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l. Introduccion

1.1. EIlICromo

El cromo es el sexto elemento més abundante de la corteza terrestre, fue descubierto en
Siberia por el quimico francés Louis Nicolas Vauquelin en 1798, en forma de mineral rojo de
nombre crocoita y de formula molecular PbCrO,. ElI nombre de este elemento procede del
griego chroma, que significa color, debido a que todos sus compuestos presentan colores
marcados (1).

1.1.1. Propiedades fisico-quimicas

El cromo es un metal de transicion de nimero atébmico 24 y masa atomica 51,996. Es el
primer elemento del grupo 6 en la tabla periddica, se simboliza como Cr y tiene una
configuracion electronica [Ar]: 3d° 4s*. Tiene una densidad de 7,19 g/ml a 25 °C, un punto de
ebullicion de 2672°C, funde a 1875°C y tiene una electronegatividad de 1,66. Existen cuatro
is6topos naturales del cromo: *°Cr, %2Cr, *Cr y **Cr, pero también se han producido diversos
isotopos inestables mediante reacciones radioquimicas, siendo el mas importante el *'Cr, que

emite rayos gamma débiles y tiene un tiempo de vida aproximado de 27 dias (2).

A pesar de que en la naturaleza los compuestos de cromo presentan una gran variedad
de colores, el metal puro es de color blanco-plateado, brillante, duro pero fragil y quebradizo
(3). Su estructura cristalina lo ha convertido en un aleante de propiedades interesantes a nivel
industrial como son su resistencia al calor y a la corrosion. Se disuelve en acido clorhidrico y
sulfurico, pero se pasiva con acido nitrico o agua regia. A elevadas temperaturas reacciona con

hal6genos, oxigeno, carbén, azufre, silicio y boro (4).

Es muy resistente a la accion de los agentes atmosféricos, lo que resulta extrafio dado el
caracter fuertemente reductor de este metal. Este comportamiento puede explicarse por el
fendmeno de pasivacion que tiene lugar. Cuando el cromo metalico esta en contacto con el aire
se forma una capa de 6xido extraordinariamente estable. Esta hipétesis la confirma el hecho de
gue el éxido de cromo verde, muy empleado en pinturas, es muy estable y resistente (5).
Aunque sus estados de oxidacion van de (-11) a (V1) las formas mas frecuentes son I, 11y VI,
originando compuestos cromosos, cromicos y cromatos (dicromatos) respectivamente. La
mayoria de estos existen como haluros, 6xidos o sulfuros. EI cromo trivalente destaca como la

forma més estable del elemento y la hexavalente por sus propiedades altamente oxidantes.

Los compuestos de cromo hexavalente en su mayoria presentan colores que van desde
el amarillo, naranja al rojo oscuro, por lo general son solidos (cristalinos, granulares o en polvo)

y se suelen clasificar por su solubilidad en el agua. Entre las numerosas reacciones que
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experimenta destacan las de reduccion en condiciones &cidas y presencia de donadores de

electrones como el Fe (11) 0 S (-11).

La forma hexavalente del cromo es la segunda mas estable, generalmente en forma de
oxido u oxohaluro, es un agente oxidante fuerte, especialmente en medios acidos, la reduccion

de dicromatos a Cr (I11) se incrementa con la disminucién del pH.

1.1.2. Aplicaciones y Biodisponibilidad del Cromo

El cromo elemental no se produce naturalmente en la tierra, se obtiene a partir del
mineral cromita (FeCr,O,4), por reduccién con aluminio (procedimiento aluminotérmico),
mediante electrolisis 0 a través del ioduro cromico. EI cromo divalente es un fuerte agente
reductor que se descompone rapidamente en el aire o el agua para formar el compuesto crémico
relativamente inerte. Los compuestos de cromo (IV) y (V) son relativamente inestables y no son
frecuentes en la naturaleza. EI cromato raramente se produce en la naturaleza, solo se conoce el
cromato de plomo y el dicromato potasico como los minerales crocoita (PbCrO,) y lopezita
(K,Cr,07) respectivamente, por lo tanto la mayoria del Cr (VI) existente es resultado de la
produccion del hombre (6).

El cromo se usa ampliamente en procesos industriales pudiendo encontrarse en
numerosos productos de consumo tales como madera tratada, cuero curtido o articulos de cocina
de acero. El estado de oxidacion VI es el que posee una mayor aplicacién industrial por sus
propiedades acidas y oxidantes y por su capacidad para formar sales muy coloreadas e
insolubles. Cabe destacar su uso en la fabricacién de importantes pigmentos inorganicos, la
conservacion de la madera o la fabricacion de anticorrosivos, vidrios y esmaltes de color. Los
compuestos cromicos son muy estables con aplicaciones comerciales, por ejemplo los sulfatos
basicos de Cr (I11) son ampliamente utilizados en los procesos de curtido. Otros usos conocidos
de este elemento son la estampacion de telas, preparacion de catalizadores, fabricacion de

aceros especiales...etc.

En el medioambiente se puede encontrar cromo en el aire, suelo y el agua después de
ser liberado por las industrias que lo utilizan. El cromo también se libera al medio ambiente al
qguemar gas natural, petroleo o carbdn. Generalmente este elemento no permanece en la
atmosfera, sino que se deposita en el suelo o en el agua donde puede cambiar de una forma a
otra dependiendo de las condiciones presentes. EI comportamiento ambiental del cromo es
principalmente una funcion de su estado de oxidacion, los compuestos hexavalentes son
oxidantes fuertes altamente solubles mientras que los compuestos de Cr (111) tienden a formar
precipitados relativamente inertes a pH proximos al neutro. Se considera que el estado trivalente

es la forma estable en equilibrio con la mayoria de los sistemas suelo/agua (7).



l. Introduccion

1.1.3. Efecto en los seres vivos. Toxicidad en Humanos

La toxicidad del cromo es funcién de la especiacion, es decir, depende del estado de
oxidacion en el que se encuentre el elemento. EI Cr(lI1) es un elemento esencial en mamiferos,
siendo uno de los ultimos oligoelementos reconocidos, forma parte del factor de tolerancia de la
glucosa (FTG), encargado de la eliminacion de la glucosa en sangre. EI FTG es un complejo de
Cr(l11), &cido nicotinico y aminoacidos que reacciona con la insulina y potencia su efecto sobre
el nivel de la glucosa. También se le ha relacionado de forma mas imprecisa con el metabolismo
lipidico, la activacion de algunos sistemas enzimaticos, con el metabolismo tiroideo y con la

estabilizacién de proteinas y acidos nucleicos (8).

Metabolicamente el cromo se absorbe primariamente en la zona media del intestino
delgado y su retencion se regula por la presencia de agentes complejantes necesarios para
prevenir su hidrdlisis en el medio intestinal. La absorcioén del cromo trivalente en el aparato
digestivo es escasa y puede combinarse con proteinas de las capas superficiales de la piel
formando complejos estables, por el contrario las sales de Cr (VI) se absorben facilmente
después de la ingesta o la inhalacién, los compuestos en este estado de oxidacion son mucho
mas peligrosos para la salud, la gran toxicidad de los cromatos se debe a su solubilidad y a la
facilidad con la que penetra en las membranas, dado su poder oxidante y la toxicidad posterior
de las especies de Cr (I1I) originadas en su reduccion. Estudios in vitro (8) indican que el Cr
(VD), aungue es relativamente estable, en condiciones fisiol6gicas se va reduciendo

paulatinamente hasta Cr(ll1).

El cromo hexavalente puede penetrar a través de las membranas celulares de forma libre
o0 complejado, una vez dentro de la célula tanto el Cr(VI) como sus estados de oxidacion
intermedios pueden reaccionar con el ADN produciendo finalmente tumores. Entre los
mecanismos de accion posibles se encuentran: i) la unién covalente del metal con el ADN, ii)
formacion de uniones cruzadas entre en ADN vy proteinas, iii) deterioro de la replicacion del
ADN la unién de proteinas nucleares 0 ARN. Los efectos carcindgenos fueron recogidos por la
Agencia Internacional de Investigacién sobre el Cancer (IARC) en 1993 para algunos metales

de interés entre los que se encontraba el cromo (9).

En condiciones normales el nivel de cromo en orina debe de ser de 0,04-1,5 pg/l. Tras
una intoxicacion con cromo hexavalente debe administrarse agua o leche tras su ingestion para
diluir el producto y altas dosis de vitamina C para reducirlo a Cr (111); en caso de una exposicion

cuténea se recomiendan lavados con una solucién de acido ascérbico (10).
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1.1.4. Legislacién en juguetes

Los juguetes pueden presentar riesgos tanto fisicos como toxicolégicos para los nifios,
por lo que garantizar la seguridad de éstos es una tarea dificil. En Europa, los juguetes estan
sujetos a la Directiva sobre seguridad de los juguetes y la norma EN-71. La norma internacional
ISO 8124 es la norma de seguridad del juguete especificada en otros paises. Las regulaciones en
los Estados Unidos y Europa limitan las concentraciones de cromo y otros elementos, asi como

una seleccion de ftalatos en los juguetes (11).

La Organizacion Internacional de Normalizacion o ISO, es el organismo encargado de
promover el desarrollo de normas internacionales de fabricacion, comercio y comunicacion. El
trabajo de preparacion de las normas internacionales normalmente se realiza a través de los
comités técnicos, en el caso de ISO 8124-3:2010 fue preparada por el Comité Técnico ISO/TC
181, Seguridad de los juguetes (12).

Esta norma consta de cuatro partes entre las que se incluye una para la migracion de
ciertos elementos. Los requisitos de esta seccion de la Norma se basan en la biodisponibilidad
de ciertos elementos que resultan del uso de los juguetes y que no deberia superar ciertos niveles
por dia. Para la interpretacion de estos valores es necesario establecer un limite superior de
ingesta de material del juguete. Como hipétesis de trabajo se propone una ingesta diaria
promedio de 8 mg/d, siendo consciente de que en casos individuales este valor podria ser
superado. Mediante la combinacién de la ingesta diaria con los valores de biodisponibilidad, 0,3
mg para el caso del cromo, se establecen los limites maximos de migracion para los diferentes
elementos toxicos en miligramos por kilogramo de material de juguete,este valor para el cromo
es de 60 para todos los juguetes excepto para la pintura de dedos y arcilla para moldear que se
sitla en 25 con una correccién analitica del 30%. Por lo tanto para cumplir con los requisitos de
ISO 8124-3 la migracion maxima aceptable de cromo es de 42 y 17,5 mg/kg para cada tipo de

juguete.

