 0 ,0 9 0 .5 9 ± 0 ,0 8 0 ,5 8 5

T abla 3.7. C oncentraciones especificadas en el m aterial de referencia celulosa de algodón. Se m idió con el dctcclor 

Oxford. De los 28 elem entos especificados (certificados y no certificados), 8 están por encim a del lím ite de 

detección, de los cuales 5 se pudieron cuantificar bajo la hipótesis de m uestra fina (aquellos con Z > 13). Las 

concentraciones de 3 de ellos (S, Fe y Cu) concuerdan muy bien con los valores especificados.

Sin embargo, en el caso en que los fotopicos no tienen su forma gaussiana bien definida, 

debido a que la concentración del elemento correspondiente es un poco mayor que su límite de 

detección, es conveniente contar directamente el número de rayos X detectados 

correspondientes al fotopico sobre el fondo de radiación. Para esto se utiliza el propio código 

de adquisición de espectros M AESTRO. Este fue el caso, por ejemplo, en la determ inación de 

la concentración de Zn de la tabla 3.6, que como se puede ver de la figura 3.7 su límite de 

detección en muestras biológicas es de aproximadamente 4 ppm.

En la determ inación del error de cada concentración se consideran principalm ente el error del 

rendim iento de rayos X, el del área del haz y el del número de rayos X detectados en el 

correspondiente fotopico. Cuando la concentración de un elemento está cerca del límite de 

detección del mismo, su error relativo es mayor porque aumenta el error en la determ inación
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del número de rayos X característicos detectados debido a las fluctuaciones estadísticas en la 

detección de los mismos. Ésto se puede observar comparando los valores de concentración del 

Fe y el Zn en la tabla 3.6. El error porcentual para cada medición de Zn es del 25 7c. mientras 

que el error porcentual de Fe es del 7 %. En ambos casos las concentraciones medidas 

concuerdan muy bien con los valores especificados.

z E le m e n to C o n c e n tra c io n e s  

e sp e c if ic a d a s  [ppm ]

C o n c e n tra c io n e s  m e d id a s  [p p m ] 

m u e s tra  1 m u e s tra  2

P ro m e d io

[p p m |

15 P 9 1 0 0  [8 0 8 0 -1 0 1 0 0 ] 9 0 1 7 ± 7 5 0 7 6 9 0 ± 9 0 0 8 3 5 3

17 Cl 9 0 8 0  [7 3 4 0 -1 0 8 2 0 ] 4 2 1 ± 3 3 3 0 7 ± 4 0 365

19 K 1 7 2 0 0  [1 6 2 0 0 -1 8 2 0 0 ] 14 4 3 0 ± 1200 15 9 0 0 ± 2 0 0 0 15165

2 0 C a 1 2 9 0 0 |1 2 1 0 0 -1 3 7 0 0 1 14 0 0 0 ± 1200 1 3 3 0 0 ± 1 5 0 0 13650

2 6 Fe 3 ,6 5  [2 ,8 9 -4 ,4 1 ] 4 ,4 ± 1 ,0 7 .5 ± 1 ,2 5 .9 5

3 0 Z n 3 8 ,9  [3 6 ,6 -4 1 ,2 ] 3 9 ± 4 34 ± 5 3 6 .5

Tabla 3.8. C oncentraciones especificadas en el material de referencia leche en polvo. Se m idió con el detector 

O xford. De los 20 elem entos especificados (valores recom endados), 7 están por encim a del lím ite de detección, de 

los cuales 6 se pudieron cuantificar bajo la hipótesis de m uestra fina (aquellos con Z > I3 ). Las concentraciones de 3 

de ellos (P, Ca y Zn) concuerdan muy bien con los valores especificados.

En la m uestra 2 de la tabla 3.8, vemos que el valor del Fe supera en un factor 2 al 

especificado. Esto se debe a que el Fe es uno de los elementos más abundantes en el polvo 

atm osférico, y si no existe un sistema de control de aire en todas las etapas de preparación de 

las m uestras, es posible que se produzca una contaminación externa. En estos casos se puede 

estim ar el nivel de contaminación previamente, y hacer la resta correspondiente para conocer 

la concentración propia del elemento en la muestra aunque con una incerteza algo mayor.

En la m uestra A -13, si bien el Br se encuentra en una concentración especificada de (22±3) 

ppm, no se observó por encima del límite de detección, el cual para los valores de carga 

especificados al pie de la tabla 3.6 resulta ser de 15 ppm.

Observando los valores de las concentraciones medidas en los materiales de referencia, se 

observa una buena concordancia con los valores especificados, excepto en el caso del Cl que 

se evapora durante el proceso de digestión de las muestras. Las concentraciones del Na. Mg y
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Al en la labia 3.7 son menores a los valores especificados, debido a que se obtuvieron las 

concentraciones suponiendo que las muestras eran finas. Al secar los 5 jil de la solución final 

ile la m uestra sobre el soporte, la masa no queda uniformemente distribuida sobre el área de 

contacto entre la gota y el soporte, sino que queda aglomerada en un área menor. Para los 

elem entos con transiciones de energía de 1,5 keV y menores, los efectos de autoabsorción 

resultan importantes. En la sección 4.3 del capítulo 4 se muestra como obtener los valores 

reales de las concentraciones.

3.6.4 L ím ites de detección en m u estras  biológicas

En la figura 3.7 se muestran los límites de detección en muestras de tejido biológico para las 

iransiones K a de los elem entos con número atómico entre 22 y 49. Se utilizó en este caso para 

detectarlos el detector ORTEC.

Es importante hacer notar aquí que las secciones eficaces de producción de rayos X para 

transiciones de la misma energía de distintos elementos, son del mismo orden de magnitud sin 

importar si son transiciones K, L o M. Por ejemplo, este es el caso del azufre (Z=16), niobio 

(Z = 4 I) y oro (Z=79) considerando las transiciones K. L y M repectivamente. Así, el límite de 

detección de estos elementos para estas transiciones será del mismo orden de magnitud. Por lo 

tanto, de la figura 3.7 ó 3.8 se pueden estim ar los límites de detección de otros elementos 

considerando la transición correspondiente.

En la figura 3.8 se presentan los gráficos correspondientes a los límites de detección medidos 

con el detector Oxford, con iones de l60  a 30 MeV.

KXN)-;

&  HX)-: 
c•2 :

I
3 10- 1>W
Ea

31 25 30 35 4(1 45 50 
7.

Figura 3.7. Lím ites de detección en una m uestra de cerebro hum ano para las transiciones K a, u tilizando el detector 

O R TEC . Se irradió con iones de "’O  a 50 MeV. En este caso la carga total fue de 1,2 |iC  integrada en un tiem po de 

irradiación de 10 m inutos, la cantidad de m ateria en la m uestra irradiada era de aproxim adam ente 35 ng.
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Figura 3.8. Lím ites de detección en una m uestra de cerebro para las transiciones K a  (arriba) y Lu. (abajo), 

utilizando el detector Oxford. Se irradió con iones de '"O a 30 MeV. En este caso la carga total fue de 1.07 nC  

integrada en un tiem po de irradiación de 20 m inutos; la cantidad de m ateria en la m uestra irradiada era ile

aproxim adam ente 14 (j.g.

En los gráficos de las figuras 3.7 y 3.8, debido a la variación del factor de reducción de la 

matriz en la digestión para distintos tipos de muestras orgánicas (ver sección 3 .4 .1 y 3.4.2), ei 

límite de detección para cada elemento puede variar alrededor de un factor 2, aum entando o 

disminuyendo.
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CAPÍTULO 4

Aplicación de la técnica PIXE a 
muestras biológicas

En este capítulo se presentan las distintas aplicaciones realizadas en el laboratorio TANDAR, 

utilizando la técnica PIXE para la medición de concentraciones de elem entos traza en tejido 

biológico, con el objetivo de hacer una contribución para dilucidar las causas y efectos de la 

presencia o incorporación de los mismos.

En la sección 4.1 se presenta el primer estudio sobre la presencia de aluminio en distintas 

zonas del cerebro humano. En la sección 4.2 se exponen los resultados de un extenso estudio 

sobre la incorporación de metales en distintos órganos de la especie sapo Bufo arenarum. 

Finalmente en la secciones 4.3 y 4.4, se retoma el tema de la determ inación de 

concentraciones de aluminio en muestras biológicas en mejores condiciones experim entales.

4.1 Determinación de trazas de aluminio en tejido cerebral humano

La técnica analítica PIXE con un haz de iones de l60  de 18 MeV, se aplicó para estudiar la 

com posición elemental en diferentes regiones del cerebro de pacientes con diagnóstico 

confirm ado post-mortem de enfermedad de Alzheimer, y en la de otros que no padecían esta 

enferm edad (pacientes control). Los resultados obtenidos muestran correlación entre la 

ocurrencia de la enferm edad de Alzheimer, y la presencia y elevada concentración de 

aluminio.
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4.1.1 Introducción

La enferm edad de Alzheim er (EA) es una dolencia degenerativa y progresiva del cerebro 

considerada como la principal causa de demencia. Esta enfermedad afecta alrededor del 10 % 

de la población mayor de sesenta años. La causa de la EA es desconocida y puede sor 

solamente diagnosticada con certeza a través de un estudio histopatológico post-m ortem .11,21 La 

relación entre el aluminio (Al) y la EA tiene una larga historia, sin embargo, las evidencias 

directas de elevadas concentraciones de Al en muestras de tejido cerebral con la EA son 

contradictorias y no concluyentes.11,21

Ultimamente se han realizado estudios de análisis de Al relacionándolo con la EA utilizando 

m icrohaces,(1‘51 pero ellos han fallado en resolver la controversia alrededor de este tema. 

