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Resumen

La espectrometria de fluorescencia de rayos x por reflexion total (TXRF) es una técnica
relativamente nueva, con grandes ventajas para el campo de la biomedicina, entre otros. Es una
técnica de andlisis a los niveles traza (1-100 partes por millén (ppm)) y ultra traza (< 1 ppm) de
elementos en fluidos fisioldgicos, tejidos o unidades fundamentales como grupos de células, que
se puede realizar sin destruir de alguna manera las muestras. Esta ventaja convierte a la TXRF en
la técnica ideal para el estudio de diversas rutas metabolicas, la precision de los medicamentos o
la calidad de estos mismos. Las estructuras celulares necesitan de iones para el correcto
funcionamiento, de la misma manera las enzimas. Un elemento de reciente interés en el campo
de la toxicologia es el selenio, el uso de este elemento en suplementos alimenticios, fertilizantes
sumado a su abundancia natural, causa una preocupante bioacumulacion. Un estudio dirigido por
el departamento de epidemiologia de la universidad Johns Hopkins encontré cantidades elevadas
de selenio en pacientes con diabetes mellitus tipo 2. La traza de selenio en la orina humana nos
permitiria saber la funcién del sistema excretor humano y su capacidad de retencion de selenio.
En este trabajo se prepard orina humana artificial compuesta de los principales iones y urea. Se
prepararon concentraciones de 0.01, 0.1, 1 y 10 mg/l de selenato de sodio en agua tri-destilada y
orina. Las cifras de mérito del analisis que se determinaron, fueron la precision, porcentaje de
recuperacion y limite minimo de deteccion. Los efectos de matriz, el ruido de fondo y la
composicién quimica de la muestra son factores que manifiestan en el espectro y que pueden
afectar la medicion. Con el fin de estudiar estos factores, se midio la proporcion sefal-ruido
(pico-fondo), el desplazamiento quimico (“chemical shift”) y se hizo el analisis de forma de linea
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espectral (“line shape analysis”) utilizando los pardametros S y W en analogia con la

espectrometria por aniquilacion de positrones.



Abstract

Total reflection x-ray fluorescence spectrometry (TXRF) is a relatively new technique,
with great advantages for the field of biomedicine. It is an analysis technique at trace levels (1-
100 parts per million (ppm)) and ultra trace (<1 ppm) of elements in physiological fluids, tissues
or fundamental units such as groups of cells, which can be performed without destroying the
samples. This advantage makes TXRF the ideal technique for the study of various metabolic
pathways, the accuracy of medications or quality. Cellular structures need ions, same for the
enzymes. An element of recent interest in toxicology is selenium, use of this element in food
supplements, fertilizers added to its natural abundance, causes a worrying bioaccumulation. A
study led by the department of epidemiology at Johns Hopkins University found high amounts of
selenium in patients with type 2 diabetes mellitus. The trace of selenium in human urine would

allow us to know the function of the human excretory system and its ability to retain selenium.

In this work, artificial human urine composed of the main ions and urea was prepared.
Concentrations of 0.01, 0.1, 1 and 10 mg /| of sodium selenate in tri-distilled water and urine
were prepared. The figures of merit of the analysis that were determined, were the precision,
percentage of recovery and minimum limit of detection. Matrix effects, background noise and
chemical composition of the sample are factors that manifest in the spectrum and may affect the
measurement. In order to study these factors, the signal-to-noise ratio (peak-bottom), the
chemical shift was measured and the line shape analysis was performed using the parameters S

and W in analogy with positron annihilation spectrometry.
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Capitulo 1

En este capitulo hablaremos acerca del papel que representa el selenio en la vida diaria, la
espectrometria por fluorescencia de rayos x y su importancia para la deteccién de los iones
biomédicos, de la misma manera se establecerdn el objetivo y la justificacion del trabajo
finalizando con una breve resefia del estado de la espectrometria de fluorescencia de rayos x por

reflexion total en México.

Introduccion

La fluorescencia de rayos x por reflexion total (TXRF por sus siglas en inglés) es una
técnica de espectrometria derivada de la técnica de fluorescencia de rayos x de energia
dispersada (EDXRF por sus siglas en inglés). La radiacion ionizante tiene usos en la vida
cotidiana; dentro de la sociedad moderna la importancia de las técnicas de espectrometria ha
incrementado de manera considerable. Algunas de las principales aplicaciones de las técnicas de
espectrometria son la mineria, control de calidad en semiconductores, analisis de aguas, entre
otras. Dentro del campo de las ciencias de la salud (con un particular interés en la biomedicina)

se han estudiado aplicaciones al &rea de la toxicologia.

El selenio (Se) es un nutriente necesario para el cuerpo humano, se puede encontrar en
verduras y carne bovina ademas de ser importante para el adecuado funcionamiento de la enzima
glutation peroxidasa y algunas selenoproteinas. Las altas cantidades de Se en el cuerpo pueden
ser observadas en el plasma sanguineo. El centro de control de enfermedades de los Estados

Unidos de América realizd un estudio liderado por investigadores epidemidlogos de la
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universidad Johns Hopkins, examinaron a 917 personas de alrededor de 40 afios en 2003 y 2004.
Este estudio encontrd que una gran parte de ellos tenian niveles altos de selenio pero aquellos
que padecian diabetes mellitus tipo 2 presentaron cifras mas elevadas que la mayoria (Laclaustra,

Navas-Acien, Stranges, Ordovas, & Guallar, 2009).

La selenocisteina es uno de los 21 aminoécidos proteinogénicos que aparece
naturalemente en los organismos eucariotas y procariotas, se encuentra en los sitios cataliticos de
algunas de las enzimas, asi como en la tRNAs. Las enzimas dependientes de selenio catalizan la
degradacion de los peroxidos o la escision de los enlaces yodo-carbono de las hormonas
tiroideas. Ambos procesos estan estrechamente relacionados con otras actividades de
metaloenzimas que demuestran la necesidad de una comprension completa de la interaccién
enzimatica y el papel del elemento traza especifico involucrado. Bajos niveles de selenio se han
relacionado con el riesgo de cancer, inmunodeficiencia y enfermedades cardiovasculares. Por
otro lado, a concentraciones superiores a 1.4 mg/l en el plasma sanguineo la persona corre un
riesgo muy alto de selenosis. Por lo tanto, la homeostatica del Se dentro del cuerpo estd
estrechamente controlada. El limite diario recomendado por el Instituto Nacional de Salud de los
EE. UU es de 55 pg. Algo que no se ha logrado clarificar es el patron de distribucion de Se en
los diferentes drganos, asi como el umbral de concentracion en los fluidos corporales de dicho

elemento que podrian esclarecer los limites entre un diabético y un individuo saludable.

La diabetes es una enfermedad cronico degenerativa asintomatica en sus primeras etapas,
un mal cuidado de esta enfermedad puede desencadenar en graves complicaciones como infarto
al miocardio, retinopatias, nefropatia, neuropatia, eventos cerebrovasculares, vasculares
periféricos, necrosis en extremidades superiores e inferiores, asi como insulinemia (Hernandez-

Avila, Gutiérrez, & Reynoso-Noveron, 2013).
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Algunos métodos analiticos utilizados para la traza de elementos en muestras biomédicas
son espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente, emisién de rayos X inducida
por protones y fluorescencia de rayos x por reflexion total. EI mayor problema de la traza de un
elemento en una muestra biomédica es el dafio inducido a la muestra por la preparacion necesaria
para las diferentes técnicas analiticas. La espectrometria TXRF es una técnica no destructiva y
permite a las muestras biologicas conservar la mayor parte de sus propiedades originales ademas
de necesitar una muy pequefia fraccion de la muestra tomada (~10 ng). Esta caracteristica
particular de la espectrometria TXRF abre un campo de posibilidades para el andlisis de diversos

tejidos humanos desde células hasta liquido cefalorraquideo.

1.1 Justificacion

La abundancia de Se en el medio ambiente en el estado de Michoacén debido a los suelos
volcanicos, uso de fertilizantes base de selenio motiva a investigar la posible conexion entre las
elevadas concentraciones de selenio en fluidos fisiolégicos humanos como orina y plasma
sanguineo con los altos indices de diabetes mellitus tipo 2 en poblaciones estratégicas en el
estado de Michoacan de Ocampo. Para poder llevar a cabo la investigacion en poblaciones
estratégicas se debe validar la técnica de TXRF para su uso en la traza de selenio en fluidos
fisiologicos. El rango de concentracion mas de 5 ordenes de magnitud permite la espectrometria
TXRF detectar concentraciones desde 0.01 mg/l (10 partes por billén (ppb)) a 100 mg/l (100
ppm) sin tener que modificar el equipo o algin paso de preparacion de la técnica, hasta la fecha
no se han reportado estudios que implementen la espectrometria por fluorescencia de rayos x de
reflexion total para la traza de selenio en orina.