La norma espafiola UNE-EN 71-3:2013 recoge la versién oficial de la norma europea
gue especifica los requisitos y métodos de ensayo para la migracién de ciertos elementos a partir
de tres categorias distintas de materiales de juguetes. Segun esta normativa la migracién del
cromo desde los materiales de los juguetes clasificados no deben exceder los limites
proporcionados en la tabla siguiente, donde se distinguen cantidades distintas segin la forma

quimica del elemento:
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Tabla 1 Limites de migracion desde los materiales de los juguetes (UNE-EN 71-3:2013).

Categoria l Categoria Il Categoria I11
Tipo de material Secos, quebradizos  Liquidos o pegajosos Raspados
Cr(111), mg/g 37,5 9,4 460
Cr(VI), mg/g 0,02 0,005 0,2

La seguridad de los juguetes es una responsabilidad conjunta entre los gobiernos, las
industrias de juguetes, los organismos reguladores y los padres. Estas normas de seguridad estan
destinadas a reducir los riesgos potenciales a los que los nifios estan expuestos al jugar con los
juguetes. EI cumplimiento de la normativa tiene como objetivo identificar los juguetes que no

cumplan con la legislacién y eliminarlos del mercado.

1.2. El analisis por Dilucion Isotopica con espectrometria de
masas.

El andlisis por dilucion isotdpica es una técnica analitica basada en la medida de
relaciones isotopicas en muestras donde su composicién isotopica ha sido previamente alterada
por la adicion de una cantidad conocida de un elemento o compuesto enriquecido
isotopicamente. Cuando se utiliza la Espectrometria de Masas como sistema de deteccién la

técnica se denomina IDAMS (IsotopeDilutionMassSpectrometry).

1.2.1. La naturaleza isotopica de los elementos

Un is6topo es cada una de las diferentes formas de un mismo elemento que se
diferencian en su masa atomica. Todos los isétopos de un elemento de nimero atémico Z
poseen en su nacleo el mismo ndmero de protones, P, pero no de neutrones, N, por lo tanto
tienen distinto nimero masico (A=N+P). Existen mas de 90 elementos quimicos en la
naturaleza y cerca de 280 is6topos estables, es decir, aquellos que no decaen en otros ni emiten
radiacion, por lo tanto, excepto en el caso de los elementos monoisotépicos, un elemento esta
formado por la mezcla de varios is6topos y su masa atomica es el promedio sopesado de las

masas exactas de cada uno de ellos teniendo en cuenta su abundancia.

1.2.2. Is6topos estables enriquecidos.

En la actualidad es posible modificar de forma artificial las abundancias isotopicas de
los elementos para obtener elementos enriquecidos isotopicamente. Los isétopos estables
enriquecidos son aquellos elementos cuya composicion isotépica se ha alterado de forma

artificial de modo que un is6topo minoritario de un elemento natural se encuentra “concentrado”

6
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n

en su forma enriquecida. Es decir, un iso6topo natural de baja abundancia se encuentra

enriquecido a mas del 90% mientras el resto de los isdtopos estdn presentes de forma

minoritaria. Excluyendo los productos de decaimiento radioactivo, la variacion en los

porcentajes de las abundancias isotdpicas son muy pequefias. EI hecho de que la composicion

isotopica de un elemento sea invariable permite el desarrollo de métodos quimicos de medida

basados en la modificacion de estas abundancias como el que se emplea en este trabajo.

Ademas, a partir de estos elementos enriquecidos isotdpicamente pueden prepararse compuestos

quimicos de interés marcados con isétopos estables enriquecidos, hoy en dia puede considerarse

que cualquier compuesto quimico de interés analitico puede obtenerse marcado isotdpicamente.

1.2.3. Anadlisis por Dilucion Isotopica

1.2.3.1.

Fundamento

La dilucion isotopica se explica de una forma sencilla con un ejemplo como el que se

muestra en la imagen que se muestra en la Figura 1 para el calculo del nimero de bolas negras

de un recipiente. Para no tener que contarlas una a una se mezclan con una cantidad conocida de

bolas azules del mismo peso, forma y tamafio que las negras y que solo se diferencian en el

color. Una vez homogeneizada la mezcla se toma una alicuota de esta y contando el nimero de

bolas negras y azules se obtiene la relacion entre el nimero total que hay de cada una.

¢n° de bolas negras?

BN

64 bolas azules

8 bolas azules (A)

32 bolas negras (N)

X
64

| =

32
X:64x§:256

Figura 1.Ejemplo que ilustra el anélisis por dilucién isotopica.

Este concepto de dilucion de dilucion isotdpica como forma de cuantificar fue empleado

por primera vez para determinar poblaciones piscicolas en sistemas acuaticos cerrados. Hoy en

7
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dia se aplica este mismo principio para la cuantificacién de compuestos quimicos. Inicialmente
se utilizaron isétopos radioactivos pero se ha generalizado su aplicacion con isétopos estables
enriquecidos, el aspecto mas novedoso de la dilucion isotopica es que hace uso de la existencia
de los is6topos para cuantificar y de la medida de relaciones isotdpicas mediante Espectrometria
de Masas. Este hecho es el que le proporciona a esta técnica una serie de ventajas Gnicas con
respecto a otras formas de medida y en el que se basa su condicion de método primario de
andlisis ya que es posible conocer todas las posibles fuentes de errores aleatorios y sistematicos
y hacer que el proceso de medida sea trazable al sistema internacional de unidades (13).

1.2.3.2. La dilucién isotdpica en andlisis elemental

En analisis elemental, IDA se basa en la alteracion intencionada de las abundancias
isotdpicas del elemento a determinar en la muestra mediante la adicion de una cantidad
conocida de un is6topo enriquecido del mismo elemento al que se le denomina trazador (spike).
Por lo tanto el elemento a analizar debe tener al menos dos is6topos estables que se puedan
medir sin interferencias espectrales mediante un espectrometro de masas.La Figura 2 ilustra el
principio de esta técnica que se basa en la adiccion exacta de una cantidad conocida de trazador,
el equilibrio entre este y el analito un proceso de aislamiento si fuera necesario mediante
métodos de separacion, la medida por espectrometria de masas de la relacién isot6pica y el

célculo de la concentracion del elemento en la muestra (14).

isotope a isotope b

sample

an intensity [arb. units)

spike

isotope
diluted
sample

;1

Figura 2. Diagrama esquematico del principio de la IDMS obtenido de la referencia (14).

M7 —
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Como puede observarse en la imagen superior, las abundancias isotopicas de la mezcla,
y por lo tanto, las relaciones isotdpicas, son intermedias entre las de la muestra y el trazador y
dependen tanto de la cantidad de trazador afiadido como de la cantidad original del elemento en
la muestra. Se puede conocer la concentracion del elemento en la muestra con la medida de la

relacion isotdpica de la mezcla mediante la aplicacion de la ecuacion [1]:

C.=C me Ms A ( Rm—Ry [1]
ST limg My A% \1-R,R
S t S mets

Donde Cs es la concentracion del analito en la muestra, C; es la concentracion del
trazador; myy ms son las masas de trazador y muestra empleadas respectivamente; M,y M; los
pesos atdbmicos de ambos; AP, y A% son las abundancias de los isotopos de referencia, el isétopo
b es el mas abundante en el trazador y el is6topo a en la muestra; R; es la relacion isotdpica a/b
en el trazador empleado, Rs es la relacion isotépica b/a en la muestra y R, es la relacion

isotopica a/b en la mezcla.

En esta ecuacion todos los pardmetros son conocidos excepto la relacion isotopica de la
mezcla Ry, por lo que la concentracién del elemento puede determinarse a partir de la medida de
ésta utilizando un espectrometro de masas. El desarrollo de la ecuacion del analisis por dilucién
isotopica se puede encontrar en varios articulos bibliograficos obteniendo ecuaciones
equivalentes, el que se describe a continuacién fue descrito por Rodriguez-Gonzéalez y col (15).
Si N; representa el nimero de moles de un elemento poliisotdpico en la muestra y Nt los moles
de ese elemento en el trazador, la cantidad resultante en la mezcla se puede expresar mediante la

ecuacion [2]:

Nm = Ns + Nt [2]

Del mismo modo, se puede hacer el mismo balance de masas para dos is6topos del
elemento (ay b):
N%, = N% + N% [3]
N°, = NP + NP, [4]

Dividiendo las ecuaciones [3] y [4] se obtiene la relacion isotopica para los dos is6topos

en la mezcla (ecuacion [5]):

_ N, N&+N{
NE T NP4nP

Rin [5]

Teniendo en cuenta las abundancias isotOpicas para cada isdtopo en la muestra 'y en el

trazador (A% A" A%, A%) se puede expresar la ecuacion [5] como:
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_NsAs®+NtAt?
NsAsb+NtAtb

[6]

m

Despejando el nimero de moles de la muestra se obtiene la ecuacién [7]:

b a
Ns = Nee—2o [7]

La ecuacion [7] es la forma més bésica del célculo por dilucién isotopica. Como se
puede observar, sabiendo el nimero de moles afiadidos con el trazador y conociendo la
composicion isotopica tanto de la muestra como del trazador, se puede calcular el nimero de
moles en la muestra simplemente midiendo R.,. La ecuacion [7] puede adaptarse para obtenerla
ecuacion [1] que proporciona concentraciones en vez de en numero de moles aplicando las

conversiones siguientes: Ns = (Cs'ms)/Mgy Ny = (cymy)/M..

1.2.3.3. Ventajas del analisis por dilucion isotépica

El andlisis por dilucién isotépica proporciona una serie de ventajas respecto a otros
métodos de andlisis. Por ejemplo, al contrario que con otras técnicas de calibracion, en la
ecuacién no existe ningun parametro relativo a la sensibilidad instrumental. Por tanto, los
posibles factores que modifiquen la sensibilidad del equipo no afectan al valor final de la

concentracion C,.

Una vez alcanzado el equilibrio isot6pico entre muestra y trazador, las pérdidas de
sustancia no afectan al resultado final, ya que cualquier alicuota de muestra tendra la misma R,

durante todo el proceso.