Específicam ente un estudio121 usando un microhaz de protones que se llevo a cabo en 1992, 

reportó la ausencia de un incremento de Al en el núcleo de las placas neuríticas de pacientes 

con la EA. Estas muestras no fueron tratados por la técnica usual de teñido químico, y en 

consecuencia sugirieron que las primeras evidencias de Al podrían vincularse a reactivos 

contam inados. En este capítulo se presentan los resultados de un trabajo que se realizó en el 

laboratorio TANDAR, conjuntam ente con miembros de la Facultad de Farmacia y Bioquímica 

de la Universidad Nacional de Buenos Aires y del Hospital Santojanni, en donde se estudiaron 

m uestras macroscópicas (-1 0 0  mg) tomadas de distintas regiones del cerebro de pacientes con 

la EA y sin ella.

Paralelam ente a este trabajo, se realizó otro usando microhaces de iones pesados (Si2* de 5 

M eV) y protones (2 M eV) con muestras (hipocampo) de pacientes con la EAlft| que determ inó 

la presencia de Al en el núcleo de las células del cerebro.

4.1.2 Optimización del límite de detección del Al en muestras biológicas

De acuerdo a todo lo expuesto en el capítulo 2 y en particular en la última sección, no todos 

los iones dan el mismo límite de detección. La bibliografía indica que los experim entos de 

PIXE se realizan habitualmente con energías del proyectil entre 1 y 3 MeV por nucleón, para 

optim izar los límites de detección de acuerdo al tipo de muestra y elementos de mayor interés. 

Debido a las características del acelerador TANDAR es imposible trabajar con protones de tal 

energía. En el laboratorio TANDAR tradicionalmente se trabajó con iones de u,0  (referencias 

[2,4-8] del capítulo 1). Un haz de iones de ,60  es fácil de obtener; y los iones cumplen con la 

condición Z/A=0,5 que minimiza una de las componentes de la radiación de fondo: la
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radiación de frenado del proyectil. Además, los iones son suficientemente livianos com o para 

que sus rayos X característicos no interfieran con los rayos X característicos de los elementos 

presentes en la muestra.

Un punto importante del experimento, es encontrar la energía del proyectil en donde el límite 

de detección es mínimo o suficientemente bajo, para los elementos de mayor interés en medir 

sus concentraciones. Para determ inar las concentraciones de Al en muestras de origen 

biológico se optimizó la energía de los iones de ,60  en el rango de 18 a 50 MeV, m idiendo el 

rendim iento de producción de rayos X K del Al y la producción de radiación de fondo. No es 

posible trabajar con iones de menor energía debido a que la corriente que sum inistra el 

acelerador es demasiado pequeña, lo que implica tiempos de irradiación por m uestra 

extrem adam ente largos (varias horas).

Energía [MeV]

Figura 4 .1. Rendim iento de producción de rayos X K del Al en función de la energía de los iones de lf'0  en el 

sistem a de laboratorio. Para estas m ediciones los patrones de Al se hicieron en el laboratorio  TA N D A R . k(AI) se 

m idió para dos patrones de distintos espesores; 49.0 (ig/cm 2 (±5 % )  y 23,1 |ig /cm 2 (±9 %).

En la figura 4.1, se grafican los valores del rendimiento de producción de rayos X K del Al 

k(AI). Aunque el máximo de k(AI) medido se encuentra en 30 MeV, las m ediciones para
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analizar las muestras se realizaron a 18 MeV en donde k(Al) es algo menor, para minimizar la 

radiación de fondo principalmente, la de origen nuclear y la producida por el frenado de los 

electrones secundarios. A esta energía se está por debajo de la barrera coulom biana entre el 

proyectil y cada uno de los elementos mayoritarios (H, C y O) que componen la matriz de las 

muestras irradiadas. En la figura 4.2 se grafica la energía de la barrera coulom biana en el 

sistem a de laboratorio VcLab, para iones de l60  y protones con la misma energía por nucleón 

(1,125 M eV/nucleón) para los quince elementos más livianos.
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Figura 4.2. Energía de la barrera coulom biana171 en el sistem a de laboratorio de '"O (cuadrados) y protones 

(círculos) para los quince elem entos m ás livianos.

En la figura 4.3 se muestra el espectro correspondiente a una folia de carbón de 30 u g /cn r que 

se utiliza como soporte de las muestras a irradiar. El espectro se interpreta como la suma de 

dos tipos de radiación: una continua y otra discreta.

La componente continua es directamente proporcional al rendimiento de producción de 

radiación de fondo, que es a la vez proporcional al producto de la sección eficaz de 

producción de radiación de fondo y la eficiencia de detección de la radiación. El máximo
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número de rayos X detectados para esta componente, corresponde al canal cuya energía es 

1,35 keV. Debajo de esta energía la absorción de la radiación es muy grande, y el número de 

rayos X detectados en cada canal disminuye abruptamente. De acuerdo a la figura 2.5 de la 

sección 2.5. cl proceso SEB es la componente principal de la radiación de fondo para energías 

inferiores a T m=2,45 keV, ya que el proceso QFEB es importante para la radiación de fondo 

con energía inferior a T r=0,6l keV que es absorbida. Para energías mayores a 2,45 keV, las 

com ponentes de la radiación de fondo son: de origen nuclear, de frenado del proyectil, AB, 

UAB, MO y REC.

La com ponente discreta corresponde a los fotopicos de los rayos X característicos del Si, S, 

Cl, Ca y Fe. Estos elem entos se incorporan a la lámina de carbón durante su proceso de 

fabricación.1''1

100 200 300 400 500 600 700 800

C anal

l;igura 4.3. E spectro de rayos X de una folia de carbón de 30 Lig/cirr producido por iones de lftO  de 18 M eV. La 

carga integrada correspondiente es 16.5 |j C. Entre paréntesis está indicado cl núm ero de rayos X característicos de

los elem entos detectados.

También en la figura 4.3 se indica la energía 1,5 keV sobre el espectro, que corresponde a los 

rayos X K del Al que en este caso están ausentes.
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Todavía no es bueno el acuerdo entre los valores de los límites de detección calculados 

teóricam ente y medidos experimentalmemte, en función de la energía de distintos proyectiles 

sobre distintos tipos de muestras. Por lo tanto, el único camino para determ inar el proyectil y 

su energía para obtener el menor límite de detección en una dada matriz para un determinado 

elem ento, es medirlo experimentalmente. Esta tarea es muy ardua e información sobre 

estudios de intercomparación de distintos iones se presenta en la sección 2.6, de donde se 

puede concluir que los iones de l60  son una muy buena elección para el análisis de muestras 

biológicas.

El arreglo experimental utilizado en la cámara de irradiación es sim ilar al descripto en la 

sección 3.1, en donde se colocó una lámina de Mylar® en la ventana de salida de radiación de 

la cámara, para permitir la transmisión de los rayos X K del aluminio hacia el detector. En este 

experim ento la normalización de carga incidente sobre cada muestra, es realizada integrando 

la corriente del haz en la copa de Faraday y midiendo los rayos X L del oro con un detector 

planar de germanio, los cuales se producen en una lámina de Au de 300 |ig /c n r  colocada en el 

camino del haz después de los colimadores y a 15 cm delante de la muestra.

4.1.3 Resultados

Se tomaron muestras de tejido cerebral provenientes de diferentes regiones del cerebro 

humano (ver tabla 4.1) de cinco pacientes con la EA y de c in c o  pacientes c o n t r o l .  L o s  

cerebros pertenecían a pacientes fallecidos algunos años atras y se encontraban conservados 

en sus respectivos recipientes con formol. Todas la muestras recibieron el mismo tratamiento 

para su preparación, el que se describe en la sección 3.3.1. En este caso, según el número de 

gotas evaporadas sobre la lámina de carbón las muestras resultaron ser de u n  espesor 

aproximado de 1 mg/cm2, es decir de espesor intermedio.

En la figura 4.4 se grafica el factor de corrección por efecto de matriz, definido según la 

expresión 3.10, en función del espesor de la muestra para un haz de iones de “’O de 18 MeV. 

En estos cálculos se consideró la curva de sección eficaz de producción de rayos X K del Al 

para iones de lhO mostrada en la figura 3.24 de la referencia [2] del capítulo 2, ios valores del 

poder de frenado de los iones de lfiO en una matriz de carbón obtenidos del programa Trini 

(referencia [5] del capítulo 3), y el coeficiente de atenuación de los rayos X K del aluminio en 

una m atriz de carbón de la referencia [7] del capítulo 2. Además los cálculos se realizaron 

considerando el arreglo experimental esquematizado en la figura 3.1, en el cual la muestra se
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coloca formando un ángulo de 45° respecto a la dirección del haz, y los rayos X em itidos por 

la muestra hacia el detector forman un ángulo de 90° respecto a la dirección antes 

mencionada.

Al colocarse las muestras formando un ángulo de 45° respecto de la dirección del haz, el 

espesor de éstas que deben atravesar los iones es de 1,4 m g/cm 2 aproximadamente.

Kn esta sección, todos los valores de concentración y límite de detección del alum inio que se 

presentan más adelante, se han calculado suponiendo que las muestras son finas, es decir, no 

han sido corregidas por el factor F.191 Si suponemos todas las muestras del mismo espesor, el 

factor de corrección es igual para todas ellas y el significado estadístico de los datos es el 

mismo.