En el andlisis de elementos existen varias técnicas como la espectrometria de emision

Optica por plasma acoplado inductivamente, este tipo de técnicas emplean las altas temperaturas
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para realizar la deteccion de los elementos. Los compuestos de interés biomédico son altamente
volatiles. En particular, el elemento selenio es volatil. La espectrometria TXRF permite el
analisis de estos elementos sin modificar la muestra por el uso de tratamientos agresivos, por
ejemplo, la digestion quimica a alta temperatura que se utiliza en la espectrometria de absorcion
atdbmica. La muestra puede ser analizada directamente en forma de solucion, polvo amorfo o
suspension coloidal, permitiendo realizar multiples mediciones de la misma muestra para la

deteccion de elementos de importancia fisioldgica.

1.2 Hipotesis

La espectrometria por fluorescencia de rayos x de reflexion total es ideal para determinar

los niveles de selenio en un fantoma de orina a niveles de traza y ultra traza.

1.3 Objetivos

1.3.1 Objetivogeneral

e Validar la técnica de espectrometria por fluorescencia de rayos x de reflexion total
como una técnica para la deteccion de selenio a niveles traza y ultra traza en

orina.

1.3.2 Objetivos especificos

e Preparar orina artificial.
e Preparar soluciones estandares de selenio en forma de selenato de sodio, en agua
tri-destilada y en la fantoma de orina que abarcan 5 drdenes de magnitud en

concentracion en mg/l: 0.01, 0.1, 1.0, 10.0 y 100.
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e Usar la espectrometria de fluorescencia de rayos x por reflexion total para analizar
las concentraciones de selenio en las soluciones estandares antes mencionadas.

e Establecer el limite de deteccion minima para el selenio en las soluciones
estandares.

e Estudiar las cifras de mérito del andlisis a los niveles traza y ultra traza de las
soluciones estandares de selenio en los dos medios acuosos.

e Estudiar el efecto matriz de los componentes del fantoma de orina, asi mismo el

efecto del sustrato que soporta la muestra.

1.4 Ventajas y desventajas de la espectrometria TXRF

En este trabajo se utilizd el espectrometro S2 Picofox de la empresa alemana Bruker. Las
cifras de mérito de un analisis quimico son el porcentaje de recuperacion, la precision y la
reproducibilidad. Las lineas de emision del Se K, y K, Se encuentran en el rango de energia de
11.18-11.22 keV. Este rango coincide con el de méxima eficiencia de un espectrémetro de
fluorescencia de rayos x de reflexion total resultando en una gran sensibilidad para elementos
traza < 1 ppm (Fernandez- Ruiz, 2014). Las muestras en las fases coloidal (suspension), sélida
(polvo) vy liquida pueden analizarse directamente a diferencia de las técnicas de alta sensibilidad
de la competencia, espectrometria de plasma acoplado inductivamente por emision Optica (ICP
OES) y espectrometria de masa por plasma acoplado inductivamente (ICP MS). ICP OES y ICP
MS requieren de la muestra en forma liquida para su posterior conversion en forma de aerosol.
Excepto en el ICP MS donde la muestra solida puede ser convertida directamente en aerosol por
ablacion, en estas técnicas basadas en plasma las muestras solidas deben ser digeridas a una

forma acuosa u organica antes de poder ser convertida en aerosol utilizando acidos demasiado
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fuertes. En contraste la preparacion de muestras solidas para la espectrometria de fluorescencia
de rayos x de reflexion total involucra una pequefia cantidad de pasos que se llevan a cabo a una

temperatura levemente mayor que la del medio ambiente.

La digestion acida en el caso de la TXRF es solo una opcion y no una necesidad absoluta.
Muchos, si no la mayoria de los metabolitos del Se en la orina, son compuestos organo-selenio
gue son bastante volatiles. Esto significa una posibilidad reducida de pérdida del analito. Las
caracteristicas mencionadas de baja temperatura y procesamiento de muestra simple y suave

implican que se puede lograr un muy buen andlisis de cifras de mérito.

Una de las desventajas de la espectrometria por TXRF comparada con sus competidores
(ICP OES y ICP MS) es su inherente baja sensibilidad para los elementos de bajo numero
atomico. La restriccién de los bajos numeros atomicos yace principalmente en dos factores: el
primero es el bajo rendimiento de fluorescencia de rayos x debido a que el rendimiento de
electrones Auger es similar al de fluorescencia, la segunda razén es que los fotones fluorescentes
de estos elementos son de muy bajas energias y por lo general son absorbidos por la muestra
misma impidiendo su llegada al detector. Por fortuna para el caso de las muestras biomédicas los
elementos de bajos ndmeros atémicos (C, H, O y N) son los elementos mas comunes y pocas
veces de interés. La espectrometria por TXRF es una técnica prometedora para la traza y ultra

traza de elementos de nimero atdmico medio o alto en muestras biomédicas.

1.5 Espectrometria de fluorescencia de rayos x por reflexion total

en México

La espectrometria de fluorescencia de rayos x por reflexion total es una técnica poco

utilizada en México, hasta el momento de elaboracion de este trabajo las Unicas instituciones que
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cuentan con espectrometros similares al aqui utilizado son el Instituto de Ciencias Nucleares de
la Universidad Nacional Auténoma de Meéxico (ICN), Instituto Tecnoldgico de Estudios
Superiores de Monterrey(ITESM), Instituto Nacional de Investigaciones Nucleares (ININ) y la
Universidad Michoacana de San Nicolas de Hidalgo (UMSNH). De estos cuatro solo dos han
sido utilizados con fines de estudios biomédicos. En el estudio reportado por T. Martinez et. Al
(2004) se realizd la traza de elementos en una poblacion aleatoria del valle de México en el
estado de México en busca de Pb. En el laboratorio de radiaciones de la UMSNH se fabricd un
fantoma de orina con el fin de conocer las cifras de mérito y los limites minimo de deteccidn del
espectrometro para validar la traza y ultra traza de selenio en la orina, en la literatura no se ha

reportado un trabajo similar.

La difusion e implementacion de esta técnica ayudaria a tener una variedad de opciones
para el control de calidad del sector ambiental. La norma oficial mexicana NOM-127-SSA1-
1994 en su seccién 4.3 define los limites permisibles de constituyentes quimicos en el agua
dentro de estos elementos no se considera el selenio, la vigilancia del selenio en agua potable fue
implementada en la norma oficial mexicana NOM-201-SSA1-2002 erogada por el diario oficial
de la nacidn, en esta norma en el apartado 9 subseccion 9.1 se especifica que para fines de
deteccion del selenio en agua potable o productos sanitarios se debe seguir el procedimiento
marcado por la norma oficial mexicana NOM-117-SSA1-1994 que a su vez especifica se debe
hacer uso de la espectrometria con absorcion atdmica. La norma oficial mexicana NOM-127-
SSA1-2015 especifica también el uso de la espectrometria con absorcion atdmica para el control
de calidad del agua potable y productos sanitarios, la complejidad de la preparacién de las

muestras, asi como la destruccion de la muestra misma sitta a la espectrometria por
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fluorescencia de rayos x de reflexion total como una técnica viable para la evolucion del control

de calidad de los productos sanitarios o el agua potable.
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Capitulo 2

En este capitulo estudiaremos el proceso de produccion, la fluorescencia de rayos X y la
geometria necesaria para la produccion de rayos x de reflexion total. También analizaremos las
cifras de mérito utilizadas en la espectrometria de fluorescencia de rayos x por reflexion total, el
efecto de matriz y su cuantificacion mediante el parametro S y W utilizado en la espectrometria

por aniquilacion de positrones.

Marco tedrico

Los rayos x son un rango de radiacion que puede ser producida por diferentes fendmenos

generando un espectro continuo 0 un espectro caracteristico.

2.1 Rayos x

En 1865, James Clerk Maxwell describié la luz como una onda electromagnética
compuesta por campo eléctrico y campo magnético perpendicular al eléctrico. Los rayos x fueron
descubiertos en 1895 mientras estudiando los rayos catddicos en un tubo de descarga de gas.
Einstein y Planck identificaron al haz de luz como un arreglo de cuantos de energia llamados
fotones. El foton fue identificado como una particula con energia, pero no masa en reposo. El
efecto fotoeléctrico fue descrito por Einstein en 1905 como la interaccion entre un foton un
electron libre. Arthur Holly Compton detectd la dispersion incoherente los rayos x en 1923

descubrié también la reflexion total de los rayos x. Encontré que la reflectividad de un objetivo

18



plano incrementaba fuertemente debajo del éangulo critico de 0.1° (Klockenkdmper & wvon

Bohlen, 2015).