La incertidumbre en la medida de la concentracion depende solamente de la
incertidumbre en la medida de las relaciones isotdpicas. En la mayor parte de los casos Rs se
conoce Yy R; puede determinarse previamente o conocerse de antemano si se utiliza un trazador
con abundancias isotdpicas certificadas. Por tanto, el tUnico valor que tiene que ser determinado
experimentalmente es R, y esta determinacién puede realizarse con una elevada exactitud y

precisién utilizando un espectrometro de masas.

1.2.3.4. Requisitos del analisis por dilucién isotdpica

Hay que tener en cuenta que para que un analisis por dilucion isotdpica proporcione
todas las ventajas anteriores se han de cumplir una serie de condiciones, como que no haya
pérdidas de analito o de trazador antes de que se produzca el equilibrio isotdpico entre ambos.
Esta etapa de equilibrio entre el elemento a analizar y el trazador es critica para una correcta
aplicacion de un analisis por dilucion isotopica. También es importante la ausencia de

interferencias espectrales entre las sefiales de analito y trazador obtenidas mediante
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Espectrometria de masas. Ademas es necesaria una adecuada correccion de los parametros que
afectan a la medida de las relaciones isotopicas como el tiempo muerto del detector y la
discriminacion de masas, parametros que se explicaran en apartados posteriores de este trabajo.

A la hora de seleccionar el trazador, generalmente se utiliza un isétopo de baja
abundancia natural que no posea interferencias isobéaricas, este compuesto debe ser idéntico
quimicamente al analito ya que acta como un patrén interno que compensa todas las posibles
pérdidas durante el aislamiento de la muestra y el resto de las etapas del proceso analitico.

El empleo del andlisis por dilucion isotopica para determinaciones elementales totales
se ha realizado tradicionalmente utilizando la espectrometria de masas por ionizacion térmica
(TIMS), sin embargo, en los ultimos afios se ha generalizado es uso del ICP-MS debido a la
mayor disponibilidad de este tipo de equipos con los que se obtienen buena precision y
exactitud en la medida de las relaciones isotdpicas.

El andlisis por dilucion isotopica no solo se utiliza para determinaciones elementales
sino que también se puede aplicar a la determinacion de compuestos quimicos, la posibilidad de
disponer de diferentes compuestos marcados con **C o H ha permitido ha permitido ampliar el
namero de aplicaciones de esta metodologia de analisis en campos como la quimica organica, el

analisis clinico o la bioquimica entre otros (16).

1.2.3.5. Dilucidn isotépica en el analisis de especiacion.

Un analisis de especiacion es la identificacion y determinacion de las diferentes formas
guimicas en las que un elemento estd presente en la muestra. En ocasiones es importante
conocer, no solo la concentracion total del elemento de interés, sino también las distintas formas
fisico-quimicas en las que se encuentra. Por ejemplo en el caso del cromo un andlisis de
especiacion en especialmente importante debido a la diferencia de toxicidad entre sus especies.
Los compuestos de Cr (VI) son cancerigenos y muy téxicos para una gran variedad de

organismos mientras que el Cr (111) es un nutriente esencial.

El empleo de la dilucion isotépica con espectrometria de masas en este tipo de analisis
requiere una etapa previa de separacién de las especies que se quieren determinar. La seleccién
de la técnica mas adecuada de separacion dependerad de la naturaleza de los analitos y de la
muestra. La cromatografia de gases (GC) y la de liquidos de alta eficacia (HPLC) son las mas
comunes, aunque también pueden emplearse otras como la electroforesis capilar (CE). En este
trabajo se emple6 un cromatdgrafo de intercambio idnico acoplado al ICP-MS para separar las

dos especies de cromo (Cr (111) y Cr (V1)).

Existen dos modos de aplicar la dilucién isotdpica a estos andlisis de especiacion en

funcion del momento y la forma quimica en la que se afiade el trazador isotépico a la muestra.

11



l. Introduccion

Dilucion isotdpica inespecifica o “post-columna”: En este modo la adicién del

trazador se produce tras la separacion completa de las especies enddgenas a la
muestra. La ventaja principal reside en que el trazador isotopico puede afadirse
en una forma quimica distinta a la del analito presente en la muestra, por lo
tanto resulta muy util cuando el elemento de interés no pueda sintetizarse, no
exista comercialmente o cuando no se conozca exactamente la estructura y
composicion de las especies a determinar (17). Se debe tener en cuenta al
emplear este modo de andlisis que es necesario que la eficiencia de la
ionizacién del elemento de interés sea independiente de la forma quimica en la
gue se encuentre. Por este motivo la mayoria de los métodos que hacen uso de
esta técnica emplean como fuente de ionizacién una fuente de plasma de
acoplamiento inductivo (ICP).La gran desventaja de la dilucién isotdpica
inespecifica es que no corrige los errores ocurridos antes de que el trazador se
mezcle completamente con la muestra, por lo tanto todos los errores derivados
de la preparacién de la muestra como pérdidas, diluciones o preconcentraciones

no podran ser corregidas e influiran en el resultado final.

Dilucion isotopica especifica. En este caso se requiere de un trazador que

contenga las especies a analizar marcadas isotdpicamente. Por lo tanto al
contrario que en el modo anterior, en el modo especifico se tienen que conocer
perfectamente la estructura y composicion de las especies de interés. El trazador
se afiade a la muestra al principio del proceso analitico lo que proporciona todas
las ventajas de la dilucion isotopica convencional una vez se haya alcanzado la
mezcla total entre las especies enriquecidas afiadidas y las endégenas de la
muestra. Otra ventaja importante que proporciona esta técnica es la posibilidad
de utilizar trazadores isotépicos multiples. Estos trazadores estan constituidos
por una mezcla de las especies en estudio pero cada una de ellas enriquecida en
un isétopo diferente. Para la mayoria de los elementos se pueden escoger varios
isdtopos en los que se pueden enriquecer las diferentes especies a determinar.
Esto resulta muy Util cuando se tienen que analizar varias especies del mismo
elemento y existe el riesgo de transformaciones entre las mismas. Si cada
especie a analizar esta marcada con un isotopo distinto es posible realizar la
correccion de estas interconversiones y la cuantificacion simultanea de todas las

especies de la muestra (13).
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En este trabajo se aplico el modo especifico utilizando trazadores isotdépicos maltiples
para la deteccion de las dos especies de cromo, concretamente Cr (111) enriquecido en el is6topo
53y Cr (V1) enriquecido en el isétopo 50.

1.2.4. Medida de relaciones isotépicas y abundancias mediante ICP-MS

La espectrometria de masas con fuente de acoplamiento inductivo (ICP-MS) es la
técnica mas utilizada par la medida de las relaciones isotopicas con gran precision y exactitud.
Ademas ofrece una gran sensibilidad para la determinacion de un gran rango de metales y no

metales a concentraciones a nivel de trazas.

1.24.1. ICP-MS

El ICP-MS es el resultado de la combinacion de una fuente de ionizacion elemental de
muy alta eficacia, es decir, el plasma de acoplamiento inductivo (ICP) y la espectrometria de
masas. Es una técnica de andlisis elemental rapida, de alta sensibilidad y multielemental con
muchos campos de aplicacion. En la Figura se muestra un esquema de un equipo de ICP-MS.
Las partes mas importantes del equipo son el sistema de introduccion de muestra, el plasma
como fuente de iones, la interfase de muestreo, el sistema de focalizacion de iones, el sistema
analizador y el sistema de deteccién. El sistema de introduccion de muestra esta compuesto por
un nebulizador neumatico y una camara de nebulizacién en el que las muestras liquidas son
transformadas en un fino aerosol, del cual solo las gotas mas pequefias son introducidas en el
plasma. El plasma consiste en un gas altamente ionizado que se forma cuando un gas inerte
(Argon) es sometido a la accién de un campo magnético oscilante producido por una bobina de
induccién alimentada por un generador de radiofrecuencias. Las altas temperaturas que se
alcanzan en la fuente de ICP aseguran una completa atomizacion de la muestra y su posterior

ionizacion.

Parte de la poblacién de iones que componen el plasma son transportados a través de la
interfase de muestreo al analizador de masas mediante una interfase formada por dos conos: uno
de muestreo (sampler) y otro separador (skimmer). La interfase es necesaria para facilitar el
transporte de los iones desde el plasma que esta a presion atmosférica al cuadrupolo que opera a
alto vacio. El enfoque de los iones a la entrada del analizador se lleva a cabo mediante un

sistema de lentes i6nicas que coliman y focalizan el haz de iones.

El equipo ICP-MS empleado en este trabajo tiene instalada una celda de
colision/reaccion de octapolo que permite la utilizacién de gases ligeros para eliminar las
interferencias poliatomicas. Se puede emplear H, como gas de reaccion o He como gas de
colision. El analizador es la parte del equipo donde los iones son separados por su masa. El tipo

de analizador de masas utilizado en este trabajo es un analizador de tipo cuadrupolo que esta
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formado por cuatro barras alineadas paralelamente entre si y equidistantes sometidas a voltajes
que dejan pasar Unicamente la relacion m/z escogida hacia el detector (multiplicador de iones

secundarios).

lentes
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\ \ plasma
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Figura 3. Diagrama esquematico de un equipo ICP-MS

1.2.4.2, Cromatografia ionica acoplada a ICP-MS

Como ya se ha comentado el analisis de especiacion con ICP-MS requiere de una etapa
de separacion previa que permita separar las distintas especies de un elemento antes e
introducirlas en el ICP-MS. En este trabajo se empled la cromatografia liquida de intercambio
ibnico (IC-ICPMS) para la separacién de Cr (I11) y Cr (VI). La cromatografia de intercambio
ibnico es un proceso gque permite la separacion de iones y moléculas polares basada en las
propiedades de carga de las moléculas. La fase estacionaria es una resina de intercambio i6nico
en la que los analitos se intercambian por los iones de la fase estacionaria y de la fase mavil. Es
este caso se utiliza una columna de intercambio anidnico para separar las especies de cromo, la
forma hexavalente como CrO?, y la trivalente en forma del complejo aniénico que forma con el
acido etilendianimotetraacético (Cr-EDTA). El método de separacién de cationes basado en el

uso de aniones quelantes de alta carga esta descrito en la bibliografia (18).