•y
E sp e so r  |n g /c m  ]

Figura 4.4. G ráfico de la variación del Tactor F en función del espesor de la m uestra para iones de '"O de 18 M eV. 

Se grafica hasta un espesor de 1.2 m g /c n r debido a que el m ínim o valor de sección eficaz  de producción de rayos 

X K del alum inio, en la referencia m encionada, corresponde a una energía de 7 MeV.

También se produjeron muestras blanco, que se realizan siguiendo el mismo procedim ieto de 

preparación de muestras de tejido biológico, con el mismo tipo de recipientes y reactivos, pero 

sin la m uestra de tejido biológico. Las muestras blanco no mostraron Al por encima del límite 

de detección.
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Energía (keV)

Figura 4.5. Espectro de rayos X m ostrando la ausencia (arriba) y presencia (m edio y abajo) de alum inio Al. 

T am bién se observan los fotopicos del azufre (S), fósforo (P) y potasio (K).

En la figura 4.5 se muestran tres espectros de rayos X inducidos por iones de “'O. El superior 

corresponde a una muestra de un paciente control que no contiene aluminio por encim a del 

límite de detección. El del medio corresponde a una muestra de espesor intermedio de un
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paciente con la HA. donde el fotopico correspondiente al Al se observa claram ente. Este 

espectro en particular corresponde a una muestra de sustancia blanca temporal y contiene una 

concentración de 12 ppm (ó 12 |ig /g), lo cual se traduce en 15 ng de Al en 1,2 mg de sustancia 

original depositada sobre la lámina de carbón para ser irradiada.

D e sc r ip c ió n  d e  la m u e s tra C o n tro l A l a) E A A l a)

[F .O . ] [F .O .] íng/gl

S u s ta n c ia  b la n c a  te m p o ra l I/ó"1 1,8± 1,2 2/4 11,7+3,5

C o r te z a  f ro n ta l 0/1 — 2/3 3,6± 1,4

S u s ta n c ia  b la n c a  te m p o ra l 0/1 — 2/2 11,5±2,5

C o r te z a  y su b c o r te z a  fro n ta l 0/4 . . . . . . . . .

C o r te z a  y su b c o r te z a  fro n to p a r ic la l — . . . 1/1 3,5±1,4

C o r te z a  y su b c o r te z a  p a r ie ta l 1/1 2,7±0,9 1/1 5,8+1,8

C o rte z a  y su b c o r te z a  u n c u s  iz q u ie rd o . . . — 0/1 . . .

C o r te z a  p a r ie ta l 1/1 1,2±0,7 1/1 6,2±2,0

S u s ta n c ia  b la n c a  p a rie ta l 0/1 — 1/1 3,4±1,I

S u s ta n c ia  b la n c a  fro n to p a rie ta l . . . — 1/1 o

S u s ta n c ia  b la n c a  te m p o ra l y c o rte z a . . . . . . 1/1 9,2±2,8

C o r te z a  te m p o ra l 0/1 . . . . . . —

C a so s  p o s i t iv o s  ll) 3/16 12/16

19% 1.9+0,4 75 % 6,9± 1,2

a) La concentración de Al se calculó sólo para las m uestras de espesor interm edio.
I>) Paciente fallecido de úlcera perforada.
c) Al en m uestra gruesa. No estuvo disponible la m uestra fina.
il> C asos positivos se refiere a las concentraciones m ayores al lím ite de detección.

T abla  4.1. Frecuencia de ocurrencia (F.O .) y concentración prom edio de Al en las d istintas zonas del cerebro de 

pacientes con la enferm edad de A lzheim er y sin ella (control). En la últim a fila (casos positivos) se indica el 

porcentaje y prom edio de las m ediciones por encim a del lím ite de detección para cada grupo de pacientes; y el 

error es el error estándar del prom edio de las concentraciones prom edios para cada zona.

El límite de detección para el Al en el espectro del medio corresponde a 3 ng, es decir 2,4 

ppm. La contribución de radiación de fondo de la lámina de carbón para la determinación del 

límite de detección del Al, es despreciable por ser de un espesor mucho m enor al de las
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muestras, por lo que pueden considerarse como un buen soporte. El espectro inferior 

corresponde a la m uestra gniesa del mismo material, para la cual no se realizaron análisis 

cuantitativos.

La tabla 4.1 muestra las concentraciones de aluminio medidas en 32 muestras de tejido 

cerebral de pacientes control y con la EA caracterizados histopatológicamente post-mortem. 

Estas concentraciones están clasificadas por la localización de la muestra en el cerebro. Estos 

datos muestran claramente, dentro del alcance de este conjunto limitado de muestras, que la 

presencia del Al tanto en frecuencia y concentración es muy superior en pacientes con la EA 

(75 % y 6,9 ppm), en comparación con los pacientes control (19 % y 1,9 ppm). Debe ser 

m encionado que uno de los pacientes control que muestra la presencia de Al (región sustancia 

blanca temporal, tabla 4.1) murió de úlcera estomacal habiendo sido tratado con drogas con 

contenido de Al. Otra tendencia interesante es que la concentración de Al es superior en 

m uestras de sustancia blanca.

La medición de muestras de casos bien caracterizados de EA, contradicen resultados previos 

indicando la presencia simultánea de Al y Si en forma de alumino-silicato, ya que no se 

encontró correlación entre ellos en los espectros observados.
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Figura 4.6. C oncentración de AI prom edio con su error estándar (ver tabla 4.1) para am bos grupos de pacientes.

A N OVA (análisis de varianza): p<0,043.

4.1.4 Conclusión

Según el restringido conjunto de datos presentados en la tabla 4.1 es evidente una clara
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correlación entre la presencia de Al (en frecuencia y concentración) y la existencia de EA. En 

la figura 4.6. se m uestra un gráfico de barras con las concentraciones promedio de cada grupo 

de pacientes y sus errores. El análisis estadístico indica que los dos promedios son 

significativam ente diferentes (p<0,043).

Como se mencionó antes, los iones atraviesan un espesor de muestra de aproxim adam ente 1,4 

m g/cnr. Pero no todas tienen el mismo espesor, debido a que el número de gotas depositadas 

sobre el soporte de la muestra se calcula, en base a los valores promedios del factor de 

reducción de matriz en el proceso de digestión y del área sobre el que la masa queda extendida 

en el soporte, para que la cantidad de masa irradiada de cada muestra sea la misma. La 

variación de estos valores, produce una variación del espesor de las muestras y del factor de 

corrección por efecto de matriz, de acuerdo a la figura 4.4. Como se puede ver la variación del 

factor de correción es aproximadamente lineal con la variación del espesor. Una variación 

estim ada del 30 % del espesor produce una variación en el mismo porcentaje en el factor de 

corrección.

Si bien, introducir el factor de corrección por efecto de matriz aum entaría la dispersión de 

valores de concentración para cada uno de los grupos de pacientes, es de esperar que el valor 

relativo entre los promedios de cada grupo no cambie. El aumento en la dispersión produciría 

resultados menos significativos.

Los resultados presentados en este trabajo son los primeros de un estudio más com pleto cuya 

meta es construir un mapa de la concentración de Al en el cerebro. Sin embargo, para retomar 

las m ediciones se consideró necesario realizar una serie de cambios en el arreglo experimental 

en la cámara de irradiación; y en el proceso de obtención, manipulación y preparación de las 

muestras. Las nuevas condiciones en las que se retomaron las mediciones, junto a un conjunto 

de nuevos resultados, se exponen en la sección 4.3.

4.2 A cum ulación  de m etales en d istin tos órganos de la especie sapo  Bufo arenarum  

Utilizando la técnica PIXE, se realizaron una serie de estudios en conjunto entre miembros del 

grupo Espectroscopia Nuclear Discreta del laboratorio TANDAR y de la Escuela de Ciencia y 

Tecnología de la Universidad Nacional de General San Martín.

El prim er estudio se diseñó para determ inar la incorporación de metales en ovarios de hembras 

de sapo Bufo arena ruin, al ser expuestas en su hábitat natural a aguas del Río Reconquista.
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Posteriorm ente, en base a estos resultados, se realizaron otros estudios similares pero en 

condiciones de laboratorio.

4.2.1 Estudios realizados en condiciones de cautiverio en su hábitat natural

Este estudio mostró que la exposición de hembras de sapo Bufo arenarían a aguas del Río 

Reconquista (Provincia de Buenos Aires), produce la acumulación de Zn en sus ovarios en 

función del tiempo de exposición. Paralelamente, se realizaron una serie de ensayos biológicos 

para determ inar los efectos y los mecanismos de la incorporación del Zn.

4.2.1.1 Introducción

La concentración de ciertos metales en aguas de río contaminadas no siempre puede ser 

m edida en una muestra, ya que las descargas de los efluentes de las industrias no son un 

proceso continuo. Por lo tanto, es necesario tomar varias muestras diarias durante al menos 1111 

año, para dem ostrar la presencia o ausencia de contaminantes en fuentes de agua rodeadas por 

un gran número de industrias.

Los ensayos biológicos son diseñados para evaluar toxicidad de aguas naturales o sedimentos, 

el mecanismo de acción de una sustancia xenobiótica, o la concentración a la cual un producto 

quím ico es tóxico. En este caso se diseñó un primer ensayo biológico para determinar: el nivel 

de contam inación de metales en la rivera del Río Reconquista en una zona industrializada a la 

altura del Partido de General San M artín, la incorporación de metales por una determinada 

especie (sapo Bufo arenarum ), y los efectos producidos sobre el desarrollo de em briones de 

esta especie.