2.1.1 Radiacién continuay caracteristica.

Radiacién caracteristica.

El espectro de linea se produce cuando se irradia una muestra mediate particulas o
fotones de rayos x. La energia de las particulas o fotones incidentes sobre la muestra deben

exceder la energia de enlace de los electrones de orbitales internos (capa K) de la muestra. Estos

Figura 2.1 Modelo atémico de Bohr. Sharon, Bewick et. Al. (2019). Bohr’s
Atomic Model.[Figura]. Recuperado de: https://chem.libretexts.org

electrones pueden ser visualizados de mejor manera por el modelo atémico de bokhr.

En la Figura 2.1 se observa el modelo de Bohr para el &tomo de hidrdgeno, asi como la

transicion electrénica entre los orbitales dando como resultado la produccion de un foton

fluorescente y el desprendimiento de un electron (Klockenkdmper & von Bohlen, 2015).

E.r = E;'u' - E:'zf (1)
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La energia del foton fluorescente debe ser igual a la diferencia de energia de enlace entre
los orbitales electronicos como se describe en la Ecuacién 1. Donde Ex es la energia del foton
fluorescente, E,; es el nivel de energia del orbital inicial, Ens es el nivel de energia del orbital
final. Debido a que los niveles energéticos estdn cuantizados y son caracteristicos de cada
elemento podemos identificar diferentes elementos de la tabla periddica. Existen 3 transiciones
electronicas principales, las series K, L y M. Esto sucede cuando la vacancia creada es ocupada
en el nivel K, L o M por un electron. En la Figura 2.3 podemos observar la dindmica de las

transiciones.

Radiaciéon continua.

El espectro de radiacion continua es producido por una particula cargada ligera acelerada
cuando es sometida a una colision inelastica con los nicleos del material bombardeado. Las
particulas cargadas que se mueven a una Velocidad uniforme tienen un campo magnético y un

campo eléctrico asociados, la energia de esta particula es almacenada en sus campos por tanto no

Figura 2.3 Transiciones electrénicas. R. Klockenkamper.
(2015). [Figura]. Recuperado de: Total-Reflection X-Ray
Fluorescence Analysis and Related Methods.
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emiten radiacion. En la Figura 2.4 podemos observar un espectro caracteristico y uno continuo

de rayos X.

Para una particula cargada acelerada, los campos eléctricos y magnéticos dindamicos no
pueden ajustarse de una manera que sea imposible irradiar energia de la particula cargada, como
resultado, una particula cargada acelerada o desacelerada emite parte de su energia cinética en
forma de fotones. A esta radiacion se le llama radiacion de frenado o radiacion bremmstrahlung.
Cuando las particulas cargadas aceleradas interactian con los nicleos de los atomos del material

objetivo experimentan interacciones coulombicas.

2.1.2 Atenuacidondelaradiacion

La atenuacidbn de rayos x resulta de diferentes mecanismos de interaccion entre la
radiacion y la materia, algunos de ellos (los mas importantes para este estudio) seran discutidos a

continuacion.

T Radiacion continua
-
[}
=
%
o
= (a)
0} -
Energia (keV)
A Radiacidon
< caracieristica
-
‘@
=
3
i } —+ > {b)
50 100 Encrgia (ke¢V)

Figura 2.4 Espectros de radiacion continua y caracteristica. (a) radiacién
bremsstrahlungm, (b) radiacién caracteristica. N Flay, R K Leach. (2012). [Figura].
Recuperado de: Application of the optical transfer function in X-ray computed tomography.
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Absorcion fotoeléctrica.

El mayor componente de la absorcion fotoeléctrica es debido al efecto fotoeléctrico, en
donde un electron de un orbital interno del atomo es expulsado por un fotdn de energia
suficiente. El foton incidente es completamente aniquilado mientras se produce un segundo foton
de menor energia durante el proceso de reacomodo de los electrones. A este segundo fotdn

emitido se le conoce como foton de fluorescencia o rayos x fluorescentes.

La absorcion fotoeléctrica es determinada por el coeficiente de absorcion masico G)

este coeficiente puede ser considerado como la suma de todas las posibles expulsiones de los

diferentes niveles atomicos (L, M, N, O y P).

G)=0),+6),+(),+(),+C) -

Todos los elementos de esta serie se aproximan a la ley de bragg-pierce en la Ecuaciéon 3,
donde k; refiere a los diferentes subniveles, Z al nimero atomico y E a la energia

(Klockenkamper & von Bohlen, 2015).

(¢) =4 (3)
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Efecto fotoeléctrico.

La interaccion entre un foton y un electron orbital fuertemente unido de un atomo del
material absorbente es llamado efecto fotoeléctrico. El foton es absorbido completamente por la
interaccion y el electron orbital es expulsado del 4&tomo con una energia cinética. El electron

expulsado es llamado fotoelectron.

El momento y la energia extra que lleva el foton es transferida al atomo absorbente. El
atomo disipa esa energia mediante un retroceso debido a su masa nuclear relativamente excesiva.
La energia cinética del fotoelectron es considerada igual a la energia del fotdn menos la energia

de enlace del electron.

E. =hv — Eg (4)
La energia impartida al fotoelectron puede no ser suficiente para expulsarlo del atomo
(ionizarlo), pero puede ser suficiente para excitar a ese electron a otro orbital superior, este

proceso es conocido como excitacion atdmica.

Resultante de la expulsion del fotoelectron se genera una vacancia que sera ocupada por
un electrdn de orbitales superiores, la energia de transicibn serd emitida como un foton
fluorescente 0 como un electrdn Auger. La probabilidad que gobierna esta dinamica es conocida

como rendimiento de fluorescencia.
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Efecto Compton.

La interaccion de un fotdn de energia hv con un electron orbital débilmente ligado del
material absorbente, esta interaccion es llamada efecto Compton. El fotdn incidente tiene energia
mucho mayor que la energia de enlace del electron orbital. El foton pierde parte de su energia
con el electrén Compton (electrén dispersado por el choque con el fotdn) y es dispersado como

un foton de energia /v’ en un angulo 6.

Se asume la naturaleza corpuscular del foton y la conservacién relativista del momento y

la energia estan implicitas en la ecuacion del corrimiento Compton presentada a continuacion.

Adl= A" —2= A.(1—cosB) (5)

Donde 4 es la longitud de onda del foton incidente, A" es la longitud de onda del foton
dispersado, A4 es la diferencia de longitud de onda entre el foton incidente y el foton dispersado,

Acesla llamada longitud de onda Compton del electron definida como:

Ae = (6)

Donde h es la constante de Planck y m_ es la masa del electron en reposo.

En la Ecuacién 5, AA puede ser calculada usando las relaciones relativistas de
conservacion total de la energia y el momento de la interaccion Compton entre el foton vy el

electron débilmente ligado al tomo (Attix, 2004; Podgorsak B., 2008).
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Dispersion Rayleigh.

La dispersion de Rayleigh es una interaccion entre un fotdn y un &omo del material
absorbente, esta interaccién es caracteristica por que no ioniza el atomo y tampoco lo excita. El
atomo como conjunto conserva el momento, su energia de retrocesos es demasiado pequefia asi

que el fotdn incidente se dispersa con la misma energia inicial.

2.2 Fluorescencia de rayos X

En 1964, Birks, uno de los pioneros de la espectrometria de fluorescencia de rayos X
presentd en Japén uno de sus trabajos donde hablé acerca de los limites de deteccion alcanzables
en esos tiempos, donde trazd elementos desde el sodio hasta el uranio en el orden de ppm, la
precision analitica obtenida fue de 1% y los errores analiticos posiblemente causados por el
efecto matriz. Cuando una muestra es irradiada con rayos X emitidos por un tubo de rayos X o
una fuente radiactiva, rayos x fluorescentes son producidos y pueden ser cuantificados para saber

los elementos constituyentes de la muestra.

2.2.1 Fluorescenciade rayos x por reflexion total

La reflexion total de rayos x tiene sus cimientos en el hecho de que un haz incidente en
una superficie especular por debajo del angulo critico es reflejado totalmente. El rayo incidente
es reflejado de la superficie (especular) al mismo angulo que incidi6 con casi la misma
intensidad, una fraccion de este rayo es refractada el objeto usado como reflector, la distancia de
penetracion alcanza el rango de los nm. Para comprender el fendbmeno de la fluorescencia de

rayos x por reflexion total debemos estudiar los conceptos de interferencia y ondas estacionarias.
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Interferencia de rayos x.