1.2.43. Factores que afectan a la exactitud de la medida de relaciones isotopicas

o Interferencias espectrales: El analisis elemental por dilucion isotdpica sélo

puede llevarse a cabo si al menos dos de los is6topos considerados del elemento a
analizar estan libres de interferencias espectrales. Para una medida exacta de las
relaciones isotopicas debe evitarse la presencia de iones (poli 0 monoatémicos) que

tengan la misma relacion masa-carga que los isdtopos del elemento que se van a
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monitorizar. EI empleo del ICP-MS hace que estas interferencias se produzcan a menudo
debido a los gases del plasma o a posibles efectos de la matriz. distinguirlos tipos de

interferencias mas comunes son:

« Interferencias espectrales: todo ion monoatémico o poliatdbmico que
coincide en relaciobn masa nominal/carga con el isétopo de nuestro
interés.

« Interferencia isobérica: interferencia espectral que se produce cuando
dos elementos diferentes comparten una misma relacion masa/carga o
isétopo.

» Interferencia poliatdmica: se debe a la combinacion de dos o mas
atomos de forma que la suma de sus masas nominales coincide con la

masa del isétopo de interés.

e Tiempo muerto del detector: El tiempo muerto del detector se define como el

intervalo de tiempo existente entre dos eventos en el que el sistema de deteccion de
impulsos no es capaz de procesar las nuevas sefiales. Los equipos ICP-MS méas comunes,
emplean como sistema de deteccion multiplicadores de electrones o sistemas de conteo de
pulsos. En estos instrumentos cuando se producen velocidades de conteo muy elevadas
(més de 10° cuentas por segundo) el efecto del tiempo muerto del detector determina que
el nimero de cuentas registradas sea menor de lo que realmente es. El valor del tiempo
muerto del detector de un equipo puede ser calculado e introducido en el software del

ICP-MS de modo que realice una correccién automatica de todas las intensidades (19).

. Discriminacion de masas: El efecto de discriminacién de masas es un error

sistematico que se produce en el ICP-MS debido a la transmision preferente de los
isétopos mas pesados a través del espectrometro de masas frente a los mas ligeros. Si este
efecto no se corrige, una relacion isotépica medida experimentalmente Ilevara asociada
un error sistematico respecto a la relacion isot6pica real o tedrica que sera proporcional a
la diferencia de masa entre los is6topos. Estudios anteriores demuestran que el efecto de
discriminacion de masa se origina tanto en el vacio de la interfase de extraccion, “efecto

orificio” como en el sistema de lentes i6nicas debido a efectos de “espacio-carga” (20)
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I1. Objetivos

El objetivo principal del presente Trabajo Fin de Master es la aplicacion del analisis por
dilucién isotopica empleando trazadores isotopicos multiples para la evaluacién de la Norma
UNE-EN 71-3: 2013. Concretamente se persigue el estudio de la estabilidad de las especies de
Cr durante el proceso de migracion detallado en la norma UNE-EN 71-3 para muestras de
juguetes de la categoria Il (materiales de raspado). El proceso de migracién detallado en la
norma no deberia producir la interconversion redox del Cr(lll) y el Cr(VI) y por tanto deberia
mantener la identidad de ambas especies a lo largo del proceso para poder evaluar
correctamente la toxicidad de las muestras estudiadas. Sin embargo, la determinacion
simultanea de ambas especies requiere la aplicacion de diversas etapas de preparacion de
muestra que pueden inducir la interconversion redox de las especies. La metodologia analitica
empleada en este Trabajo Fin de Master se basa en el uso de especies de Cr enriquecidas
isotopicamente, cada una en un isétopo de Cr distinto, de modo que permita la correccion de las
interconversiones producidas durante el andlisis y asi poder diferenciarlas de las producidas
durante el proceso de migracion. Este objetivo general se abord6 a través de los siguientes
objetivos parciales:

1. Caracterizacién de las especies de Cr(lll) y Cr(VI) enriquecidas isotopicamente:
determinacion de su concentracion por dilucion isotopica inversa y de su composicion

isotopica.

2. Estudio de la interconversion redox entre el Cr(lll) y el Cr(VI) durante el proceso de
migracion detallado en la Norma UNE-EN 71-3 para los materiales de juguetes de

categoria 1l (material de raspado) en ausencia de matriz solida.

3. Estudio de la interconversién redox entre el Cr(lll) y el Cr(VI) durante el proceso de
migracion detallado en la Norma UNE-EN 71-3 para los materiales de juguetes de
categoria Il (material de raspado) en presencia de distintas matrices de juguetes

(recubrimientos de pinturas, telas y papel o cartén).
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3.1. Instrumentacion

En el desarrollo de este trabajo se empleo un equipo de cromatografia idnica acoplada a

un espectrometro de masas con fuente de plasma de acoplamiento inductivo (IC-ICP-MS).

Cromatografia liquida

La separacion del Cr (111) y Cr (V1) se llevo a cabo utilizando un sistema HPLC Dionex
DX-120 (Sunnyvale, CA, EEUU) con una columna de intercambio aniénico Dionex AS9-
HCcon unas dimensiones de 4 mm diametro x 250 mm de longitud y un tamafio de particula de
9um, y con un loop de inyeccion de 20 pL. Esta columna tiene una fase estacionaria polimérica
de divinilbenceno/etilvinilbenceno con amonio cuaternario como grupo funcional y su
hidrofobicidad es media-baja. Como fase movil se empleo una disolucion de EDTA 5mM a pH

10 y se us6 un flujo de 1 mL/min.

ICP-MS

El equipo ICP-MS utilizado para la deteccion del cromo fue un equipo Agilent7500cde
la casa Agilent Technologies (Tokyo, Japon), equipado con una celda de colisién de tipo
octapolo y un nebulizador tipo Meinhard de flujo concéntrico. Las condiciones experimentales

en las que se realizaron los analisis se muestran en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones experimentales para la especiacion de cromo por HPLC-ICP-MS.

Parédmetro Ajustes
ICP-MS Agilent 7500c
Potencia RF 1500 W
Flujo de gas portador (Ar) 1.14 L/min
Bomba peristaltica 0.1 rps
Cell entrance -46 V
QP focus -12v
Cell exit -6 V
Octapole bias -18V
QP Bias -16 V
Flujo de He en la celda 4 mL/min
Tiempo de integracion 0.1ls
Is6topos monitorizados 50, 52, 53, 54
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Sistema de microondas

Para la complejacion del Cr (1I1) con EDTA se utilizd un sistema de microondas
focalizadas modelo Explorer-Hybrid de la empresa CEM corporation (Matthews, NC, EEUU).
Este sistema permite controlar la potencia, la temperatura, el tiempo, la presién y la agitacién de
las muestras durante la aplicacion de las microondas. El equipo se controla por ordenador e
incluye un automuestreador. El programa empleado fue un tiempo de 5 minutos a 80 °C con

agitacion magnética.

3.2. Materiales y Reactivos

Se empleo para la preparacion de las disoluciones, tanto de los patrones como de las
muestras una balanza analitica AB204-S (Mettler Toledo, Zurich, Suiza), ya que todas las
disoluciones se prepararon por pesada para una correcta correccién gravimétrica de las mismas.
El control del pH de las disoluciones se hizo con un medidor de pH Basic 20 (Crison,
Barcelona, Espafia).Para la incubacion de las muestras se utilizo una placa calefactora con
agitacion magnética IKA RCT Basic (Staufen, Alemania) con un termémetro de contacto
electronico IKA, ETS-D5/D6 para garantizar que la temperatura del bafio de agua no
sobrepasara el valor seleccionado. Todos los reactivos que se usaron en este trabajo fueron de

grado analitico:

Patrones de cromo enriguecidos

Se prepararon disoluciones de 10 y 100 ppm a partir de disoluciones marcadas
isotopicamente proporcionadas por la empresa ISC-Science (Oviedo, Espafia) de cromo
hexavalente enriquecido en el isotopo 50 en hidroxido sédico diluido y de cromo trivalente

marcado en el is6topo 53 en 4cido nitrico al 2%.

Patrones de cromo naturales

Se prepararon dos disoluciones patron con abundancias isotdpicas naturales de Cr (VI)
y Cr (I11). La disolucion de Cr (V1) natural se prepar6 a partir del compuesto K,Cr,0O; (Sigma-
Aldrich, ref. 42019, 99.5%, 294.18 g/mol), en NaOH diluido, se ajust6 a pH 10 con NaOH
concentrado. Se obtuvo una concentracion aproximada de 1500ppm.Se prepard una disolucion
patron de Cr (I11) de 100ppm a partir de la disolucién comercial de cromo trivalente en acido
nitrico (Sigma-Aldrich, ref 94238, 1 g/L). Se diluy6 con HNO; al 2%.
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Otros reactivos

Se prepararon disoluciones acuosas de &cido etilendiaminotetraacetico (EDTA) 5, 20 y
50mM a partir del sélido hidratado Na,EDTA (2H,0) al 99% (Sigma-Aldrich). Se ajustaron
todas las disoluciones a pH 10 con una solucién de amoniaco (Sigma-Aldrich). Para utilizarlas

como disolvente y fase movil.

Se usaron también disoluciones de acido clorhidrico 0.07 M y acido nitrico al 2 %,
ambas preparadas a partir de los acidos purificados mediante destilacién. Las disoluciones
acuosas de hidroxido de sodio se prepararon a partir del compuesto sélido al 98% de pureza
(Sigma-Aldrich).Toda el agua empleada, tanto como disolvente como para el lavado fue H,O
ultrapura obtenida en un sistema Mili-Q (Millipore Co, Bedford, EEUU).

3.3. Procedimientos

3.3.1. Caracterizacion de los trazadores isotopicos empleados:

Los trazadores isotopicos empleados *°Cr (V1) y **Cr (1) a lo largo de este trabajo se
caracterizaron por dilucion isotopica inversa. En este tipo de andlisis los patrones naturales se
utilizan para cuantificar los trazadores. Para ello es necesario medir experimentalmente la

concentracion y la composicion isotopica de los trazadores empleados.