4.2.1.2 Descripción del ensayo biológico

Hembras de la especie sapo Bufo arenarum  fueron mantenidas durante diferentes tiempos (ü. 

7, 14, 21, 39 y 60 días) en un jaulón cerca de la rivera del Río Reconquista. En cada tiempo 

una hembra fue sacada del jaulón, y se tomaron muestras de agua y tierra del lugar en donde 

se encontraban. Una muestra de cada ovario fue obtenida por cirugía utilizando material 

quirúrgico recubierto con teflón, pesada y preparada para el análisis de trazas de metales a 

través de la técnica PIXE. El último grupo (60 días) y un grupo control (hembras mantenidas 

en laboratorios de la Universidad Nacional de General San M artín durante el mismo tiempo), 

fueron inyectadas con macerado de hipófisis homologa para inducir la ovulación.
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Aproxim adam ente 16 horas después, cuando las hembras comenzaban a deponer los ovocitos, 

los mismos se extrageron por cirugía desde el ovisaco. Los ovocitos fueron inseminados en 

cajas de Petri conteniendo aproximadamente 100 cada una, mediante agregado de suspensión 

de esperm atozoides fresca, preparada en solución Ringer. Al cabo de 45 minutos posteriores a 

la inseminación se agregaron 40 mi de solución Ringer a cada caja. Se contó bajo lupa 

estereoscópica el número total de ovocitos inseminados. y el número de em briones 

correspondientes en cada caja en los estadios de gástrula y respuesta muscular.1101 El medio de 

incubación (solución Ringer) fue renovado y los embriones muertos fueron retirados cada 48 

horas. Se calculó el porcentaje de sobrevida considerando el número de embriones vivos en un 

estadio y el número de ovocitos inseminados o embriones en el estadio anterior (figuras 4.7 y 

4.8).

4.2.1.3 Procedimiento experimental para el análisis de metales

El arreglo experimental en la cámara de irradiación utilizado es el descripto en la sección 3.1. 

En la ventana de salida de radiación de la cámara se utilizó una lámina de berilio (espesor:

1,05 mm) y otra de lucite (espesor: 0,4 mm) para atenuar los rayos X con energías inferiores a 

los rayos X K del vanadio, debido a que no eran de interés.

La carga se midió directam ente con la copa de Faraday sin utilizar lámina norm alizadora de 

carga delante de la muestra.

Las muestras se irradiaron con iones de l60  de 50 MeV. En la figura 3.7, se pueden observar 

los límites de detección en muestras biológicas para los iones mencionados, utilizando los 

l'otopicos Ka que caracterizan a cada elemento. Para elem entos con número atómico m ayor a 

50 los límites de detección continúan aumentando, pero se tienen límites de detección varios 

órdenes de magnitud inferior, utilizando las transiciones La de los mismos (si no existen 

interferencias con fotopicos K de elementos más livianos, o fotopicos M de elem entos más 

pesados). El haz se uniformizó con una lámina de oro de 380 [ig /cnr en las condiciones 

mencionadas en la sección 3.2.

En cuanto al método de digestión de las muestras biológicas se siguió el pocedim iento 

descripto en la sección 3.4.1. El espesor de las muestras sobre el soporte para ser irradiadas no 

superaba los 500 (.tg/enr. Las muestras se colocaron en la cámara de irradiación formando un 

ángulo 9 de  60° (ver figura 3.1).
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Para el cálculo de concentraciones en el caso particular del hierro y el zinc las muestras 

pueden considerarse finas, debido a que el factor de corrección por efecto de matriz es muy 

próximo a la unidad (F=  1). Ésto se puede explicar muy brevemente. Por un lado, la absorción 

de los rayos X característicos de estos elementos en la propia muestra es despreciable, ya que 

es aproximadamente el 0,5 % para el Fe y el 0,2 % para el Zn. Por otro lado, el poder de 

frenado para estos iones por una matriz de carbono es de 5,7 M eV/(mg/cm2), lo cual implica 

una variación en la energía del ion al atravesar la muestra de 3,3 MeV. Con los datos de 

secciones eficaces de producción de rayos X de la referencia [6] del capítulo I, se puede 

estim ar la sección eficaz promedio del ion de 160  de 50 MeV al atravesar la muestra para cada 

elemento. Ésta resulta ser aproximadamente, el 92 % para el caso del Fe y el 95 % para el Zn 

del valor correspondiente de la sección eficaz de cada uno de estos elem entos para los iones 

incidentes de 50 MeV, lo que da factores de corrección de 1,09 y 1,05; respectivamente.

Las muestras finas de agua se prepararon depositando microgotas sobre las láminas de carbón 

hasta totalizar un volumen de agua de 25 ¡J.1.

Con las muestras de tierra del río se hicieron muestras finas preparadas de acuerdo al método 

descripto en la referencia [11],

4.2.1.4 Resultados y conclusiones

Cuando los metales son incorporados en un organismo, son transferidos hacia tejidos en los 

que se acumulan. El almacenamiento ocurre en tejidos particularmente ricos en ligandos que 

unen metales (metalotioneínas), o capaces de sintetizarlos, por ejem plo hepatopáncreas, 

hígado y riñón.112131 Debido a las características de incorporación, acumulación y eliminación 

de diferentes especies, la concentración de metales en organismos acuáticos varía en un 

amplio rango, observándose acumulación aún en ausencia de contaminación del medio 

acuático.1141

La figura 4.7 muestra la curva de incorporación de Zn en los ovarios de las hembras de sapo 

expuestas.

El Zn se acumuló en forma dependiente del tiempo de permanencia en cautiverio de las 

hembras a orillas del río. A partir de los 20 días de exposición la concentración de Zn alcanzó 

una m eseta en 270 ng/mg que se mantuvo a tiempos superiores. La concentración de Zn en 

ovarios de hembras control fue siempre inferior a 100 ng/mg. Durante la perm anencia de los 

anim ales en el jaulón, estuvieron en contacto con sedimento en ausencia de colum na de agua
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(hacia la parte más externa del jaulón) y sedimento con agua hacia la porción que se internaba 

en el lecho del río. Durante lluvias abundantes la totalidad del lugar quedaba cubierto con 

agua durante períodos cortos (horas). La concentración de Zn en diversas muestras de agua 

tomadas en el lugar fue siempre inferior al límite de detección (20 ppb = 20 ng/ml). Los 

resultados de las concentraciones de metales en las distintas muestras de sedimento refleja una 

situación distinta, y en la tabla 4.2 se muestran los elementos detectados, así com o las 

concentraciones mínimas y máximas medidas.

T ien p o  d e  exposición [días]

Figura 4.7. C urva de concentración de Zn en función del tiem po. Los triángulos llenos representan la concentración 

prom edio entre los valores m edidos para el ovario izquierdo (cuadrados) y derecho (círculos) de cada hem bra. El 

error en cada m edición de la concentración de zinc es del 12 %.

Este estudio se realizó durante los meses de invierno, cuando los ovarios de las hembras de 

esta especie aumentan notablemente de tamaño e incrementan su composición porcentual de 

ovocitos de estadio V (dimensiones y pigmentación semejantes a los hallados en ovocitos 

ovillados). Durante este período el metabolismo del ovario es muy activo, y es seguramente 

responsable de la acumulación de Zn encontrada.

Las hembras trasladadas al laboratorio e inyectadas con macerado de hipófisis ovularon de 

manera aparentem ente normal, sus ovocitos fueron capaces de ser fecundados y los embriones 

desarrollaron de manera similar a los obtenidos a partir de hembras controles, hasta alcanzar el
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estadio de gástrula (24 horas después de la inseminación). En el estadio de respuesta muscular 

(5 días después de la inseminación), se observó en cambio una disminución significativa en el 

porcentaje de sobrevida para los embriones provenientes de hembras que acumularon Zn en 

sus ovarios, como se muestra en la figura 4.8.

Elemento Rango de concentración [ppm]

Ti 700-1600

Cr 1600-3600

Mn 280-560

Fe 15000-30000

Cu 70-140

Zn 615-1270

Tabla 4.2. R ango de las concentraciones de los elem entos detectados en las m uestras de sedim ento del río.
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Figura 4.8. D esarrollo em brionario tem prano de ovocitos de hem bras control y expuestas, insem inados y 

desarro llados en el laboratorio. Los resultados son los prom edios y sus desviaciones estándar de m uestras por 

triplicado para duplicado de anim ales. ANOVA: p <0 ,015; correspondiente a la d iferencia entre tratam ientos en el

estadio de respuesta muscular.
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4.2.2 Estudios posteriores sobre la incorporación de metales en sapos en cautiverio en 

condiciones de laboratorio

Con el objeto de evaluar la incorporación de Zn en forma de catión bivalente, en ovarios de 

hembras expuestas, así como el probable efecto de la exposición a este metal sobre el 

desarrollo em brionario temprano y posibles alteraciones sobre la vía de las pentosas y el 

m etabolism o del glutatión, se realizó otro ensayo biológico pero esta vez en el laboratorio.

Para este ensayo grupos de 5 ó 10 hembras, colocando 5 hembras por caja, fueron expuestas a 

solución Ringer con contenido de Z n S 0 4.H20  (con una concentración de Zn de 4 (j.g/1). Las 

hembras se mantuvieron en condiciones de cautiverio durante 28 días (tiempo en el cual la 

curva de la figura 4.7 m uestra saturación), con recambio del medio cada tres días. Hembras 

control fueron sujetas a igual tratamiento en solución Ringer, en ausencia de Z n S 0 4.H20 .  Este 

diseño experim ental se llevó a cabo en 3 oportunidades, durante los meses de invierno.