El fenébmeno de interferencia es el resultado de una superposicion dos o mas rayos. En la
region de superposicion, el campo de ondas resultante muestra un patron de maximos y minimos.
Estas fluctuaciones seran bastante marcadas si se trata de ondas con la misma longitud de onda y
una diferencia de fase fija. Si la diferencia de fases es un multiplo impar de © las amplitudes son
minimas, este tipo de interferencia es llamada interferencia destructiva, los puntos minimos son
llamados nodos. Si la diferencia de fase entre los rayos es un multiplo par de = la interferencia es

llamada constructiva lo que significa que las amplitudes suman un maximo.

Este comportamiento especifico puede ser explicado por la ley de bragg, la interferencia

de los rayos x dispersados de manera coherente es llamada difraccion de rayos X.
Campo de ondas estacionarias de rayos X.

Como se menciond anteriormente la interferencia es resultado de dos o mas rayos que se
propagan en la misma direccion. La interferencia también es posible para rayos de diferentes
direcciones. Si la region de superposicion es amplia, un campo de ondas sera observado. El
patrén de ondas resultante se propaga con cierta velocidad y cierta direccion, este fenémeno es
llamado campo de ondas estacionarias, puede ser descrito como simples oscilaciones con

amplitudes locales.

Debido a que el indice de refraccion n para los rayos x en la materia es menor que la

unidad, los rayos x suffen la reflexion total cuando 6 es menos que el angulo critico 6., para
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n=1—-46—if (7)

Donde § ypson<10"%° 8_= (Eﬁji

En la Figura 2.5 se puede observar con mayor detalle la formacién del campo de ondas

estacionaras, asi como su propagacion perpendicular a la superficie en donde k, y k,. son los

v
JXXEAY

NYYCOY
LIXEYLY

S

Figura2.5 Campo de ondasestacionariasde rayos x. La distancia D representa la amplitud de la onda que
se alija del campo estacionario.

vectores de onda, el campo eléctrico incidente Ej, y reflejado E,..
2.2.2 Arreglo detector-fuente para la reflexion total

El arreglo detector-fuente para generar el fenomeno de reflexion total depende del angulo
critico (0.1°), Cuando un haz de rayos X atraviesa un medio homogéneo, sigue una trayectoria
recta. Al igual que la luz visible, si el haz de rayos X encuentra en su camino un nuevo medio, su

trayectoria varia respecto a la original.
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Figura2.6 Geometria de un espectrometro de fluorescencia de rayos x por reflexién total.

Esto se traduce en que parte del haz de rayos X se reflejan del primer medio y el restante se

refracta dentro del segundo medio.

2.3 Cifras de mérito

La calidad de la espectrometria de fluorescencia de rayos x por reflexion total es
evaluada por las cifras de mérito estadistico. Las cifras de mérito son definidas por la IUPAC

(Internationa Union of Pure and Applied Chemistry).

2.3.1 Exactitud

El valor nominal es la concentracion del elemento del analito en un material estandar de
referencia  que viene determinado por un laboratorio certificado por organizaciones
internacionales por ejemplo la agencia internacional de energia atomica, instituto internacional
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de tecnologia y estandares. Se llega a este valor mediante una serie de mediciones por diferentes
laboratorios internacionales usando una variedad de métodos. Para el método de fluorescencia de
rayos X por reflexion total, el analisis mencionado anteriormente se realiza en una serie de

materiales estandares de referencia produciria el porcentaje de precision del método.

Valor tedrico

Exactitud 0 = [ )x 100 (8)

Valor sxperimental

Si el material estandar de referencia (MER) se encuentra en forma de polvo y se utiliza el
método de mediciobn de polvo, entonces el MER certifica la precision para el método de
medicién en polvo, lo mismo para las muestras digeridas en liquidos. Como se vio en lo anterior,
es de vital importancia que el MER contenga la misma matriz que el analito en las muestras a
analizar. Muy a menudo esto no se puede. Simplemente se puede citar el valor verdadero
determinado para el MER que mas se acerca a la matriz de la muestra desconocida, con el aviso
de que este valor puede no aplicarse estrictamente a la muestra analizada por el método vy el

instrumento utilizado.

2.3.2 Porcentaje de recuperacion

Valor experimental

Recuperacion % = ( )x 100 (9)

Valor nominal
El valor nominal es el valor determinado por la concentracion calculada del estandar, la
concentracion que se espera que tenga el estdndar es un poco diferente a la real debido a las

ligeras variaciones en volimenes y masas medidas en la preparacion de los estandares.

2.3.3 Precision

La precision del método esta dada por el porcentaje del coeficiente de variacion del

analisis del material estandar de referencia.
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Precision % = 100 % — Coeficiente de variacién (10)

El coeficiente de variacidon también es llamado desviacion estandar relativa.

Desviacion estindar de la medicion

cv = ( )x 100 (11)

Valor medic de la medicion
La media y la desviacion estandar son obtenidas de la repeticion de las mediciones de la
muestra. La repeticion de las mediciones es realizada por el software de adquisicion del S2

Picofox.

2.3.4 Limiteminimo de deteccion

El limite minimo de deteccién define la minima capacidad del instrumento para detectar

el analito.

EE[ ( 12 )

LLD() = 3 (”T)

Para cada muestra en su respectivo nivel de concentracion obtendremos el limite de
deteccion minimo de selenio en esa muestra. En la Ecuacion 12, C; representa el valor medio de
la concentracion del analito, N; es el area neta del pico en la regidn de interés (entenderemos

como region de interés para este trabajo como la region del espectro dénde se ubica el pico de

selenio), Ny, es el conteo del ruido de fondo en la region de interés.

2.3.5 Sensibilidad

La sensibilidad define la capacidad del instrumento para distinguir la sefial del analito del

fondo. Depende tanto del tipo de atomos de analito como de las propiedades de la matriz.

NiFi (13)
LTI

i
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Donde 5; es la sensibilidad el iésimo elemento, F; es el factor de absorcién del iésimo
elemento, LT es el tiempo vivo del detector en la adquisicién del espectro, | es la corriente del

tubo de rayos X, C; es la concentracién del iésimo elemento.

Para elementos mas pesados que el silicio el factor de absorcion es aproximadamente 1.
Esto indica que la auto-absorcion de los rayos X fluorescentes dentro de la muestra no es un

problema para un espectrometro XRF.

El factor de absorcion estd definido de la siguiente manera

wiE)p (14)

Fi = 1—s—H(Ef}p
Donde u(E;) es el coeficiente de atenuacion masica de la muestra a la energia E; de los

rayos X fluorescentes en el iésimo elemento, p es la densidad de la muestra.

wlE;) = ;W i (15)
Donde W; es la fraccion de peso del iésimo elemento y u;es el coeficiente de atenuacion

masica a la energia E; del rayo fluorescente.

Los valores p; pueden obtenerse de la literatura y W; a partir del conocimiento de la composicion

de la muestra.

2.4 Analisis de la forma del pico

El anélisis de la forma del pico se realiza para entender como el efecto matriz altera el
pico de Se. El efecto matriz debido a la dispersion o la absorcién cambiara el ruido de fondo en
magnitud y forma. En nuestro caso los efectos de matriz seran por dispersion por la composicion

de elementos ligeros en la matriz. El pico caracteristico esta situado por arriba del ruido de fondo
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por lo que la proporcion de sefial a ruido (S/N) y la forma del pico también cambiaran como
consecuencia del ruido de fondo cambiante. Los indicadores a analizar seran: el conteo de ruido
de fondo debajo de la region de interés, la proporcion de sefial a ruido, ancho completo a la mitad

del méximo y el ancho completo a la décima del maximo.

2.4.1 Proporcion de sefial a ruidoy pico a fondo (P/B)

Esta proporcion nos dice como el incremento del ruido de fondo afecta la habilidad del
equipo para detectar la sefial del analito, la proporcion de sefial a ruido complementa la

sensibilidad. S/N es la sensibilidad electronica del equipo.

Contec maxime del pico de interés (16)

=
N contee minime a la isquisrda ¥ derecha del pico

La proporcion P/B esta definida como la sensibilidad de la técnica donde la intensidad de
los conteos sobre el fondo es dividida por la intensidad del fondo dentro de la misma region de

interés del pico.

P _ Intensidad de conteosz en el pice
fﬁ‘ - (17)

Intensidad de conteos de fondo

2.4.2 Ancho completoa lamitady décima parte del maximo
Los picos de rayos X fluorescentes sigue una distribucion gaussiana. Estos parametros
estan relacionados con el ajuste de la distribucion <. El andlisis de la forma del pico

generalmente se refiere a la ampliacién de la linea espectral.

FWHM =2\2In2 o (18)
FWTM = 2y2In10 ¢ (19)
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Usando ¢ conoceremos los valores de FWHM y FWTM.