Para cuantificar la disolucion de cromo hexavalente enriquecido en el is6topo 50 se
prepar6 una mezcla de la disolucion del trazador con el patron natural en EDTA 5 mM a pH 10.
Se parti6 de disoluciones de 10 ppm y se prepararon tres mezclas pesando cerca de 0,1 g del Cr
de abundancia isotopica natural y 0,1 g del enriquecido isotopicamente ya que deben estar en
una relacién aproximadamente 1:1.También se prepar6 otra disolucion de *°Cr (VI) en EDTA

5mM para el célculo de abundancias isotdpicas en la disolucion del trazador.

Para cuantificar la disolucion de cromo trivalente enriquecido en el is6topo 53 también
se realizaron tres mezclas, pero en este caso se utilizaron soluciones mas concentradas porque el
cromo trivalente se tiene que derivatizar mediante complejacion con una disolucion de EDTA
50mM. Para ello, se pesaron aproximadamente 0,1 g del patron de Cr (l11) natural de 100ppm y
otros 0,1 g de la disolucion enriquecida en **Cr (111) también de 100 ppm y se llevaron hasta 10
g con EDTA 50 mM a pH 10. Los tres tubos donde se realizaron las mezclas se introdujeron en
un barfio de agua y se incubaron las disoluciones durante una hora a 70 °C. En estas condiciones
el Cr (111) forma un complejo con el EDTA. Después las tres replicas se diluyeron 1:10 con H,0

MiliQ para que la concentracion de EDTA coincida con la de la fase mévil empleada en la

21



I11.Experimental

separacion cromatografica. Para el célculo de las abundancias isotOpicas se preparé una

disolucion solo con el trazador y EDTA que también tiene que ser incubada y diluida.

.Disolucidn para la correccion de la discriminacion de masas

Como se comentd en la introduccion, cuando se miden relaciones isotdpicas mediante
ICP-MS se produce un error sistematico que se conoce como discriminacion de masas debido a
que los is6topos méas pesados se transmiten de manera mas efectiva que los ligeros. La
discriminacion de masas se corrige mediante la medida adicional de un patrén natural que
proporciona el valor del factor de discriminacién de masas. Como se miden ambas especies de
Cr en el mismo cromatograma, preparamos una Unica disolucién pesando 0,1 g de las
disoluciones de Cr (V1) y de Cr (111) naturales de 100 ppm en EDTA 50 mM. Se incubd durante
una hora en un bafio de agua a 70 °C y después se diluyé de la misma manera que las

disoluciones anteriores.

3.3.2. Estudio del comportamiento del Cr (Ill) y Cr (VI) durante la
simulacion de digestion géastrica propuesta en la normativa UNE-
EN 71-3:2013

Como se explica en la introduccion de este trabajo, la normativa espafiola vigente en
relacién a la seguridad de los juguetes es una traduccidn literal, sin modificacion, de la Norma
Europea EN-71. La tercera parte de esta normativa (EN 71-3:2013) especifica los requisitos y
los métodos de ensayo para la migracion de ciertos elementos (entre los que se encuentran el Cr
(VI) y el Cr (I1)) desde los materiales y partes de los juguetes. Estos requisitos se aplican a
aquellos juguetes o partes de juguetes que puedan suponer un riesgo debido a la succidn, el
lamido, la ingestion o el contacto prolongado con la piel cuando el juguete se usa en la forma
intencionada o previsible teniendo en cuenta el comportamiento de los nifios. Los materiales del

embalaje no estan considerados a no ser que tengan un valor ludico.
En la Norma se clasifican los materiales en tres categorias:

- Categoria I: materiales secos, quebradizos, similares al polvo o flexibles.
- Categoria Il: materiales liquidos o pegajosos.

- Categoria Ill: materiales raspado.

Se especifica que los elementos solubles se extraen de estos materiales empleando unas
condiciones que simularian el material cuando est4 en contacto con los jugos gastricos durante
un periodo de tiempo después de su ingestion y propone tres métodos distintos para la

determinacion de su concentracion segun el elemento a analizar.
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Para el procedimiento de migracion se mezcla la porcion de ensayo de la muestra del
material con una disolucion acuosa de acido clorhidrico al 0,07 M a temperatura ambiente. Se
agita la mezcla durante un minuto y se comprueba su pH, este debe estar comprendido entrel,0
y 1,5, si es superior se ajusta con una solucion de HCI 2 M. Se protege la mezcla de la luz y se
agita durante una hora a (37+2) °C continuamente tras la cual se deja reposar durante otra hora
a la misma temperatura. Después de esto se separa el s6lido de la disolucién. La norma indica
que tras la etapa de migracion hay que neutralizar directamente la disolucion para prevenir las
conversiones de las dos especies de cromo .En este trabajo se evalu6 el comportamiento del Cr
(VD) y Cr (IIl) durante la migracion de la muestra, para ello se llevaron a cabo adiciones de
patrones naturales de cada analito a disoluciones en blanco y a disoluciones que contienen las
muestras reales objeto de estudio.

La determinacion de las especies en la disolucion de migracion solo requiere, una etapa
de complejacion, realizada en microondas a 80 °C para garantizar que todo el Cr (lIl) en la
disolucion se compleja con el EDTA y conseguir una éptima separacién cromatogréafica. El
proceso de preparacion de la muestra puede producir conversiones en los analitos pero éstas se
pueden corregir mediante la adicion de trazadores isotopicos multiples que se afiaden antes del
comienzo de la aplicacién de las microondas focalizadas (21).

Toma y preparacién de las muestras

Para este andlisis se seleccionaron como muestras tres tipos de materiales distintos
pertenecientes a la categoria Il de la norma UNE-EN 71-3:2013. Como material de
recubrimiento, la pintura de un puzle de madera; como textil el vestido de una mufieca y como

material de papel o carton, una baraja de cartas infantiles (Figura ).

Para la obtencion de la porcidn de ensayo se procedid de distinta manera segun el tipo
de material. EI material de recubrimiento se separa mediante accion mecanica, raspando con
unas tijeras la superficie del material para arrancar la pintura. Del puzle se seleccionaron piezas
distintas para obtener muestras de dos pinturas de diferente color, en ambos casos la porcion de
ensayo no fue inferior a 100mg. Del textil y del carton se obtienen las muestras de 100mg a

partir de probetas de ensayo que se recortan de aproximadamente una dimension de 6mm.
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Figura 4. Fotografias de los juguetes comerciales de los cuales se obtuvieron los materiales que
se utilizaron como muestra.

Patrones naturales

Se prepararon dos disoluciones de 5 ppm de Cr (V1) y Cr (I11) de abundancias isotdpicas
naturales a partir de las disoluciones patron que se habian preparado anteriormente. Estas
disoluciones serviran para el estudiar las recuperaciones y observar como afecta el proceso de

migracion a ambas especies de cromo.

Trazadores isotépicos

Se prepararon disoluciones de 100 ppb de los dos elementos enriquecidos a partir de las
que se dispone de mayor concentracion. El trazador de Cr (V1) enriquecido en el isétopo 50 se
realiza diluyendo el patrén de 10ppm en NaOH diluido y el de Cr (111) enriquecido en el is6topo

53 en nitrico al 2%.

El procedimiento que se siguio en la realizacion del analisis se muestra en la Figura 5y
en la Figura . En primer lugar se realiz6 el procedimiento de migracion que se indica en la
Figura , en un vial de vidrio ambar se afiadieron 100 mg del material de juguete, se afiadieron
0.1 g de cada una de las disoluciones de patrones naturales de 5 ppm, y se afiadié acido
clorhidrico 0.07M hasta aproximadamente 5 g. Se comprobd el pH de la disolucién resultante

24



I11.Experimental

con un medidor de pH, si es superior a 1.5 se ajusta afiadiendo gota a gota una solucién de HCI
2M hasta conseguir un pH entre 1.0-1.5. Los viales se introdujeron en un bafio de agua a (37+2)
°C como se muestra en la Figura donde se mantuvieron una hora con agitacion y otra en reposo.
Pasado el tiempo de incubacion se recogié con una pipeta la solucién que queda sobre el sélido
consituyendo la disolucion de migracion.

Incubacién 1h con agitacién
0.1g muestra ﬂ \% 3 2h(37+2)°C
op

PH1.0-1.5 lhenreposo

+0.1g Cr(VI)-nat, 5ppm —
+0.1g Cr(ll)-nat, Sppm Ajustar con HCI 2M
hasta 5g con HCl, 0.07M

—_—

|

Sobrenadante:
DISOLUCION DE MIGRACION

Figura 5. Esquema del procedimiento de migracion realizado a lo largo de este trabajo
siguiendo la norma UNE-EN 71-3:2013.

Una vez obtenida la disolucion de migracién se cogen 0.5 g de ésta y se echan en un
vial de microondas, se afiaden los trazadores isotopicos de *°Cr (V1) y *Cr (111), 0.5 g de cada
uno y se lleva la disolucién hasta 5 g con EDTA 20 mM a pH 10. Las disoluciones se
introducen en un sistema de microondas focalizadas como el que se muestra en la Figura 4. Para
realizar la complejacion del cromo trivalente, se utiliza un programa de 5 minutos a 80 °C.
Después se procedio a la dilucién de las muestras para obtener una concentracion similar a la
fase mavil que se utiliza (EDTA 5mM) en el sistema IC-ICP-MS.
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@Iucién de @

Complejacién en MW

IC-ICP-MS

r

+Cr(VI)-50, 100 ppb
+Cr(1N)-53, 100 ppb 5’ 80°C
Hasta 5g con EDTA 20mM, pH=10

Figura 6. Esquema de la preparacién de muestra empleada para el analisis de la disolucién de

migracion obtenida segun la norma UNE-EN 71-3:2013.

La determinacién de cromo mediante ICP-MS aplicando IDMS no es sencilla debido,
tanto a las interferencias isobaricas producidas por el hierro, **Fe, como a las interferencias
poliatomicas de diferentes is6topos producidas por carbono, oxigeno, cloro y argbn que
provienen de la fase movil (EDTA), el gas del plasma (Ar) o de la matriz. El uso de la celda de
colision y el empleo de helio como gas de colision puede reducir estas interferencias
significativamente. Por otra parte, las interferencias isobéricas debidas al *‘Fe se evitan
mediante el uso del sistema cromatografico con tuberia de PEEK (polyetheretherketone) y
componentes que no tienen acero al contrario que los sistemas tradicionales. La Tabla 1 recoge

las interferencias mas importantes en la determinacion de los is6topos de Cr mediante ICP-MS.

Tabla 3. Composicion isotdpica del cromo natural y principales interferencias.