4.2.2.1 Relación entre exposición y efecto

M uestras de ambos ovarios de cuatro hembras por caja, cuyos pesos oscilaban entre 0,18 y 

0.50 g, fueron extraídas con instrumentos de cirugía recubiertos con teflon y digeridas 

utilizando un horno microondas como se describe en la sección 3.4.2, para determ inar la 

concentración de Zn con el método PIXE. El arreglo experimental en la cámara de irradiación 

usando el detector ORTEC es el mostrado en la figura 3.6. Las muestras se hicieron 

nuevamente de 500 |ag /cnr y se colocaron en forma perpendicular a la dirección del haz. De 

esta manera, el factor de corrección por efecto de matriz resulta algo menor, para el Fe y el Zn, 

que los valores estim ados en la sección 4.2.1.3.

La hembra restante de cada caja (para ambos grupos control y expuesto) fue inyectada con 

macerado de hipófisis homologa, con el objeto de inducir la ovulación. Al cabo de 16 horas 

aproxim adam ente cuando los ovocitos comenzaban a ser depuestos, fueron extraídos 

quirúrgicam ente e inseminados por triplicado in vitro, con suspensión de esperm atozoides 

fresca. Los embriones así obtenidos fueron observados bajo lupa estereoscópica. El porcentaje 

de sobrevida se evaluó en los estadios de gástrula y circulación branquial (5 días despúes de la 

inseminación).

Las concentraciones de Zn medidas en los ovarios de las hembras no inyectadas se muestran 

en la tabla 4.3.
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Concentración de Zn [ppm]

Hembras control Hembras expuestas

Ovario derecho Ovario izquierdo Ovario derecho Ovario izquierdo

129 103 70 98

104 134 144 143

187 170 106 64

132 114 98 142

163 153 147 161

74 68 107 103

191 233 71 80

138 213 37 30

133 132 188 12

202 212 15 123

promedio: 149,2 promedio: 96,9

desviación estándar: 46,4 desviación estándar: 49,7

Tabla 4.3. C oncentración de Zn en ovarios de hem bras controles y hem bras expuestas durante 28 días en solución 

de ZnSOj.H^O (4 jag/1 de Zn en solución Ringer). ANOVA: p<0,0014. C ada una de las m ediciones tienen un error 

porcentual del 12 % .  A lguno ovarios no pudieron ser incluidos en este estudio porque correspondían a  hem bras

juveniles: no poseían ovocitos en estadio V.

Las diferencias halladas en las concentraciones de Zn en ovarios de hembras control entre los 

distintos experim entos (ver secciones 4.2.1 y 4.2.2) podrían obedecer a la procedencia de las 

hembras utilizadas. Ya que estos animales no pueden criarse en cautiverio, habitualmente se 

compran a un provedor local que los recoje de un ambiente natural no contaminado. Kn ambos 

ensayos se utilizaron lotes adquiridos a distintos provedores.

De este conjunto de datos, puede observarse que la exposición de hembras de sapo Bufo 

arenarum  adultas, a Zn en forma de catión bivalente a través de la solución m encionada, no 

provocó bioacumulación del metal en los ovarios, resultado que está de acuerdo a los 

obtenidos en las referencias [15,16], Por el contrario, la concentración hallada fue 

significativam ente menor en las hembras expuestas respecto a las hembras control.
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Sin embargo, la exposición citada fue capaz de inhibir el desarrollo em brionario temprano 

según lo m uestra la figura 4.9.

I I Embriones provenientes de hembras control
] Embriones provenientes de hembras expuestas

Estadio de desarrollo

l-'igura 4.9. D esarrollo em brionario tem prano de ovocitos obtenidos a partir de hem bras control y hem bras 

expuestas durante 28 días a una solución de Z nSO j.H .O  e insem inados in vitro. Los porcentajes de sobrevida son 

el prom edio con su desviación estándar de m uestras procesadas por triplicado o quintuplicado. AN O V A : p < 0 .034 ; 

correspondiente a la d iferencia entre tratam ientos incluyendo am bos estadios.

Este efecto podría estar relacionado con una disminución observada en la actividad de la 

enzim a clave de la vía de las pentosas1171 (glucosa-6-fosfato deshidrogenasa). La m isma podría 

probablem ente causar una disminución en la síntesis de cofactores e intermediarios necesarios 

para los procesos de biosíntesis reductiva, que tienen lugar durante estas etapas del desarrollo. 

Además se observó un aumento en la concentración de glutatión endógeno (referencia [17J y 

datos aún no publicados) que podría relacionarse con mecanismos de detoxificación que 

pondrían en marcha un aum ento en la excreción del Zn de los ovarios.

Estos resultados demuestran que no es necesaria la acumulación de Zn en los ovarios para 

producir efectos tóxicos. La exposición a este metal aún en condiciones en las que no puede 

observarse acumulación, es capaz de producir inhibición en el desarrollo em brionario así
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como las alteraciones bioquímicas descriptas. Una diferencia en la especiación (formación de 

com plejos) del Zn explicaría la diferente respuesta en la acumulación respecto al diseño 

experim ental anterior.

El zinc es un m icronutriente esencial (nutrientes que son necesarios en concentraciones muy 

bajas), no obstante la exposición de diferentes organismos a elevadas concentraciones o 

prolongados períodos a este metal frecuentemente produce efectos tóxicos. La incorporación y 

acumulación de Zn o de otros metales pueden verse favorecidas por la formación de 

com plejos entre diversos ligandos, presentes a menudo en el medio acuático contaminado. A 

su vez distintos ligandos intracelulares determinan la esencialidad, toxicidad y acumulación de 

los metales. Bajo condiciones normales, los procesos homeostáticos aseguran una apropiada 

utilización de metales esenciales para los requerimientos de metaloenzimas y minimizan las 

uniones no específicas a ligandos que determinan toxicidad y/o acumulación; pero a menudo 

los efectos adversos ocurren cuando ciertos mecanismos de com pensación/ detoxificación 

imponen efectos secundarios.

El glutatión intracelular ejerce un efecto citoprotector mediado por distintos mecanismos: 

participa de procesos de óxido-reducción y actúa como ligando de metales favoreciendo así su 

excreción. En diversos tipos celulares se ha observado una relación inversa entre la 

concentración de glutatión endógeno reducido y el estrés oxidativo, mientras que en oíros se 

dem ostró un aumento en su concentración por exposición a diversos m etales.118191 La vía de las 

pentosas promueve la síntesis de glutatión a través de la producción de NADPH, cofactor 

indispensable para la reducción de glutatión oxidado.120-231 A su vez se ha dem ostrado que esta 

vía promueve la maduración meiótica en ovocitos de ratón. Esto muestra que resulta 

importante; estudiar la capacidad de los ovocitos de ser fecundados relacionándola con la 

actividad de la vía de las pentosas y el efecto protector del glutatión, cuando el ovario es 

som etido a sustancias tóxicas que pudieran causar estrés oxidativo.

4.2.2.2 Relación entre concentraciones de Zn y Fe en distintos órganos

La acumulación de metales en diferentes órganos se estudia habitualmente en distintas 

especies acuáticas. Hogstrand et al.11241 demostraron que las hembras de la familia 

Holocentridae acumulan grandes cantidades de Zn mientras que los machos no lo hacen. Los 

autores hallaron que los ovarios son los únicos órganos que concentran este metal, además del 

hígado.
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Cuneen ración de Zn (ppm]

Figura 4 .10. Correlación positiva entre las concentraciones (Je Fe y Zn en el ovario. R egresión lineal: r = 0 ,6 15.

Utilizando la técnica PIXE se determinó la concentración de Fe y Zn en muestras de ovario e 

hígado de las hembras de sapo tratadas según se explicó en la sección 4.2.2. El gráfico de la 

figura 4.10 muestra que existe una correlación positiva entre las concentraciones de ambos 

metales en el ovario, a través de un ajuste de los datos a un modelo de regresión lineal. En 

hígado, en cambio, los resultados obtenidos permiten evidenciar una correlación negativa y a 

través de un modelo no lineal para las concentraciones de ambos metales, como se puede 

observar de la figura 4.11. Estos resultados concuerdan con los publicados en otras especies. 

Sures et al.11:51 hallaron concentraciones de Fe y Zn similares entre sí en algunos órganos 

(m úsculo e intestino) de truchas (Perca fluviatilis); a la vez que en el hígado el Fe presentaba 

elevadas concentraciones mientras que el Zn se mantenía en bajos niveles. Bouglé et al.l26) 

estudiaron los efectos a largo plazo de las interacciones Fe-Zn sobre el crecim iento de ratas, 

encontrando una correlación positiva entre la absorción de Fe y la concentración de Zn en el 

músculo, y una negativa comparando los mismos elementos en el hígado de dichos mamíferos. 

La acumulación de metales en diferentes tejidos de distintos organismos depende de los 

mecanismos de incorporación y excreción de los mismos, así como de las distintas estrategias 

que los diversos tipos de organismos o células ponen en marcha para impedir su toxicidad. 

M uchos organismos controlan la incorporación de metales a través de la secreción al medio de 

m odificadores químicos, que aumentan o disminuyen su biodisponibilidad mediante cambios 

en la especiación de los mismos. Algunos organismos procariotas (algas verdes) resisten 

altísim as concentraciones de metales acumulándolos en sus membranas celulares externas;
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m ientras que algunos invertebrados marinos de la región ártica retardarían la incorporación de 

m etales a través de alteraciones en el contenido 1 ipídico de sus mem branas.i27)

Concentración de Zn [ppm]

Figura 4.11. Correlación negativa entre las concentraciones de Fe y Zn en el hígado. El ajuste exponencial (linca 

continua) tiene el fin de m ostrar cualitativam ente este com portam iento.