2.5 Desplazamiento del pico por entorno quimico

Es bien conocido que el entorno quimico de un elemento afecta o modifica varias
caracteristicas del espectro de emision de rayos X, algunos reportes indican que estos efectos
quimicos estan relacionados con la emision de rayos X tras el proceso de captura electronica o

parcialmente después de la fotoionizacion (Porikli & Kurucu, 2012).

Por la polarizacion del orbital molecular de la especie molecular donde se encuentra el
atomo fluorescente. La polarizacion por campo magnético o campo eléctrico afecta la funcion de
onda del orbital molecular que a su vez afecta las funciones de onda de los electrones internos
del &omo del analito. Este efecto es muy pequefio porque es un efecto secundario. Este efecto
puede ser mas evidente en las fluorescencias realizadas con fuentes de excitaciébn con mayor
luminosidad por ejemplo la de sincrotrén. Este efecto se ha buscado en equipos de laboratorio
durante un tiempo. Estas investigaciones con equipos de laboratorio se han realizado con las
técnicas de fluorescencia de rayos X por longitud de onda dispersiva (por sus siglas en inglés
WDXRF) y fluorescencia de rayos x de energia dispersa (por sus siglas en inglés EDXRF), se ha
investigado el efecto del tipo de enlace de la misma molécula (Kaur & Mittal, 2014). No existe
demasiada evidencia sobre la investigacion del efecto de la vecindad quimica de la molécula

usando desplazamiento de pico y ensanchamiento del pico.

2.6 Ensanchamiento del pico

Cada nivel cuéntico tiene una vida promedio At, la incertidumbre de la energia por la ley

de Heisenberg es:
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ATAE < h (20)

Cuando At es muy pequefio la energia incrementa, esta contribucién al ensanchamiento

de poco es inevitable.

Otro de los factores que interviene en el ensanchamiento de pico es la capacidad del

detector para colectar los pares electron-hoyo causados por la absorcion del foton fluorescente

dentro del material del detector, si la velocidad de recoleccion es baja el ancho del pico es

mayor. Con una longitud de onda fija este factor es fijo.

La vida T del nivel cuéntico disminuye con la contribucion termal por lo que AE

incrementa causando un ensanchamiento de pico.

2.7 Parametro Sy W

Para el andlisis del pico en la fluorescencia de rayos x normalmente es utilizada la
proporcién entre pico y ruido de fondo con frecuentes fallas en la cuantificacion. En el analisis
de pico en la espectrometria por aniquilacion de positrones ha desarrollado una manera de

cuantificar introduciendo los parametros Sy W los cuales son definidos de la siguiente manera.

5= Area envuelta por el FWHM

(21)

Area total del pico

Area envusita porlas alas de FWTM

W =

(22)

Area toral del pico
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En la Figura 2.7 podemos observar las regiones Sy W utilizadas en la espectrometria de

aniquilacion de positrones.

2.8 Concentracion

La radiacion caracteristica es monocromdtica, esta caracterizacion es descrita por la ley
de Moseley:

E = hkj(Z—k,)” (23)

Donde E es la energia caracteristica del foton, h es la constante de planck, ki y kz son
constantes que dependen del tipo de foton y Z es el nimero atomico del elemento. La forma de

cuantificar el elemento fluorescente es mediante la intensidad o el flujo de fotones emitidos. La
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Figura 2.7 Parametros S y W. P. Horodek. (2014). [Figura]. Recuperado de: Positron annihilation
spectroscopy at LEPTA facility-
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concentracion es directamente proporcional a la densidad de &tomos del elemento que se busca
en la muestra.

La intensidad de rayos caracteristicos medida I~ depende de la concentracion del analito,
efecto matriz, tamafio de la muestra y radiacion de fondo. Un protocolo de validacion y
preparacién de muestras. Entonces para un instrumento determinado y una muestra dada:

C = KI'CF(RL)CF(AT) (24)

CF(AT)= MS (25)

K es la constante de calibracion del instrumento determinada a través de medicion de
estandares, CF(RL) es el factor de correccion para pérdidas relacionadas con la tasa de conteo de
fotones en el detector, CF(AT) es el factor de correccién relacionado a la atenuacién por el

efecto de espécimen Sy de matriz M.

Una vez definidas las sensibilidades relativas de un determinado instrumento de TXRF,
estas permanecen invariantes durante afios y solo es necesaria su modificacion cuando se cambia
el sistema de deteccion o se varia la geometria. En estas condiciones la TXRF muestra toda su
potencialidad a la hora del andlisis quimico, debido sobre todo a su simplicidad. La
cuantificacion mediante TXRF viene dada por la
relacion lineal (Fernandez Ruiz, 2010). En el metodo del TXRF una cantidad de estdndar interno
debe ser afiadido, este elemento debe ser uno que no se encuentre en la muestra y que esté

cercano al analito en la tabla periodica.
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_ (Na/s4)

A7 (ms/sis) ¥

(26)
Donde C, es la concentracion del analito N, vN,;, S; S, son el area neta y la

sensibilidad del analito y el estandar interno respectivamente.
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Capitulo 3

En este capitulo se detallan los pasos seguidos en el experimento, las herramientas

necesarias Y los célculos necesarios para poder obtener los valores obtenidos.

Método experimental

Los componentes para la fabricacion de orina artificial simulando una persona en buen
estado de salud es 91%-96% agua, solutos organicos e inorganicos. El pH de la orina normal
debe oscilar entre 5.5 y 7. El soluto principal de la orina es la urea con una concentracion de 9.3
g/l — 23.3 ¢/l. Los iones inorganicos son sodio, potasio, cloro y fosfato. Se usé la formulacion de

la “base de orina” propuesta por Khan et al (2017).

Toda la cristaleria y reactivos utilizados en este trabajo fueron de marca Pyrex® y de
grado de pureza ACS / USP. Todas las micropipetas utilizadas fueron de la marca Brand® y

Witeg®.

3.1 Base de orina

Cloruro de potasio, KCI (0.2 g¢/l), Cloruro de sodio NaCl (8 g/l), fosfato de sodio mono-
hidrogeno Na,HPO4 (1.14 ¢/l), fosfato de potasio di-hidrogeno KH,PO, (0.2g/l), colorante
amarillo (200 pl /), agua tri-destilada 1 litro, acido clorhidrico HCl(ac) 1M e hidroxido de

potasio KOH (ac) 1M. Se usaron HCl(ac) y KOH(ac) para ajustar el pH de la solucion final.
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Usando como base lo propuesto por L. B. Khan et al (2017) excepto el colorante amarillo, se fijo
el volumen de orina artificial a preparar en 250 ml. Los reactivos en cada caso cuentan con cierto

grado de pureza, por esta razon se debe hacer un ajuste en las cantidades a afiadir.
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KCl: (02 9/;)(0250 ) () = 0.0425 ¢
NaCl :(a 5’,’3)(0.250 3)(%] =198 g

Na,HPO, : (1.14 9/, )(0.250 1) (=) = 02822 g

i

100
KHzPO, : (0.2 9/;)(0.250 1) () = 0.0495 ¢
Urea: (9.3 9/,)(0.250 (=) = 23018 g
3.1.1 Preparacion deorina artificial

En un vaso de precipitado de 500 ml se afiadieron las cantidades pesadas de NaCl, KCly
Urea. Se verti6 50 ml de agua tri-destilada. Con un agitador magnético se movio la mezcla hasta
la disolucién de todas las sales. Se aford con agua destilada el vaso de precipitado hasta alcanzar

los 250 ml. Después de agitarlo se cubrié con un vidrio de reloj.

3.2 Preparacion de las soluciones de selenato de sodio en agua y

orina artificial

Las concentraciones deseadas son 100, 10, 1, 0.1 y 0.01 mg/l de selenio. Utilizando la

solucion de estandar de selenato de sodio a 1000 mg/l se preparé la solucion de 100 mg/l.
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Tabla 3.1 Célculo de volumen parasoluciones. El agua utilizada para estas solucioneses agua ultra pura.

CiVi = G Vy
Vialito | Concentracion Ci Vi Cf \4i Cantidades
1 | 100 mg/l 1000 mg/l | 2.5 ml 100 mg/l | 25 ml 2.5 ml (NazSeOy4) + 22.5 ml
(H20)

2 10 mg/l 100mg/l [ 0.5ml 10 mg/l 5ml | 0.5 ml (Na;SeOy) + 4.5 ml (H,0)

1 mg/l 100 mg/l | 0.05 ml 1 mg/l 5ml | 0.05 ml (Na;SeOs) + 4.95 mi
’ (H20)

0.1 mg/l 100 mgh | 0.005ml |0.1mgl |5ml |0.005 ml (Na,SeOs) + 4.995 mi
) (H20)

0.01 mg/l 10 mg/l 0.005ml | 0.01mg/ll |5ml |0.005 ml (Na;SeOy) + 4.995 ml
i (H20)

En la Tabla 3.1, Vi representa el volumen inicial de la solucion de selenato de sodio a

afiadir, Ci representa la concentracion inicial de la solucion a afiadir, Cf es la concentracion final

de la solucion a preparar y Vf es el volumen final de la solucion a preparar.