Isotopo Cr 50 52 53 54
Abundancias (%0)* 4.3452 83.7895 9.5006 2.3647
Interferencias 5
s Fe
isobaricas
40 p L12~+ 37~ 116t
Ar<C CI0
Interferencias BArect o1 s o 13t OArBCHY
F At AAG 36 A 14N T CIOH Ar=C 37~ 1161 gt
poliatomicas Ar-N B[ 0 p PGl CI®O'H
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4.1. Meétodo de calculo empleado: La deconvolucién de perfiles
isotopicos (IPD)

La deconvolucién de perfiles isotopicos (IPD, Isotope Pattern Deconvolution) es una
herramienta matematica que puede ser aplicada a cualquier problema analitico que utilice
isGtopos estables enriquecidos tanto en analisis inorganico, organico y bioquimico como para

especiacion metalica y metabolismo mineral.

Se define perfil isotdpico como el conjunto de abundancias isotdpicas relativas de todos
los is6topos estables de un elemento. La suma de todas las abundancias isotopicas relativas de
cualquier perfil isotopico es uno (o0 100% si se utilizan abundancias expresadas en atomos por
ciento). El perfil isotpico puede medirse experimentalmente, por ejemplo como se realiza en el
presente trabajo mediante la espectrometria de masas con fuente de plasma de acoplamiento

inductivo.

El perfil isotépico natural es aquel que posee un elemento que se encuentra en la
naturaleza. Para la mayoria de los elementos es constante e invariable en toda la Tierra. Las
abundancias isotOpicas naturales de los elementos estdn tabuladas incluyendo sus
incertidumbres. En el perfil isotopico alterado de un elemento la abundancia relativa de uno o
varios isotopos estables es claramente distinta a la natural. Normalmente, en estos perfiles
isotopicos alterados un is6topo se encuentra en una abundancia isotdpica relativa mas elevada
que en el elemento natural (isotopo enriquecido) mientras que el resto de los is6topos tiene una

abundancia menor.

La deconvolucién de perfiles isotépicos utiliza la regresion lineal maltiple para calcular
la contribucién de varios perfiles isotépicos distintos de un mismo elemento al perfil isot6pico
medido experimentalmente para ese elemento en la muestra. El resultado de este proceso
matematico es la fraccion molar de cada uno de los perfiles isotépicos en la muestra. Esta
fraccion molar es la cantidad de moles correspondiente a un determinado perfil isotépico de un
elemento dividida por la cantidad de moles totales de ese mismo elemento en la muestra
analizada (22).

La principal diferencia entre esta técnica quimiométrica y las ecuaciones utilizadas
tradicionalmente en Dilucion Isotdpica es el uso de abundancias en lugar de relaciones

isotopicas.
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A continuacion se deduciran las ecuaciones de IPD utilizadas en este trabajo. Para ello
se consideran tres perfiles isotdpicos distintos: el perfil isotdpico natural del elemento y los
perfiles isotdpicos alterados de dos trazadores enriquecidos t1 y t2.

El balance de masas para el nimero de moles totales del elemento en la muestra, Ny,

viene dado por:
Nm = Nnat + Nt1 + Nt2 [9]

Donde Nnat es el namero de moles desconocidos del elemento de abundancia isotopica
natural y Ntl y Nt2 los moles del elemento correspondientes a los dos perfiles isotdpicos
alterados en la muestra. Este balance de masas de la ecuacion [9] se puede hacer para todos los
isétopos, i, del elemento que configuran su perfil isotopico (para el caso del cromo se podria
realizar para sus cuatro is6topos: 50, 52, 53 y 54).

Nin = Nnae + Ny + N [10]

La ecuacion [10] se puede expresar como una combinacion lineal de la cantidad total de
moles del elemento en cada uno de los perfiles isotpicos y de las abundancias isotopicas:

Nm x Ay = Nyge X Abgr + Neg X Afn + Nip X Aiz [11]

Donde, A, Ala, AlwyA'p son las abundancias isotpicas del is6topo i en cada uno de los
perfiles isotdpicos. La abundancia de la mezclase puede medir y la del perfil isotopico natural se
puede conocer porque estan tabuladas por la IUPAC. Dividiendo la ecuacién [10] entre la

ecuacion [11] se obtiene:
ALy = Xpae X Ange + Xe1 X Ay + Xy X A [12]

Donde se definen las fracciones molares como:

Nnat Nty N2

1 2
nat ™ NygetNeg+Ngy' Ot Nnat+Ne1+Ne2 t Nnat+Nt1+Ng2

Si el elemento utilizado posee n is6topos estables (siendo n> 3), se pueden establecer

un sistema de ecuaciones lineales representado en forma matricial por la ecuacion [13].

e .
A;n A}lat A%l A%Z el
A;” Arae Ah Al Xnat 2
An | = A AL AL | Xt1 +| ¢ | [13]
anct|langdoaptoamt| the llJ'
| A% | LAnee AL AL e”
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Como hay més ecuaciones que incognitas (fracciones molares) la matriz se puede
resolver por ajuste de minimos cuadrados obteniendo los valores de las fracciones molares Xpa,
XuY Xp. Para ello se puede utilizar la funcién “Estimacion Lineal” del programa EXCEL de
Microsoft Office (13).

Finalmente, como se conoce el nimero de moles afiadidos a la muestra se puede
conocer el nimero de moles del elemento de abundancia isotdpica natural mediante la ecuacion
[14]:

Xnat — M [14]

Xt2 N¢z

La ecuacion [14] es valida siempre y cuando no existan interconversiones entre los
analitos pero no son validas cuando se producen transformaciones de las especies del elemento a

lo largo del anélisis.

En el caso del cromo si ocurren este tipo de transformaciones debido a los procesos de
oxidacion/reducciéon entre las especies de Cr (II) y Cr (VI). Para corregir estas
interconversiones se definen los factores de degradacion, F1 como la cantidad relativa de Cr(V1)

que se transforma a Cr(I11) y F2 como la cantidad de Cr(l1l) transformada en Cr (VI).

A continuacion se explican los calculos que se utilizaron en este trabajo para el caso
concreto del cromo, partiendo de los balances molares correspondientes a cada especie en una
mezcla que contiene la muestra, m, un trazador enriquecido con *°Cr(VI), t;, y un segundo

trazador marcado con >*Cr(111):

Nrir(m) _ Nﬁggm) n NCr(III) N NCr(III) [15]
NCr(VI) Nrf(:t(w) n NCr(VI) N NCr(VI) [16]

Las matrices aplicadas a la especie de Cr trivalente para la obtencion de las fracciones
molares en la muestra y en los trazadores y a la especie de Cr (VI) son las siguientes

respectivamente:

50
[A Cr(III)] [Anatcram Atz cr(II) t1 CT(III)] K Crain 50
52 [ nat -| e
|Am cram | |Anat,Cr(III) AtZ cr(in) Atl cr(in | A eram | e52 17
A53 - A53 A A th 853 [ ]
m,Cr(I1I) nat,Cr(I1I) t2,cr(11) t1,cr(Il) cr(In 54
ASt A Al A3 A €
m,Cr(I1I) nat,Cr(I1I) t2,Cr(11) t1,Cr(II)
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50 50 50
[Amcravn]  [Anatcron AtZ v AtLeron] ¥ Cr D 050
52 t
IAm cr(vi) | |Anat cr(vi) At2 cr(VID Atl crevn | [Xréz(VI)—l + e52 [18]
53 53
Ancron| |Anateron  Abcran  Atcran Crv) 1" e o
A54 A54 A A th e
m,Cr(VI) nat,Cr(VI) t2,Ccr(VI) t1,cr(VI)

Una vez obtenidos los valores de las fracciones molares, la cantidad total de Cr (I11) y
Cr(V1) en la mezcla (N, yN,,°""") se puede calcular con las cantidades afiadidas a la mezcla
de los trazadores, t; (de Cr(VI1)) y t2 (de Cr(l11)) y las ecuaciones siguientes:

Nevcrrny = XCr(VI) NCr(VI) + XCr(III) NCr(m) [19]

N,, crain = XCr(VI) NCr(VI) + XCr(III) NCr(III) [20]

Aplicando los factores de degradacion:

cr{in ,,Cr(Ir)
Xpyy N

cr(vVI) —= cr(lI) F1="2t

Nt1,crovp

Cr(vy_,,Cr(vVI)
Cr(Ill) —F2 Cr(VI) =2 Nm

Nz crain

Finalmente se obtienen las concentraciones corregidas para la muestra resolviendo el

siguiente sistema de ecuaciones:

XCr(III) NCr(III) Tcr'Lr(VI)(l _ FZ) +F1- Nrszr(W)

nat
[21]
xCron NCr(VI) _ NCT(VI)(l F1)+F2 - NCr(III)

nat

4.2. Caracterizacion de los trazadores isotopicos empleados:
Dilucién Isotopica Inversa

Para poder evaluar el comportamiento del cromo en la disoluciéon de migracion tras la
simulacion gastrica de los materiales de los juguetes mediante el analisis por dilucion isotopica
es necesario conocer la concentracion exacta de los patrones marcados isotopicamente que se
utilizaran en la cuantificacion. Por este motivo la primera parte de este trabajo consistié en
caracterizar y cuantificar las disoluciones de los dos trazadores que se emplearon después. Esto

se llevo a cabo mediante dilucion isotopica inversa.
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La dilucion isotdpica inversa consiste en el uso de patrones naturales de cromo de
concentracion perfectamente conocida para obtener la concentracion de los trazadores
enriquecidos isotopicamente. Se caracterizaron los trazadores de *°Cr(VI) y **Cr(Ill) mediante
HPLC-ICP-MS. El uso de este equipo hace necesario corregir el efecto de la discriminacion de
masas que ya se nombro anteriormente (los atomos méas pesados se transmiten mejor que los

mas ligeros).