Los procesos de incorporación y excreción de los diferentes elementos en la célula obedecen a 

distintos mecanismos para los diferentes grupos de metales. En el caso particular de la 

incorporación de Fe, estudios realizados en M ytilus edulis demostraron que este metal es 

incorporado a través de un proceso de pinocitosis, ya sea en forma de hidróxido o formando 

parte de ferritina o transferrina. El Zn en cambio se incorporaría en diferentes tipos celulares a 

través de un mecanimo de transporte facilitado.1281 La excreción de metales de clase A y 

algunos de características intermedias entre los de clase A 1271 y los de clase B1271 (el Zn por 

ejem plo), se lleva a cabo usualmente a través de permeasas y Na+/K + ATPasas o Ca2+ 

ATPasas. Tanto el Zn como el Fe se excretan a menudo a través de com plejos formados con 

diferentes ligandos.127'

Las metalotioneínas (MT) son proteínas de bajo peso m olecular (6-7 KD) citosólicas, 

am pliam ente distribuidas en diferentes órganos de distintas especies, cuya principal función 

consistiría en su participación en la homeóstasis de metales esenciales como Cu y Zn. Debido 

a su capacidad para secuestrar otros metales y así dism inuir su disponibilidad para otros 

ligandos intracelulares, también son responsables de un efecto protector de la célula contra 

metales tóxicos como Cd, Ag y Hg. Los metales pesados son toxicológicamente inaccesibles 

cuando se encuentran unidos a MT. Cuando declina la concentración de M T es posible
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observar un aumento en la excreción de metales como el Cd.l2<)1 Los metales presentan 

diferentes constantes de afinidad para los grupos tiol presentes en estas proteínas globulares, 

de acuerdo al siguiente orden:1151 Hg(II) »  Cu(I), Ag (I), Bi (III) »  Cd (II) > Pb (II) > Zn (II)

> Co (II) > Fe (II). El hígado es el órgano que concentra mayor cantidad de metalotioneínas en 

diferentes especies.124291 Por otra parte Olsson et al.1301 demostraron que los niveles de mRNA 

de MT así como los de Zn unido a MT, disminuyen durante el desarrollo del ovario de truchas 

arcoiris (Salmo gairdneri) a la vez que el Zn se une a proteínas de alto peso molecular. En el 

momento de la ovulación la mayor cantidad de Zn presente en el ovario se encuentra unido a 

la fracción de la m em brana plasmática.

De acuerdo a esta información, nuestros resultados indican que la regulación de la 

concentración del Zn en hígado y ovario de la especie Bufo arenarían, obedecería a diferentes 

mecanismos. Hn hígado podría encontrarse ligada a las MT, que en presencia de altas 

concentraciones de este metal unirían mayor cantidad de este elemento que de Fe, debido a las 

diferentes afinidades que poseen por ambos. A bajas concentraciones de Zn, el Fe podría 

retenerse en mayor cantidad unido a M T en este órgano, lo que explicaría los datos de la 

figura 4.11. En ovario en cambio habría un probable bajo contenido de M T motivo por el cual 

las concentraciones de ambos metales se regularían a través de otros mecanismos. Los mismos 

com prenderían procesos de incorporación y excreción mediados por ATPasas y permeasas, 

característicos de metales del grupo interm edio,1271 al que pertenecen tanto el Zn como el Fe. 

La regulación del Zn por las M T reduciría su toxicidad en el hígado. Esto explicaría además la 

ausencia de inhibición de la actividad de la enzima glucosa-6-fosfato deshidrogenasa, así 

com o la falta del incremento de los niveles de glutatión en este órgano, respecto del ovario de 

las hembras expuestas a este metal (resultados de nuestro grupo aún no publicados).

4.2.3 Determinación de concentraciones de Cu y Cd en ovarios de sapo Bufo arenarum

Con el objeto de evaluar la incorporación de Cu y Cd (en forma de catión bivalente), en 

ovarios de hembras expuestas, se realizó otro ensayo biológico en el laboratorio.

Para cada elemento, el ensayo biológico fue el mismo. Dos grupos de 4 hembras, colocando 4 

hembras por caja, fueron expuestas a solución Ringer con contenido de C u S 0 4.5H20 /  

CdCl2.2V :H '0 , con una concentración de Cu/Cd de 4 |ig/I y 100 |ig/l en cada caja. Las 

hembras se mantuvieron en condiciones de cautiverio durante 60 días, con recambio del medio 

dos veces por semana. Hembras control fueron sujetas a igual tratamiento en solución Ringer,
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en ausencia de CuSC ^.SH jO /C dC L^'^H iO . En cada caja se colocó 300 mi de solución por 

cada hembra. Para el análisis PIXE después de sacrificarse los animales, se tomó una muestra 

de aproxim adam ente 200 mg de cada orario.

Para la preparación de estas muestras se empleo el método de digestión con digestor de 

m icroondas, y se utilizaron como soportes de las muestras a irradiar láminas de carbono 

sostenidas por un soporte de acero inoxidable recubierto con lucite.

El arreglo experimental en la cámara de irradiación es el esquematizado en la figura 3.6, y se 

utilizaron iones de K,0  a 50 MeV. El haz fue homogeneizado con una lámina de Au de 400 

|ig /cm 2 como en los casos anteriores.

El límite de detección del Cd para la transición Kot mostrados en las figuras 3.7 y 3.8. es 

mucho más grande que para la transición La. La detección de la línea Lo. (3,13 keV) tiene el 

inconveniente que está muy próxima a la transición K a del K (3,31 keV), y además, este 

últim o se encuentra en concentraciones del orden de varias partes por mil en la muestra, es 

decir, 3 órdenes de magnitud por encim a de las concentraciones esperadas para el Cd. Por 

estas razones, se decidió realizar en primer lugar el experimento de medición de trazas 

utilizando el detector Oxford que tiene mejor resolución de energía.

4.2.3.1 Mediciones de Cu y Cd utilizando el detector Oxford

En prim er lugar se verificaron las concentraciones de las soluciones originales de Cu y Cd de 

100 mg/l, que se utilizaron para preparar las soluciones de 4 |ig/l y 100 fj.g/1 a las cuales se 

expusieron las hembras. Los resultados obtenidos fueron: (I02±7) mg/l y (99±7) mg/l. 

respectivamente. En las muestras correspondientes a las hembras tratadas con solución de Cu, 

no se observó dicho elem ento por encima del límite de detección, que fue de 3,5 ppm.

En el caso del Cd tampoco se observó por encima del límite de detección. En este caso el 

límite de detección sin interferencia es de 3 ppm, pero debido a la presencia del fotopico del K 

en el espectro, el límite de detección resultante en estas muestras es de alrededor 30 ppm.

Las m uestras biológicas fueron irradiadas durante tiempos aproximados de 1 hora, con una 

carga integrada de -1 0  |iC.

4.2.3.2 Límites de detección a 98 MeV

La sección eficaz de producción de rayos X K de Cd aumenta para energías superiores a 50 

MeV. Teniendo en cuenta esto y para dism inuir el límite de detección del Cd a través de la
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transición Ktx mostrado en la figura 3.7, se estudió la variación de dicha cantidad en el rango 

de energía entre 50 MeV y 98 MeV para los iones de K>0 .  El límite superior de energía está 

limitado por las condiciones de funcionamiento del acelerador Tandar.

En la tabla 4.4 se comparan los límites de detección de Cr, Cu, Br y Cd en muestras de ovario 

de sapo a 50 MeV y 98 MeV.

Límites de detección [ppm]

Elemento Z a 50 MeV a 98 MeV

Cr 24 0,7 1,0

Cu 29 0,7 1,0

Br 35 2,8 1,6

Cd 48 80 13*

Tabla 4.4. Lím ites de detección en m uestras de ovario de sapo a 50 MeV y 98 M eV. La carga integrada a 50  MeV 

es de ~ 10 nC , y a 98 MeV - 8  fiC excepto en el caso del Cd* que es de ~20 nC.

Los valores para el Cr y el Cu aumentan levemente, mientras que en el caso del Br y el Cd 

dism inuyen, sobre todo en el segundo.

De estas mediciones se concluye que para estas muestras, el menor límite de detección para el 

Cu se obtiene irradiando a 50 MeV, y en el caso del Cd irradiando a 98 MeV. en ambos casos 

utilizando el detector Ortec para medir el correspondiente fotopico Ka.

Sólo se irradiaron 3 muestras de ovario de hembras que estuvieron expuestas a la solución de 

Cd de 100 jig/1. En ninguna se observó acumulación de Cd por encim a del límite detección (13 

ppm).

4.3 Nuevas condiciones para la determinación de trazas de aluminio en tejido 

cerebral humano

Para retom ar las mediciones de concentración de aluminio en tejido cerebral se realizaron 

modificaciones en el arreglo experimental sobre la cámara de irradiación, los tiempos y forma 

de extracción de las muestras del cerebro, y el procesamiento del tejido hasta obtener la 

muestra para ser irradiada.
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Como se menciona en el capítulo I y se describe con detalle en la sección 3.3, el nuevo 

arreglo experimental consiste básicamente en la instalación de un nuevo detector con mejor 

resolución y mayor eficiencia a bajas energías, ubicado mirando la muestra en un ángulo 

m ayor a 90° respecto del sentido en el que inciden los iones sobre la muestra, precisam ente a 

142°.