Vialito 1 (Na;SeO4 100 mg/l): En un frasco volumétrico de 25 ml se agregaron 2.5 ml del

estandar de selenato de sodio, usando un embudo se afiadid agua tri-destilada hasta la aparente

mitad, Después de agitar gentilmente se aforé hasta los 25 ml.
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Vialito 2 (Na;SeO4 10 mg/l): Acuerdo a los volimenes marcados en la Tabla x. Usando la
micropipeta de 1000 pl se extrajeron 0.5 ml del vialto 1, aforando con 4.5 ml de agua tri-

destilada.

Vialito 3 (Na;SeO4 1 mg/l): Se usd la solucion de 100 mg/l para extraer 0.05 ml (50 i)
con la micropipeta de 2-200 pl para la extraccion. Se afiadieron 4.95 ml de agua tri-destilada

usando la pipeta de 1000 .

Vialito 4 (NazSeO4 0.1 mg/l): De la solucién de 100 mg/l se extrajeron 0.005 ml (5 i)
usando la micropipeta de 1-10 @, se aforaron 4.995 ml de agua tri-destilada usando la

micropipeta de 1000 pl.

Vialito 5 (Na;SeO4 0.01 mg/l): En este caso se usé la solucion de 10 mg/l para la
disolucion. Después de extraer 0.005 ml (5 W) con la micropipeta 1-10 pl se aforar6 4.995 ml de

agua tridestilada usando la micropipeta de 1000 .

No es recomendable operar las micropipetas en los limites de su capacidad, se
recomienda usar en un rango medio de la micropipeta. Una vez preparadas las soluciones

almacenarlas en un lugar fresco y oscuro.

3.3 Preparacion de muestras

Para el protocolo de preparacion de los discos se siguid el protocolo propuesto por la

compariia Bruker GmbH fabricante del instrumento utilizado (S2 Picofox).

Las muestras para estos espectrometros sin importar que sean liquidas, polvo o peliculas
delgadas siempre son analizadas como una capa seca en la superficie Optica especular de un

disco de 30 mm de diametro que funciona como portamuestras. Estos portamuestras son
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fabricados de diferentes materiales como zafiro, cuarzo o acrilico. La interaccion entre la
radiacion y el material del portamuestras aporta una sefial significante en el espectro de la
técnica, a este espectro se le denomina ruido de fondo. El ruido de fondo producido por la
interaccion de la radiacion con el portamuestra es menor en el caso del zafiro y el cuarzo. Para el
acrilico el ruido de fondo no es de gran importancia en muestras con concentraciones >10 ppm.
Este trabajo se llevd a cabo usando discos de acrilico y discos de cuarzo para bajas
concentraciones con el fin de obtener resultados con un alto grado de precision. Cabe mencionar
que en la técnica de TXRF utilizando el espectrometro S2 Picofox (Bruker GmbH),
generalmente se cubre la superficie del portamuestra con una capa delgada de silicon; en
consecuencia, el ruido total del fondo es la combinacion del ruido contribuido por el material del

portamuestra y el silicon (ver la Figura 3.1y 3.2).

Max.
10 mm

™ >
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Separacion de una parte de la muestra

Utilizando una pipeta, se transfiere una parte de la
muestra original de 500 a 1.000 pl a un recipiente de
plastico.

Adicion del estandar interno
Para la estandarizacion intemna, se agrega una

lo mas posible; paradlosereeotmndaempleaun
agitador automatico de muestras.

La eleccion del elemento dependera de la
composicion elemental de la muestra

Debe escogerse un elemento que no se encuentre ya
en la muestra que se va a analizar. Asimismo,
deberlahwrsedeevlhfquelaslineasde

encontrarse en el rango medio de la de los
elementos presentes en la muestra analizada.

La preparacion de muestras organicas ligeramente
volatiles para el analisis TXRF es dificil y, en muchos
Es importante que el estandar intemo que se
agregue esté basado en un vehiculo organico. A una
cantidad de muestra de 1 mi se le afiade una
cantidad determinada de estandar intemo (rango de
los pl). Durante este proceso hay que procurar
reducir la pérdida de material de la muestra por
evaporacion al minimo posible.

Tras una exhaustiva homogeneizacion, se colocan
10 pl de muestra sobre un portamuestras. La
solucion de la muestra se extendera por una amplia
zona del portamuestras y se secara rapidamente.
Coneiobie(odegammizarqueeneléreade
medicion hay suficiente material de muestra, es
preciso repetir este proceso varias veces. El nimero
de repeticiones necesario depende del tipo de
muestra.

Transferencia de la muestra al portamuestras

Utilizando una pipeta, se transfieren 10 pl de la
muestra original a un portamuestras.

Secado de la muestra

La muestra que se encuentra en el portamuestras
debe secarse. Esto puede hacerse bien mediante
vacio en un desecador o calentandola con una

lampara de infrarrojos o una placa calefactora.

Figura 3.2 Procedimiento de preparacion de muestras.



3.2.1 Método de estandar interno

En la espectrometria por TXRF un cierto volumen de un estandar interno (El) es afiadido
a la muestra. Este estdndar debe ser un elemento que la muestra no pueda contener ni siquiera
por contaminacion. Se debe elegir como El un elemento que sea cercano al elemento a buscar
para este trabajo seleccionamos el galio (Ga) por su cercania al Se ya que la eficiencia del
detector y la calibracion de ganancia (variantes con la energia) son similares para estos dos
elementos Se y Ga. Como se detalla en la seccion tedrica de esta tesis, la expresion matematica
utilizada en el analisis para obtener la concentracion del analito, contiene la concentracion del EL.
Por eso, es necesario usar una estandar de referencia como el El, es decir, una estandar con
concentracion certificada. En este trabajo se uso el estandar certificado de Ga (1000 + 2) mg/l de
la marca Sigma-Aldrich®. Esta concentracion es demasiado alta asi que se procedid a diluir en

concentraciones de 100 mg/l y 10 mg/l.
Preparacion de los estandares secundarios
Ga 100 mg/l

El volumen final deseado son 10 ml, la concentracion del estandar de Ga es 1000 mg/l, la

concentracion final deseada es de 100 mg/l.

- (10 m{100 ™4/ ) 1 mi
. = —=1m
i 1000 ™9/, (27)

En un vialito verter 1 ml del estandar de Ga a 1000 mg/l y 9 ml de agua tri-destilada.

Etiquetar y almacenar en un lugar frio.

Ga 10 my/l

45



El volumen final deseado son 10 ml, se usara la solucion de 100 mg/l para esta

disolucion, la concentracion final deseada es de 10 mg/l.

mg
V.= (1017’13)(10 ﬁ}= 1 ml 28
: 100 ™9/, (28)

En un vialito verter 1 ml del estdndar de Ga a 100 mg/l y 9 ml de agua tri-destilada.

Etiquetar y almacenar en un lugar frio.

3.2.2 Preparacion de la superficie de los discos

La naturaleza de las muestras liquidas al momento de ser colocadas en el disco porta
muestra las obligaria a esparcirse sobre la superficie del disco y de esta manera los atomos
también se dispersarian sobre la superficie, reduciendo asi la densidad superficial atdmica del
analito que el haz de rayos X primario encontraria durante el analisis. Causa de esto se debe crear
una superficie hidrofobica, para lograr que la superficie sea hidrofobica se utiliza un silicon
liquido que se adhiere a la superficie de tal manera que no permite que la muestra se disperse por

el disco.

Este liquido es llamado Serva™, a diferencia de lo sugerido por Sofia Riafio et al (2016)
en su texto Practical guidelines for best practice on Total Reflection X-Ray Fluorescence
Spectroscopy: Analysis of aqueous solutions donde se utiliza un volumen de 30 W de silicona
para volver hidrofobica la superficie del portamuestras, para este trabajo se tomaron 10 pl y
fueron colocados en el centro de la superficie del disco (se debe colocar la gota con ayuda del
dispositivo auxiliar brindado por bruker). La razén de tomar una minima cantidad del silicon

liquido es para reducir la contribucion de ruido del fondo en el espectro, causado por el silicon.
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Después de ser colocado el silicon fue secado a 45°C durante 30 minutos para que el silicon

seque Y se fije sobre la superficie del disco.