En este trabajo se ha asumido una dependencia lineal de este efecto con la diferencia de
masa de los isdtopos en los que se mide la relacion. La discriminacion de masas se corrige
mediante la medida de un patrén natural que proporciona el valor del factor de discriminacion
de masas, K. El valor de K se calculd a lo largo de este trabajo antes y después de cada tres
medidas de las muestras. A estas tres medidas se les aplica la media de los valores de K
obtenidos antes y después. El factor de discriminacion de masas se calculd en este trabajo
mediante la ecuacion [22]

K __Rexperimental—Rteorica
Rteorica:AM

[22]

Utilizando como is6topo de referencia el is6topo 52 del cromo, se obtiene para un
isotopo i de cromo:

Abund iateoricaCr—52
Ricorica = o RHTETIAET 22yl or tabulado) [23]

AbundanciateoricaCr—i

__ AbundanciaexperimentalCr—>52
Rexperimental -

[24]

AbundanciaexperimentalCr—i
AM = i- 52 (diferencia de masa) [25]

La abundancia se calcula como:

i R . ., . . -4 - s e
A= ST R siendo R la relacion entre la intensidad de cada isétopo y el isétopo méas

i=1
abundante, en este caso, el isotopo de mayor abundancia natural es el *°Cr. Las intensidades se
obtienen con la integracion de los picos cromatograficos, de Cr (l11) o de Cr (VI) tras extraer la

relacion m/z de interés.

Célculo de las abundancias isotdpicas en los trazadores

Una vez obtenido el factor de discriminacion de masa se corrigen las relaciones
isotopicas mediante la ecuacion [26] y se obtienen las abundancias en el trazador enriquecido

isotdpicamente mediante la ecuacion [27]:
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_ Rexperimental
Rcorregida - 1+KAM [26]
i _ Réorregida 27
spike — y RE [ ]

i=1"corregida

Célculo de la concentracidn de los spikes por IDA inversa

La ecuacion de la dilucion isot6pica inversa es una adaptacion de la ecuacion general de

la dilucién isotdpica convencional (ecuacion [1]):

_ Mpat Mt A%at Rim—Rnat
Ce = Cpat b\ [27]
mg Mnat Al‘ 1 RmRt

Siendo en este caso:

C¢ y Cpae» las concentraciones de cromo en el trazador enriquecido isotépicamente y
en el patrén natural.

My at Y Mg, los pesos del estandar natural y del trazador en la mezcla.

M,y M,,4¢, los pesos atomicos elementales del trazador y del patron natural.

A% .+, 1a abundancia natural del is6topo més abundante de cromo, m/z 52 (83,7895)
valor tabulado por la IUPAC.

Ab, la abundancia del is6topo mas abundante de la disolucion a caracterizar. Se utiliza

el is6topo en el que esta enriquecido el trazador enriquecido isotépicamente: el 50 para el
Cr(VI1) y 53 para el Cr(llI).

4.2.1. Caracterizacion de la disolucién de **Cr (111)

Se determind la concentracion de dicha disolucion de Cr(l11) enriquecido en el is6topo
53 mediante IDMS inversa realizando tres mezclas de un patrén de abundancia natural con la
disolucién de trazador enriquecido. Cada replica se introdujo tres veces en el equipo de IC-
ICPMS y se obtuvieronlos cromatogramas correspondientes, en la imagen inferior se muestra
uno de ellos.
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2.0E5 1
1.0E5 - 50:
52 | jL
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57
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Figura 7. Cromatograma IC-ICPMS del trazador isotopico de Cr(Ill) enriquecido en el is6topo
53 al que se le afiadi6 una cantidad equivalente de Cr(111) de abundancia isotopica natural.

Como se indico en el apartado 3.3.1. las disoluciones se realizan afiadiendo el patron
natural de Cr(lll) y el enriquecido en la misma proporcion, en la Figura 7 se puede observar que
solo aparecen un pico cromatografico al tiempo de retencion al que segin la bibliografia
consultada sale el compuesto de Cr(l11) complejado con EDTA. Los picos mas intensos son los

correspondientes al isGtopo 53 del trazador y al 52 que es el mayoritario en la naturaleza.

Para el célculo de las abundancias isotdpicas del trazador se mide en el sistema IC-ICP-
MS una disolucion del mismo de concentracién aproximada de 100ppb. La Figura 8 muestra un
Cromatograma en el que se observa como aparece un pico muy intenso correspondiente al >*Cr
(111) y como los picos de los otros is6topos estan en muy baja abundancia en la disolucion de

trazador. Esta determinacion también se realizé por triplicado.

1.0E6 1
] s0:

S0ES1 52, 1 ,\L
] 53: Jj
154

Lec> 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450

Figura 8. Cromatograma IC-ICPMS obtenido para el célculo de abundancias del trazador de
Cr(111) enriguecido en el is6topo 53.

Como se explicd en el apartado anterior para la correccion de la discrminacion de masas
se analiz6 una disolucién de Cr(I11) y Cr(V1) de abundancias isotépicas naturales con el que se
calcul6 el factor de correccion de la discriminacion de masa. Esta disolucion se inyecta en el
equipo cada tres medidas durante todo el proceso, tanto en la caracterizacion de los trazadores
isotopicos como en la medida de las muestras. La Figura 9 corresponde a un cromatograma de
la disolucion de patrones de abundancia isotdpica natural utilizada en la correccion de la

discriminacion de masas.
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Figura 9. Cromatograma IC-ICPMS de una disolucién de Cr(VI) y Cr(lll) de abundancias
isotopicas naturales utilizada para la correccién de la discriminacién de masa en analisis de las
muestras.

Como se puede observar en la imagen superior en este caso las sefiales mas intensas
corresponden a la relacion m/z 52, que es la masa del is6topo mayoritario del cromo natural.
Los resultados de abundancias y concentracion obtenidos en la caracterizacion del trazador de

Cr (I11) marcado en el is6topo 53 se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4.Composiciin isotdpica y concentracion obtenida mediante dilucién isotopica inversa de
la disolucion de >*Cr (111).

I1s6topo Abundancia media SD RSD (%)
50 0,022 0,005 23,0
52 2,149 0,038 1,8
53 97,676 0,040 0,0
54 0,153 0,057 37,5

Cr(i)pgg®  1111,9 6,9 06

4.2.2. Caracterizacion del trazador de *°Cr (V1)

Se procedi6 del mismo modo que en el caso anterior para el calculo de la concentracién
de la disolucion de Cr (VI) enriquecido en el is6topo 50. La Figura 10 muestra un
cromatograma correspondiente al trazador isotdpico mezclado con el patron de abundancia
isotopica natural mientras que la Figura 10 muestra un cromatograma correspondiente a la

medida de abundancias isotdpicas del trazador.
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Figura 10. Cromatograma IC-ICPMS obtenido en un analisis por dilucion isotdpica inversa del
trazador *°Cr(VI).
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Figura 11. Cromatograma IC-ICPMS correspondiente al célculo de las abundancias del
trazador de Cr(VI) marcado en el isétopo 50.

En la Figura 10 y Figura 11 se puede ver que la disolucién no esta contaminada con
ninguna otra especie de cromo y que las abundancias isotdpicas se encuentran en la proporcién
adecuada. Los resultados del calculo de abundancias isotdpicas y la concentracién de la
disolucion aparecen en la tabla siguiente.

Tabla 5. Abundancias isotopicas y concentracion de la disolucion de *°Cr(VI1) empleada en este
trabajo.

Is6topo Abundancia media SD RSD (%)
50 86,049 0,116 0,134
52 13,335 0,087 0,654
53 0,547 0,014 2,599
54 0,152 0,017 11,432
Cr(VI) pg g* 126,00 1,47 1,16
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4.3. Estudio del comportamiento del Cr (I11) y Cr (VI) durante la
simulacion de digestion gastrica propuesta en la normativa
UNE-EN 71-3:2013.

4.3.1. Experimentos realizados en ausencia de matriz

Como se explico en el procedimiento (apartado 3.3.2.) se evalud el comportamiento de
las especies trivalente y hexavalente de cromo en la migracion de cuatro muestras de material de
juguete, clasificadas en la categoria Il por la normativa UNE-EN 71-3:2013.Siguiendo el
esquema de la Figura de la parte experimental, se realizaron adiciones de patrones naturales de
cada analito a las disoluciones de las muestras reales y a blancos. Una vez realizada la
incubacion con &cido clorhidrico, dos horas a (37+2)°C (una hora en agitacion y otra en reposo)
gue simula una digestion gastrica se procedié al estudio de las recuperaciones de las especies de

Cr previamente afiadidas.

Para el célculo de las concentraciones de las especies de cromo por dilucion isotdpica
con espectrometria de masas se afiadieron los trazadores caracterizados en la primera parte del
trabajo a las disoluciones de migracién como se describe en la Figura 6 de la seccion 3.3.2. de la
seccion Experimental. Para ello, se realizaron varias réplicas de cada muestra y se analizaron
mediante IC-ICPMS.

Obtenidos los cromatogramas correspondientes se integran los picos de Cr (lll) y
Cr(V1) para hallar sus areas y utilizarlas para el calculo de las fracciones molares del elemento
natural y enriquecido en cada muestra mediante la aplicacion de la deconvolucion de perfiles
isotopicos (IPD) cuyo desarrollo se explica en el apartado 4.1. A partir de las fracciones molares

se determind la concentracion de las especies de cromo en las muestras.

Para cada especie de Cr, se calculé la recuperacion de cromo como el porcentaje de la
especie de Cr determinada experimentalmente entre la concentracion inicial (tedrica) de los

patrones naturales de cromo afiadidos.

[CT] experimental

x 100
[CT] teorica

Recuperacion(%) =

En la gréfica siguiente se presenta las recuperaciones de Cr (IlI), Cr (VI) y Cr total
correspondientes a disoluciones de migracion en ausencia de matriz a las que se aplicé el mismo
procedimiento que posteriormente se aplica a las muestras reales. Se realizaron seis réplicas

equivalentes sin matriz de muestra.
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Figura 12. Gréfica de las recuperaciones obtenidas en disoluciones de migracion en ausencia de
matriz en las que se afiadié una cantidad conocida de Cr (V1) y Cr (l1l) de abundancia natural.

Se puede observar en la Figura 2 que se obtuvieron unas recuperaciones cuantitativas
para el Cr(lIl) y Cr(VI), lo que demuestra que durante la etapa de migracion no se producen
transformaciones entre las especies de cromo. Ademas se puede asegurar que la adicion de las
especies enriquecidas tras la etapa de migracion permite cuantificar cuantitativamente las

especies de cromo naturales que se afiadieron al principio del proceso de migracién.