Para la extracción de m uestras,131 'B1 la autopsia se realizó en la morgue del Hospital Eva Perón 

(Partido de General San M artín) dentro de las 24 horas después del fallecimiento. El cerebro 

se colocó en un recipiente de plástico, y se usó un bisturí de acero inoxidable para cada una de 

las zonas de las que se extrajeron muestras. Las muestras de alrededor de 100 mg se colocaron 

en frascos de polietileno de alta densidad de 4 mi. A los pocos minutos a estas muestras se les 

agregó 0,5 mi de ácido nítrido INSTRA-ANALYZED For Trace Metal Analysis de la empresa 

J. T. Baker. Luego se comenzó con la digestión de la muestras en un horno m icroondas según 

se describe en la sección 3.4.2. Todos los recipientes y demás instrumentos utilizados en las 

distintas etapas del proceso de preparación de muestras se lavaron de acuerdo al 

procedim iento descripto en la sección 3.4.3.

En la figura 4.12 se muestra la variación del factor de corrección por efecto de matriz definido 

en la expresión 3.10, en función del espesor de la muestra para diferentes energías del ion 

incidente de l60 .  En estos cálculos se consideraron las mismas fuentes de datos, que en el caso 

de aquellos mostrados en la figura 4.4, pero se realizaron suponiendo el arreglo experimental 

en la cámara de irradiación esquematizado en la figura 3.6 (en el que la muestra está colocada 

en forma perpendicular a la dirección del haz, y los rayos X emitidos por la muestra llegan al 

detector formando un ángulo de 38° con la dirección del haz). En esta figura se puede 

observar que para obtener muestras finas (F s l)  colocando la mayor cantidad de masa posible, 

es conveniente irradiar a 40 MeV con muestras de espesor no m ayor a 400 (ig/enr.

La diferencia entre las distintas curvas graficadas se debe únicamente a la forma de la sección 

eficaz de producción de rayos X en función de la energía del ion mientras atraviesa la muestra. 

Los iones incidentes de 25 MeV al entrar en la muestra pierden energía y su sección eficaz de 

producción de rayos X disminuye, mientras que los iones incidentes de 40 MeV pierden 

energía de la misma manera, pero su sección eficaz de producción de rayos X aumenta. Lo 

mismo ocurre con iones de mayor energía.

Teniendo en cuenta lo anterior, se realizó nuevamente un estudio de la variación del límite de 

detección de aluminio en función de la energía del ion de l60 .  Los resultados se muestran en la
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tabla 4.5.

Espesor (ngfciir]

I;igura 4.12. V ariación del factor I7 en función del espesor de la m uestra para distintas energías del ion incidente de 

"O . Para hacer estos cálculos se supuso el arreglo experim ental de la figura 3.6.

F.l límite de detección permanece prácticamente constante en el rango de energía entre 30 y 50 

MeV. Por lo tanto, es conveniente irradiar a una energía mayor a 40 MeV debido a que el 

acelerador Tandar tiene una mejor transmisión de corriente.

Energía [MeVl Límite de detección [ppml

30 1,4

35 1,4

40 L2

50 1,4

T abla 4.5. Lím ites de detección de Al en m uestras de cerebro hum ano en función de la energía del ion de u'0 .  C arga 

integrada: 7,5 |iC . M asa de la m uestra irradiada: ~5(ig, que representan - 5 0  ng  del tejido original.

Además, es muy importante colocar absorbentes delante de la ventana de entrada de radiación 

del detector Oxford, para atenuar los rayos X de energías menores o igual a la transición K a 

del Na, ya que estos constituyen el 90 % del contaje del detector por unidad de tiempo.
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Experim entalm ente se observó que colocando 3 láminas de Mylar® de 1,5 (jm de espesor, se 

logra un buen efecto y la transmisión del Al se afecta en menos del 20 %.

Concentración a medir fppm]

Ajuste lineal: y =  a . x 

a =  0,68±0.05

Concentración a medir [ppm]

Figura 4.13. C urvas de calibración de concentración de Al m edida en función de la concentración a m edir en el 

tejido. Arriba: E =30 M eV, sin absorbente delante del detector. Abajo: E =50 M eV, con un absorbente de 4.5 |.im de

Mylar® delante del detector.

Esto perm ite no sólo aum entar la corriente en un factor 3, y por lo tanto, el contaje de rayos X 

de Al por unidad de tiempo; sino obtener fotopicos de menor intensidad en la región de menor 

energía cercana al Al, con lo cual se puede realizar un m ejor ajuste por cuadrados mínimos del 

área del Al, lo que se ve reflejado en el valor de la pendiente (a) de los gráficos de la figura 

4.13 y en la alineación de los puntos.

88



En el gráfico inferior el valor de la pendiente 110 es 1 (uno), debido a los efectos de 

autoabsorción. El factor de corrección por efecto de m atriz para el Al es la inversa del valor de 

la pendiente y vale: F = l,4 7 ± 0 ,11. La curva de variación del factor F en función del espesor de 

la muestra para una energía del ion incidente de 50 MeV, es muy próxima a la curva 

correspondiente a 40 MeV mostrada en la figura 4.12. (Esto sugiere que el espesor medio de 

las muestras es de aproximadamente de 1,2 m g/enr. Utilizando una lupa binocular Nikon 

SM Z-10 y una regí illa graduada, se realizó una estimación del área de la muestra para estim ar 

su espesor, el cual resultó muy aproximado al valor antes mencionado).

Utilizando el valor obtenido del factor F del Al, para corregir la concentración prom edio del 

Al (27,5 ppm) en el material de referencia celulosa de algodón en la tabla 3.7 del capítulo 

anterior, el valor resultante (40 ppm) difiere sólo un 10 % del valor especificado.

4.3.1 Nuevos resultados

Se tomaron muestras de una persona femenina fallecida el 21 de octubre de 1999 de 77 años 

de edad y número de historia clínica: 6994, que no padecía la enfermedad de Alzheimer. Se 

tomó una muestra del hemisferio derecho y otra del izquierdo, de las mismas doce zonas del 

cerebro que se presentan en la tabla 4.1.

Las mediciones se realizaron utilizando iones de u’ü  de 40 MeV. Los límites de detección para 

el alum inio fueron de alrededor de 1,2 ppm.

De las 24 muestras analizadas solamente en una muestra se observó aluminio por encim a del 

límite de detección, y el espectro correpondiente está graficado en la figura 4.14. La muestra 

corresponde a la zona sustancia blanca frontal del hemisferio derecho, y la concentración 

medida es de (2,9±1,0) ppm.

Para m ostrar la resolución en energía del fotopico de Al, en los gráficos de la figura 4.14 se 

presenta un espectro de una muestra de hígado de sapo dopada con 100 ng de Al en la muestra 

irradiada. Además se puede observar que el Na, Mg y Al se encuentran en la m uestra en 

cantidades com parables, y los fotopicos correspondientes están muy bien resueltos.

La concentración de M g y los elementos con energías inferiores no se cuantificaron. Se 

observa una correlación entre las concentraciones de P, S y K, que se encuentran graficadas en 

la figura 4.15. La pendiente de cada recta representa la relación másica entre los elementos. 

En cada gráfico se indica el coeficiente de correlación (R), entre las concentraciones de los 

correspondientes elementos.
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Muestra orgánica dopada con 100 ng de Al

S u s ta n c ia  b lanca  frontal (hem isferio  derecho) - 0,31 ng de  A lu m in io  - 2 ,9  ppm

Figura 4.14. Arriba: espectro  correspondiente al una m uestra de hígado de sapo dopada con 100 ng de Al. en escala 

lineal (izquierda) y en escala logarítm ica (derecha). Abajo: espectro de una m uestra de sustancia blanca frontal con 

0,31 ng de Al en la m uestra irradiada, en escala lineal (izquierda) y en escala logarítm ica (derecha).

Las concentraciones de Si, C1 y Ca no se cuantificaron, porque aparecen en las mismas 

cantidades que en los blancos que se realizan para determ inar el nivel de contam inación de 

cada elemento.

De los resultados obtenidos para el Al se puede concluir que:

- El límite de detección del Al logrado (-1 ,2  ppm) en estas condiciones es alrededor de 6 

veces menor, com parado con el obtenido en la sección 4.1.3 (~7 ppm).

- Se refuerza la hipótesis de bajas concentraciones de Al en pacientes que no sufren la 

enferm edad de Alzheimer.
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S [ppm] K [ppm]

Figura 4 .15. C orrelación entre las concentraciones 

m ásicas del P, S y K en m uestras de tejido de cerebro 

hum ano. Para los tres gráficos el nivel de 

significación es: p<0,001.

4.4 Determinación multieiemental en muestras de líquido sinovial

La delección de aluminio en líquido sinovial de una paciente gastrectom izada con síntomas 

reumáticos, generó el interés en determ inar si este elem ento es una constante en la 

com posición del líquido sinovial de ese tipo de pacientes o si se trata de un caso puntual. Con 

este fin, se estudió la posibilidad de utilizar el método PLXE para la determinación de Al en 

este tipo de muestras. En este trabajo se desarrolló un nuevo método de preparación de las 

muestras, y se lo comparó con el método de digestión con el digestor a microondas. Se 

determ inó también la presencia y concentración de otros elementos en las muestras: Na, P, S, 

Cl. K y Ca.