3.2.3 Preparacion del analito

En dos tubos de eppendorf rotulados uno de 100 mg/l de Na,SeO, y de 10 mg/l de
Na,;SeO4 se afiadié 1 ml de Na,SeO4 con agua tri-destilada (a 100 y 10 mg/l) con la micropipeta
de 1000 pl respectivamente, después se afiadieron 10 pl del estandar de Ga a 1000 mg/l por lo
que el volumen en los tubos de eppendorf ahora es de 1010 ul entonces la concentracion final del

El es

(1000 ™9/, )(0.010 mi)
o 1.010 mi o

10 ™9/, (29)

El volumen de los tubos eppendorf de diferentes concentraciones ahora es la muestra a
analizar. Con la micropipeta de 1-10 W se extrajeron 10 pl y se colocaron en el centro de los
discos con la superficie hidrofobica previamente preparados (con ayuda del dispositivo brindado

por la compafiia Bruker véase la Figura 3.1).

Una vez preparados los discos con la muestra en el centro del porta muestras son secados

a 40 °C durante 2 horas.

En dos tubos de eppendorf rotulados uno de 0.1 mg/l de Na,SeO, y de 0.01 mg/l de
Na,SeO, se afiadid 1 ml de Na,SeO4 con agua tri-destilada (a 0.1 y 0.01 mg/l) con la micropipeta
de 1000 Wl respectivamente, despues se afiadieron 10 pl del estandar de Ga a 100 mg/l por lo que
el volumen en los tubos de eppendorf ahora es de 1010 pl entonces la concentracion final del El

€s
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(100 ™9/ )(0.020 mi) mg
Cr = 1.010 mi =01 /zi (30)

El volumen de los tubos eppendorf de diferentes concentraciones ahora es la muestra a
analizar. Con la micropipeta de 1-10 W se extrajeron 10 pl y se colocaron en el centro de los
discos con la superficie hidrofobica previamente preparados (con ayuda del dispositivo brindado
por la compafia Bruker; ver Figura 3.1). EI mismo procedimiento se llevd a cabo para el

Na,SeO, con la orina como medio.

Entonces en esta técnica la masa del analito analizado cubrié el rango de 1071° g (100 pg) — 10° g

(1 ng), que significa 4 dérdenes de magnitud de masa.

3.3 Selenato de Sodio en orina

Durante la preparacion de las muestras se observd una peculiaridad con el selenato de
sodio en combinacion con la orina. Después de secar los discos porta muestras durante 2 horas a
45 °C existia una aparente buena condicion del analito justo como se esperaba (un lamina
delgada y seca), al pasar 10 minutos los discos con mayor concentracion de selenato de sodio
comenzaron a hidratarse volviendo a su forma liquida de nuevo. Se regreso el analito al secado
durante 1 hora mas a 45 °C logrando obtener otra vez la forma de lamina seca del analito. Al
pasar 15 minutos sucedid lo mismo, la muestra regresaba a su forma liquida impidiendo asi

analizarlo en el espectrometro (Figura 3.3).
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Recordando uno de los componentes principales de la orina es la urea la cual se encuentra
en mayor proporcion. Una de las propiedades de la urea es su alta capacidad higroscopica. Esta
alta capacidad higroscopica se atribuye al grupo funcional amina dentro de la estructura de la

urea.

3.3.1 Hidrolisisde la Urea

Sun Dae Yim et al (2004) report6 un proceso para la hidrolisis de la urea
descomponiéndola en acido isocianico y amoniaco que permanecen en la fase acuosa como
especies disueltas. Se tomaron 100 ml de orina artificial y se colocaron en un vaso de precipitado
de 200 ml, se coloc6 el vaso de precipitado a 100 °C durante 10 minutos en una parrilla
termomagnética. Se aument6 la temperatura a 200 °C alcanzando el punto de ebullicion a los 25
minutos de ser puesto al calor. Una vez que la mitad del volumen de orina artificial fue
evaporado se retird de la parrilla hasta que bajara su temperatura a temperatura ambiente y se
estabilizara. El volumen perdido fue recuperado con agua tri-destilada hasta alcanzar el volumen
inicial. Es importante recordar que la FRX es un andlisis de atomos, no de moléculas. Entonces,

aunque la

Figura 3.3 Selenato de sodio en orina artificial a una concentracién de 100 mg/Il. En la
figura se puede observar que la muestra expuesta al aire despuésde ser sometidaa un
proceso de secado aparece como un “cristal liquido”.
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hidrélisis realizada habia roto los enlaces de un nimero sustancial de moléculas de urea, la

densidad del nimero de 4&tomos se mantuvo igual que antes.

Se tomaron las imagenes por una cdmara CCD montada en un microscopio 6ptico

Se realizo de la misma manera el procedimiento descrito anteriormente para la

Figura 3.4 Selenato de sodio en agua tri-destilada a una concentracién de 100 mg/l. Las concentraciones
aumentan de menor a mayor en las muestras de las figuras. a) 0.01 mg/I, b) 0.1 mg/l, c) 1 mg/l, d) 10
mg/l, e) 100 mg/I.

preparacion de las muestras. Los resultados obtenidos fueron favorables en las concentraciones
de 0.01 mg/l, 0.1 mg/l, 1 mg/l, 10 mg/l. La muestra 100 mg/l en orina mantenia propiedades lo
cual nos llevé a teorizar una interaccion entre el selenio y la urea en el medio acuoso que lleva a

una formacion de ‘cristal liquido’.
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Se optd por dejar fuera la muestra de 100 mg/l debido al alto riesgo que corria el detector
al ser la altura del analito de mas de 100 um. En la Figura 3.4 podemos observar como conforme
la concentracion aumenta el diametro y consistencia de la muestra aumentan de la misma
manera. En la muestra b) existe una formacion circular del analito aunque carece de grosor, en la
muestra €) es evidente la misma formacion circular con mayor grosor, esto nos permite ver que
la distribucion de la muestra es aparentemente uniforme asegurando asi que el area sobre la cual
incidira el haz de radiacién es homogénea. Es importante recordar que la altura maxima que
puede tener el analito de la muestra es de 100 pum por lo que es importante calcular la altura
aproximando el volumen de la muestra a un cilindro o media esfera, se debe tomar la perdida de
volumen debido a la evaporacion del agua durante la fijacion del analito al portamuestra, la

perdida aproximada de este volumen se estima a un 96%.

En la Figura 3.5 podemos observar la forma del analito en cada concentracion, en la
muestra c) es evidente la formacion de cristales, la muestra d) cuenta con una forma irregular lo
que puede ser atribuido a la concentracion de selenato de sodio (10 mg/l). Las muestras a) y b)
cuentan con una aparente forma circular que permite realizar el célculo de area de una forma méas

precisa.
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Figura 3.5 Selenato de sodio en orina artificial antes de la irradiacion. En las figuras podemos observar
los analitos a diferentes concentraciones a) 0.01 mg/l, b) 0.1 mg/l, ¢) 1 mg/l, d) 10 mg/I.

3.4 Operacion del Espectrometro S2 Picofox

Antes de ejecutar el analisis, el espectrometro se calibrO para ganancia (disco As),
resolucion, sensibilidad, y reproducibilidad analitica mediante discos de estandares certificados
suministrados por Bruker (GmbH). Se realizaron dos corridos experimentales separados y
consecutivos, primero de selenato en agua y segundo de selenato en orina artificial. Con cada
corrido, se realizd la calibracion de ganancia espectral, asi como los “blancos” del analisis. Se
analizd también un portamuestras de cuarzo puro, sin Serva 0 muestra. Todos las portamuestras
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eran discos acrilicos, excepto que para la concentracién mas baja de 0.01 mg / | de Se, también
se utilizaron portamuestras de cuarzo. Los blancos fueron medios puros (agua u orina artificial)
sin el estandar interno de Ga, y los blancos método fueron los medios enriquecidos con 0.1 mg /I
de Ga. Para las concentraciones de 0.01 y 0.1 mg/l se us6 un tiempo vivo de 1000s y para el
resto, el valor de 500s. Se repiti6 la medicion de la muestra de 0.01 mg/l de Se en el

portamuestras de cuarzo con un tiempo de 1500s.
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Capitulo 4

Resultados y Discusion

4.1 Dimensiones del analito

Las dimensiones del analito son un parametro que se debe de tomar en cuenta para
realizar la espectrometria debido a que una altura mayor a 100 pm puede dafiar la ventana de

berilio del detector y acortar de manera considerable la vida Util del equipo.

dzh_ 001 (31) n h
TT(E) = v(0.01)

Ecu

Figura 4.1 Muestra de selenato de sodio en agua tri-destilada con
concentracién de 0.01 mg/I .
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acion 31, h representa la altura, v el volumen del analito antes de realizar el proceso de fijacion al
disco a 40°C durante 2 horas y d el didmetro del analito después de la fijacién. En la figura 4.1
podemos observar la geometria de la muestra b), por su gentil forma sera utilizada para ilustrar el

procedimiento de medicién de las dimensiones del analito.