La Figura 23 muestra uno de los cromatogramas obtenidos para una las disoluciones de
migracion en ausencia de matriz. EI compuesto de Cr(I11)-EDTA eluye a un tiempo de 200s y el
cromo hexavalente alrededor de los 400s. A m/z =54 se distingue la interferencia isobéarica del
hierro que sale poco después del cromo trivalente, pero no afecta en la integracion del pico de
Cr(111).

1.0E4
50
5000 _52. L J
53: _/'\___
54 - N —ee e~ —~
sec-> 0 50 100 150 200 250 300 350 400 450 500

Figura 23. Cromatograma IC-ICPMS de una disolucion de migracion en ausencia de matriz a la
que se afadié Cr(lll) y Cr(VI) de abundancia isotopica natural antes de la migracion y
trazadores isotopicos **Cr(I11) y *°Cr(VI) tras la etapa de migracion.
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La determinacién mediante la metodologia aplicada en este trabajo, descrita
recientemente por Fabregat-Cabello y colaboradores (21), solo requiere una etapa de
complejacion a 80°, para garantizar que todo el Cr (I11) presente en la disolucion se compleje
con el EDTA y poder realizar la separacion cromatografica de las dos especies de cromo
correctamente. Sin embargo, como queda demostrado en la publicacién previamente sefialada,
el proceso realizado en un sistema de microondas focalizadas puede inducir conversiones en los
analitos, las cuales son corregidas mediante dilucion isotopica empleando un trazador isotépico
doble.

En la Figura 23 se pueden distinguir los picos correspondientes a estas conversiones; a
m/z=50 se ve el pico del *°Cr (V1) pero también a esta relacién masa-carga se observa un
pequefio pico al tiempo de retencién al que sale el compuesto de Cr (111). De forma equivalente
ocurre con la sefial del trazador de **Cr (ll1). Se sabe que se deben a interconversiones entre
especies ya que al caracterizar las disoluciones enriquecidas (apartado 4.2) se comprobé que las
disoluciones de los trazadores no estaban contaminadas. Las conversiones observadas se
muestran en la Figura 14. Es importante sefialar que estas interconversiones entre el cromo
trivalente y hexavalente sélo pueden ser determinadas una vez afadidos los trazadores
isotopicos. Cualquier, conversion que haya ocurrido durante la migracion se calcularia teniendo

en cuenta los valores de recuperacion de los patrones naturales.
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o
)

B Reduccion Cr(VI) --> Cr(lll)
m Oxidacion Cr(lll) --> Cr(VI)
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2,1 17
. ! 1,3
0,8 0.4 0,7
' . 00 g O ’
1 2

3 4 5 6

Conversion, %
OO KL N W b U1 OO N 00 O

Replicas

Figura 34. Porcentaje de conversiones obtenido tras el proceso de complejacion en microondas
en la determinacion de la concentracion de especies de Cr naturales en disoluciones de
migracion en ausencia de matriz.
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Como se puede observar en la Figura 14, en todas las replicas realizadas en este ensayo
la conversion estd por debajo del 3% para el caso de la reduccion y es menor del 0,5% para la
oxidacion, por lo tanto se pueden considerar minimas y practicamente despreciables.

4.3.2. Experimentos realizados con muestras reales

A continuacién se muestran los resultados conseguidos en la aplicacion de la
metodologia a las muestras reales. Se llevo a cabo el proceso de simulacion gastrica con cuatro
matrices diferentes catalogadas dentro de la categoria 11 segin la normativa de seguridad en los

juguetes:

» Matriz 1: Recubrimiento, pintura amarilla.
» Matriz 2: Recubrimiento, pintura verde.
» Matriz 3: Textil, tela de un vestido de una mufieca. (Se hicieron dos replicas)

» Matriz 4: Papel o cartdn, cartas de una baraja infantil. (Dos réplicas)

Para evaluar la influencia de la matriz sobre la recuperacion se afiadieron a las muestra
la mismas cantidad de los patrones de Cr (I11) y Cr (V1) de abundancias naturales de modo que
se obtuviese una concentracion de 100 ppb. Se repitié la misma estrategia que se utilizé en las
disoluciones de migracion en ausencia de matriz. La Figura 45 muestra las recuperaciones
obtenidas en los distintos tipos de muestra analizados y se comparan con las obtenidas en

ausencia de matriz en la seccién anterior.
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0 T T T T T T T
Migracion Pintura  Pintura Telal Tela2  Cartéonl Cartéon2
sin matriz amarilla verde

Figura 45. Recuperaciones obtenidas para las adiciones iniciales de Cr(VI) y Cr(lll) de
abundancia natural sobre las muestras reales objeto de estudio y comparacion con la
recuperacion promedio de las disoluciones sin matriz de muestra.
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Como se puede observar en la Figura 45 las recuperaciones para los anélisis de las
muestras con el material de juguete son diferentes a las obtenidas en ausencia de matriz. En el
caso del material de recubrimiento, se emplearon dos pinturas diferentes, amarilla y verde,
debido a que los pigmentos de estos colores suelen estar compuestos por 6xidos de cromo (23).
En ambos casos el cromo hexavalente recuperado en la disolucion de migracion es menor del

afiadido inicialmente, mientras que el Cr (111) presenta una recuperacion superior al 200%.

Para los dos colores la cantidad de Cr (VI) recuperada es menor lo que indica una
importante reduccion a Cr (I1l) durante el proceso de migracion por ello la concentracion de
cromo trivalente obtenida es mayor. Para la pintura amarilla la recuperacion de cromo total se
mantiene proxima al 100% y en la verde es superior al 150%. Se podria suponer que ese exXceso
en el contenido total de cromo es contribucion de la muestra. Un resultado similar se observa
para la tela aunque en ambas telas el contenido de Cr parece inferior al de la pintura 2. Las
Figura 5, Figura 6 y Figura 7 muestran un cromatograma IC-ICP-MS de cada una de las
muestras de pintura y de tela.
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Figura 56.Cromatograma IC-ICP-MS correspondiente al analisis de la disolucion de migracion
del recubrimiento de pintura amarilla.
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Figura 67.Cromatograma IC-ICP-MS del andlisis de la disolucion de migracion de la muestra
de pintura verde.
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Figura 78. . CromatogramalC-ICP-MS obtenido en el andlisis de la disolucién de migracién
proveniente de la tela.

En el caso del carton la recuperacion del contenido total en cromo es muy inferior al
100% (en torno al 30%). Este hecho podria deberse a que durante el proceso de migracion el
material forma una especie de pasta que podria estar causando la retencion de estos compuestos
en el interior de esa matriz en lugar de liberarse a la disolucion. En la Figura 89 se puede
observar que el is6topo de cromo 52, que es el is6topo de mayor abundancia natural, aparece en
mucha menor medida que en los andlisis anteriores, en cambio los picos de los is6topos 50 y 53

correspondientes a los trazadores isotopicos presentan intensidades mucho mayores.
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Figura 89. Cromatograma IC-ICPMS del anélisis de la disolucién de migracion proveniente de
la muestra de carton (carta).

La Figura 20 muestra el porcentaje de interconversién de las especies de Cr a lo largo
de la preparacién analitica de la muestra tras la etapa de migracion. Se observa que en presencia
de la matriz solida de los juguetes la reduccion de Cr (V1) a Cr (I11) se incrementa tras la etapa
de complejacién en microondas (hay que recordar que las conversiones s6lo se pueden
determinar una vez afiadidos los trazadores). La oxidacion sigue siendo baja para todas las
matrices pero las mayores reducciones se detectan para el caso de la pintura, sobretodo en la
verde que llega a tener un 50% de conversion durante el procedimiento de complejacion. Esto
puede deberse a una mayor presencia de materia organica ya que en presencia de materia
orgénica el cromo hexavalente se reduce con mas facilidad. Las pinturas eran el recubrimiento

de un puzle de madera y en el proceso de toma de muestra ésta pudo mezclarse con la pintura.
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Figura 20. Conversiones obtenidas tras el proceso de complejacién en microondas de las
disoluciones de migracién obtenidas tras la digestion gastrica de las muestras. Comparacién con
el promedio de las disoluciones en blanco.

43




V. Conclusiones




V. Conclusiones

A partir de los resultados obtenidos en este Trabajo Fin de Master se puede concluir:

e Se consigui6 caracterizar y cuantificar los trazadores de *°Cr (VI) y **Cr(lll) de cromo
mediante dilucion isotopica inversa empleando disoluciones patron de Cr (I1) y Cr(VI) de
abundancias isotdpicas naturales.

e En el estudio del comportamiento del Cr(lll) y Cr(VI) durante la simulacion de
digestion gastrica propuesta en la normativa UNE-EN 71-3:2013en ausencia de matriz se
obtuvieron recuperaciones cuantitativas para las dos especies lo que demostrd que durante la
etapa de migracion no se producen transformaciones entre las especies de cromo. Ademas se
demuestra que la adicion de las especies enriquecidas tras la etapa de migracion permite
cuantificar cuantitativamente las especies de cromo naturales.

e En el estudio del comportamiento del Cr (lIl) y Cr (VI) durante la simulaciéon de
digestion géastrica propuesta en la normativa UNE-EN 71-3:2013 en presencia de distintas
matrices de juguetes se puede concluir que el proceso de migracion detallado en la norma
produce una importante reduccién de Cr(VI) especialmente cuando se analizaron pinturas y
telas. En el caso del carton no se consiguieron buenas recuperaciones debido a una posible

adsorcién de las especies de Cr en la matriz sélida.

Por otro lado, las conclusiones de aprendizaje derivadas de la realizacion del

presenteProyecto Fin de Master se resumen a continuacion:

- Se han llevado a cabo busquedas bibliograficas en bases de datos cientificas y se
haaprendido a ser capaz de gestionar adecuadamente la informacion obtenida, mejorandoasi la

capacidad de andlisis y sintesis.

- Se ha mejorado la capacidad para el trabajo en grupo ya que este trabajo se ha
realizado con la ayuda de varios miembros del Grupo de Investigacion de Isotopos Estables de

la Universidad de Oviedo.

- Se ha desarrollado la capacidad de tomar decisiones en funcion de los resultados
obtenidosen el laboratorio particularmente del acoplamiento de la Cromatografia de Liquidos
acoplada al ICP-MS, lo que ha servido para conseguir una familiarizacién mas avanzada con la

técnica analitica empleada y utilizarla para resolver problemas analiticos.
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