4.4.1 Preparación de las muestras

Para la digestión de las muestras se utilizaron dos procedimientos. En el primero, a 500 pl de 

muestra se le agregaron 2 mi de HNO, y 0,5 mi de H20 2. Estas soluciones fueron procesadas 

en un digestor a microondas.
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Sin embargo, este método no pudo ser utilizado con todas las muestras de líquido sinovia! 

debido a que en algunos casos se contaba con muy poco material ( -5 0  |il por muestra). Para 

estos casos se desarrolló un método alternativo: se colocaron 50 (il de líquido sinovial. 50 |.tl 

de ácido nítrico y 400 p.1 de agua de alta pureza en un recipiente con tapa a rosca de 5 mi; los 

que se sometieron a baño M aría y agitación con ultrasonido hasta que las muestras se 

observaron homogéneas. De cada una de estas soluciones se tomaron 50 |il y se las diluyó 

utilizando agua de alta pureza. La disolución debía ser tal que al depositar una gota de 5 pl 

sobre un soporte y secarla, el depósito resultante cumpliera con las condiciones de "muestra 

fina” . Los soportes utilizados fueron los provistos por la em presa Moxtek.

4.4.2 Condiciones experimentales y desarrollo

Las mediciones se realizaron irradiando las muestras con iones de l60  de 50 M eV. y el haz fue 

homogeneizado utilizando una folia de Au de 400 ja.g/cm2 como se describe en la sección 3.2. 

El área del haz se midió utilizando la lámina de Nuclepore®. Para estas mediciones se utilizó 

el detector de Si(Li) Oxford.

El experim ento se realizó en dos etapas: durante la primera se desarrollaron y compararon los 

dos procedim ientos de preparación de las muestras, y durante la segunda se aplicó el 

procedim iento elegido a un grupo de muestras.

Primera etapa: de 4 muestras se tomaron varias submuestras, y se aplicó a cada una. uno de los

2 procedim ientos de digestión descriptos (con digestor a microondas o ultrasonido com binado 

con calor). La diferencia, tanto en concentraciones como en límites de detección entre las 

m uestras sometidas a cada uno de los procedimientos de digestión no superaban el 10 %. 

Segunda etapa: se analizaron 10 muestras, las cuales se prepararon siguiendo el procedim iento 

de digestión con calor y ultrasonido. Para obtener “muestras finas”, las soluciones obtenidas 

se diluyeron mezclando una parte con 9 de agua. De una de las muestras, se tomaron 6 

submuestras, y luego de digeridas, se doparon con una solución de Al, para simular muestras 

con concentraciones de 2,5 ppm, 3,75 ppm, 6,25 ppm, 8,75 ppm, 12,5 ppm y 15 ppm.

4.4.3 Resultados y Conclusiones

Las muestras dopadas se analizaron considerándolas “muestras finas” y se calcularon las 

cantidades de Al presentes en cada una.

Los resultados obtenidos presentaban errores de hasta el 50 %. Com parándolos con las
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cantidades de Al agregadas, 110 diferían en más del 30 % por defecto. Los errores 

experim entales para la determinación de las concentraciones de cada elem ento, fueron 

fundamentalmente los errores en el área de los fotopicos, el rendimiento de cada elem ento (5 

%) y el área del haz (5 %).

Las 10 muestras de la segunda etapa se analizaron de la misma manera. En el caso del Al las 

concentraciones fueron corregidas por el efecto de matriz. Los valores de las concentraciones 

de cada uno de los elementos detectados en estas muestras, se presentan en la Tabla 4.6. El 

límite de detección del alum inio fue de 2 ng/(il.

De esta manera se mostró que el método PIXE, siguiendo los procedim ientos descriptos, es 

adecuado para el estudio de la presencia de Al en líquido sinovial, dentro de los márgenes de 

error y límites de detección dados.

M u e stra Al P S Cl K C a

1 3 ,3 ±  1,2 13 8 ± 13 6 2 3 ± 6 2 5 7 1 ± 5 3 113 ±  12 2 8 8 + 2 8

9 6 ,4 ± 2 ,8 37 ± 4 5 2 4 ± 5 2 7 1 4 ± 6 6 16 5 ± 16 14 8 ± 14

3 7 ,4 ± 1 ,6 5 9 ± 6 6 0 4 + 6 0 7 6 6 ± 7 1 102±11 12 8 ± 13

4 2 , 3 ± l , l 65  ±6 8 2 3 + 8 0 7 2 6 ± 6 7 127+ 13 7 8 ± 8

5 34 ± 3 4 7 3 ± 4 8 4 I 6 ± 3 8 1 5 5 ± 1 6 4 7 ± 6

6 3 3+ 3 7 0 6 ± 6 9 5 5 0 ± 5 1 137+ 14 4 8 ± 6

7 2 ,5 ± 1 ,4 5 2 ± 5 5 2 7 ± 5 3 5 5 5 ± 5 1 111±11 4 5 ± 5

8 4 6 + 5 3 8 8 ± 3 9 45 ±4 6 9 ± 7 3 5 ± 4

9 2 ,9 ± 1 ,2 87 ± 8 7 5 5 ± 7 7 65 ±6 13 5 ± 14 6 2 ± 7

10 88±8 1 1 9 9 + 1 1 0 70 + 7 113 ±  12 55 ±6

Tabla 4.6. C oncentraciones de los elem entos detectados en las m uestras de líquido sinovial. T odos los valores están 

expresados en ng/|.il. T am bién se determ inó la presencia de Na en concentraciones alrededor de 2000 ng/ja 1. Para los 

elem entos P y Ca existe correlación significativa con p<(),05.
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CAPÍTULO 5

Resumen y conclusiones

Como liemos visto a lo largo de este trabajo, la técnica de análisis m ultielemental P1XE 

consiste de varias etapas. Éstas incluyen la preparación de las muestras, la irradiación de las 

mismas, el procesamiento y análisis de los espectros de rayos X, y la cuantificación de las 

concentraciones y corrección por efecto de m atriz cuando corresponde.

En el capítulo 1 se plantearon una serie de metas, con el objetivo de optim izar la 

"perform ance” de la técnica PIXE con iones pesados para aplicarla a muestras biológicas. La 

concreción de dichas metas se ve reflejada a través de lo expuesto en cada uno de los capítulos 

anteriores.

Kn el capítulo 2, se resume el estado actual de las teorías de los procesos considerados en el 

cálculo de las secciones eficaces de producción de rayos X característicos, y de producción de 

radiación de fondo. También se hace una recopilación de publicaciones acerca de datos 

experim entales, sobre límites de detección para distintos iones incidiendo en distintos tipos de 

muestras. En particular, resulta interesante m encionar el hecho que la sensibilidad se 

maximiza para un determ inado elemento Z, mediante el uso de proyectiles con número 

atóm ico Z |=Z+( I a 5). Un ejemplo de esto, se muestra en el trabajo realizado en la referencia 

[ I ], en donde se utiliza un microhaz de iones pesados de Si, para la determ inación de 

concentraciones de Al en el núcleo de una célula aislada en un paciente con la enferm edad de 

Alzheimer.
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En el capítulo 3 se muestra la disposición del nuevo arreglo experimental, que se logró 

instalando un nuevo detector de rayos X de muy alta resolución y eficiencia a bajas energías. 

Este y otro detector convencional se ubican “mirando” la muestra desde ángulos traseros 

respecto del sentido del haz incidente, lo que permite dism inuir los límites de detección. Se 

implemento un sistema repetitivo y confiable de homogeneización del haz a través de una 

lámina dispersora de Au, y un nuevo método muy eficiente de digestión de las muestras a 

través de un digestor a microondas. En las últimas secciones del capítulo 3 se com probó la 

precisión y exactitud del método, irradiando soluciones acuosas, muestras dopadas y 

m ateriales de referencia de la IAEA.

En el capítulo 4 se presentan las distintas aplicaciones realizadas hasta el momento con 

m uestras biológicas. En relación a la determinación de Al en tejido cerebral humano, como ya 

se mencionó, se encuentra una correlación significativa entre los valores promedios de las 

concentraciones de Al, en las muestras correspondientes a los pacientes control y los pacientes 

con la enfermedad de Alzheimer. Con el nuevo conjunto de muestras analizadas 

pertenecientes a una paciente control, cuyos datos se exponen en la sección 4.3, se refuerza la 

hipótesis de bajas concentraciones de Al en estos pacientes. También se estudia la presencia 

de Al y otros elementos en muestras de líquido sinovial. En las distintas mediciones realizadas 

correspondientes a varios ensayos biológicos con muestras de distintos órganos de la especie 

sapo bufo arenam m , se aprecia la utilidad de la técnica en la determinación de las 

concentraciones de varios metales, que junto con los demás resultados del ensayo (mediciones 

de sobrevida, de la actividad de las enzimas, de la concentración de glutatión endógeno, etc.), 

permiten com prender los efectos de toxicidad debido a la acumulación o no de los mismos. 

Concluyendo, se optimizó la técnica PIXE en el laboratorio Tandar usando iones de “’ü ,  para 

el análisis de muestras biológicas. Esta técnica es capaz de detectar cantidades de elementos 

trazas en concentraciones del orden de 1 ppm, en muestras cuya masa original varía 

habitualm ente entre 10 mg y 500 mg.

En cuanto a los futuros trabajos empleando esta facilidad en el laboratorio Tandar, resulta 

interesante el estudio de plantas, ya que estas reflejan la composición de los suelos, y 

representan una de las principales vías que introducen trazas de elementos no deseados en el 

hombre y en los animales. Otro tema interesante es la caracterización multieiemental de 

elem entos mayoritarios y trazas, en distintos tipos de tumores. Por otro lado, resulta
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extrem adam ente tentadora la posibilidad de analizar células individuales con una facilidad de 

micro-PIXE. para la determinación de la distribución espacial de los elementos.
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