Entonces para medir la altura del analito en el portamuestras despejamos h en la Ecuacion

31 obteniendo:

. v(0.01) (32)

e

Sustituyendo los valores en la Ecuacion 32.

- (1 mm?)(0.01) _

- (D.Szzmm):

Realizando el mismo procedimiento para todas las muestras obtenemos los siguientes resultados

(33)

47 pm

Tabla 2 Altura del analito de selenato de sodio en agua tri-destilada, en la tabla H,O hace referencia a la muestra
de selenato de sodio en aguatri-destilada, de la misma manera OA hace referencia a la muestra de selenato de
sodio en orina artificial.

Diametro (mm) Altura (um) Volumen (mm®)
Muestra H,O OA H,O OA H.O OA
0.01 my/l 0.47 0.44 55 65 1 1
0.1 mg/l 0.52 0.48 47 55 1 1
1 mg/l 1.07 0.54 11 43 1 1
10 my/l 0.66 0.43 29 68 1 1
100 mg/l 0.69 26 1 =
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Como podemos observar en la Tabla 2 todos los analitos cumplen con el requisito de

medir menos de 100 pm.

4.1.1 Efecto del bombardeode rayos X

Durante la medicion la muestra recibe un bombardeo constante de 1 pA de fotones de
energia de 20 keV, para un tiempo que supera un poco el tiempo vivo por el Tiempo Muerto
(Dead Time) del detector. Una posible preocupacion surge sobre la prolongacion del tiempo de
medicion debido a un posible dafio a la muestra inducido por la radiacion. Como muestra la
figura 7, no hubo evidencia de dafio a las muestras. Ademas, incluso si se dispersd una pequefia
cantidad de muestra, el método de Estandar Interna (Internal Standard Method) garantiza una
normalizacion in situ. Esto significa que en la espectrometria TXRF, uno puede repetir o
prolongar las mediciones en una muestra dada, lo cual no es posible en otras técnicas, donde la
muestra original se destruye. Este hecho se utilizd para mejorar las estadisticas de la muestra de
0.01 mg / | de Se en orina artificial en porta muestra de cuarzo, repitiendo la medicién en el

Tiempo Vivo aumentado a 1500s.

Figura 4.2 La muestra de 0.1 mg/l de Se sobre una porta muestra acrilica, antes (lado izquierdo) y después (lado
derecho) del bombardeo por rayos X.
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4.2 Cifras del instrumento

4.2.1 Ecuacién de calibracién

La ecuacion de calibracion de energia nos permite ver la proporcionalidad entre los

canales del detector y la energia en keV como se puede observar en la Ecuacion 34, donde E

representa la energia en keV, m representa la energia lineal en keV/canal, C representa el nimero

de canal, b representa la energia absoluta en keV.

E=mC+5b

4.2.2 Parametros del detector

Los parametros del detector nos hablan de las condiciones en las que estd operando

durante la medicién y la calidad de ejecucion de la espectrometria, los parametros que deben ser

observados con atencion son la energia absoluta, la energia lineal, el ancho a la mitad de la altura

maxima (FWHM por sus siglas en inglés) y el factor Fano.

Tabla 3 Parametros del detector

Na,SeO4 + H20

Na,SeQ4 + Orina artificial

Energia absoluta | -0.4883 keV -0.4883 keV
Energia lineal 0.005004 keV/ch 0.005004 keV/ch
FWHM 138.53 eV 138.53 eV
Factor fano 0.11 0.11
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En la Tabla 3 podemos observar claramente que los pardmetros del detector no cambian

en ninguna de las mediciones, esto nos asegura el funcionamiento Optimo del detector mientras

se realizd la espectrometria.

La calibracion de energia es constante durante todos los experimentos realizados en este
trabajo lo que implica que el instrumento no contribuyd al desplazamiento del pico. Cualquier
desplazamiento que pueda observarse (como se detalla a continuacién) surge Unicamente de la

muestra.

2
-
— &S
®
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] |
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Figura 4.4 Espectro tipico obtenido porel S2 Picofox.

La ampliacion de picos aportada por el detector y la electronica instrumental esta

relacionada con la resolucion del detector (el FWHM) y el Factor Fano del material del detector.
La constancia de estos dos factores durante todas las mediciones, implica que cualquier
ampliacion de pico como se podria observar (ver mas abajo), surge exclusivamente de la

muestra.

4.3 Resultados de las concentraciones

En las Figura 4.3y 4.4 se muestran respectivamente el espectro completo y una region

del pico Se Ko en 11. 22 keV, de una muestra de Se a 100 mg/l en agua.
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Figura4.3 Pico de Se Ka a 100 mg/I.

Abajo se observan dos tablas con las concentraciones obtenidas en la medicion.

Tabla 4 Concentracionesde selenato de sodio en agua tri-destilada.

Selenato de sodio en agua tri- Selenato de sodio en orina
destilada artificial
Concentracion Concentracion experimental
nominal
0.01 mg/l 0.038 +0.001 mg/I 0.007 +0.006 mg/I
0.1 mg/l 0.063 +0.001 mg/I 0.117 £0.011 mg/I
1 my/l 0.881 +0.004 mg/! 1.57 0+ 0.027 mg/!
10 mg/l 8.960 +0.013 mg/I 10.490 + 0.072 mg/I
100 mg/l 96.876 +0.144 mg/l | -

El software que se utilizd para el analisis es Spectra, este software selecciona la region de
interés alrededor del pico del elemento a analizar y traza una linea de fondo de radiacion, a
concentraciones pequefias este ajuste puede provocar pequefias variaciones en los resultados, por
esta razon para las concentraciones de 0.01 mg/l de agua y orina artificial se realizara el ajuste de

la region de intereés.

La concentracion es proporcional al conteo neto registrado por el detector, todos los datos
de conteo deben ser previamente normalizados por el nimero de segundos que la muestra fue
expuesta a la radiacién, de esta manera con los demas parametros constantes se respeta la
siguiente proporcion.
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s,

(35)

Dénde N3 representa el conteo neto del analito estimado por el software, Ni' es el conteo

neto estimado manualmente, C; representa la concentracion estimada por el software, Cj'

representa la concentracion estimada manualmente. Despejando la concentracion manual de la

Ecuacion 35 obtenemos:

CMI: ""'f (C_’"n')
A ?far A

(36)
Entonces las nuevas concentraciones seran
Tabla 4 Céalculo de concentraciones manual
Ny
CAH = (N_j) [Cf ]
Ny N3 Cy cy'
74484 77940 0.041 myg/l 0.039 my/l
Na,SeO4 + H,O
Na,SeO. + Orina 7559 32077 0.084 myg/l 0.019 my/l
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Figura4.5 Concentracionesde Se en aguatri-destilada como medio.
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Los resultados de concentracion estan expresados graficamente en términos de logaritmo
para los casos experimental y tedrico de Se en agua tri-destilada u orina artificial como medio
esto se muestra en la Figura 4.5 y 4.6. Los siguientes hechos son deducidos del analisis de las

gréficas:

1. Los coeficientes de correlacion R? son muy cercanos a 1, demostrando la excelente
linealidad. El valor del intercepto es casi O indicando que la grafica pasa a través de O
como deberia. Esto nos indica que el analisis mantiene una respuesta lineal a través de un
rango dindmico que cubre 5 ordenes de magnitud.

2. La ecuacién entre la concentracion tedrica (C:) y la concentracion experimental (C.) es:

log(C,) = mlog(C,)+ ¢ = mlog(C,) + log(C")

Donde m y ¢ son la pendiente y el intercepto respectivamente del ajuste lineal.
Para las uestras de agua y orina artificial (m,c) resultaron los valores (0.90, 0.052) y (1.07,

0.065), que produce los valores de C’ como 1.12 y 1.16. Entonces.

C, ,
[C jm =0=
11

% C' debido aque m® 1

A0

o+

Dado esto C’ es muy cercana a 1 en ambos casos y esa proporcion es definida como el
porcentaje de recuperacion. El resultado antes mencionado implica que el promedio del %

recuperacion es muy cercano a 100 para el rango dinamico de 5 6rdenes de magnitud.
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4.4 Cifras de mérito estadistico

Las cifras de mérito nos hablan de la confiabilidad de las mediciones realizadas, estas

cifras de mérito son indice de exactitud, precision, limite de deteccién minima.

Porcentaje de recuperacion, se define de la siguiente manera:

YgRecuperacion = (E) (100) (37)

En la Ecuacion 37, VCE se refiere a el valor de concentracion experimental, en otras
palabras, el valor medido por el espectrometro. VCN es el valor de concentracion nominal, el

valor gue segun los célculos realizados debe estar en el analito.

La precision es definida de la siguiente manera

P =100—R5D % (38)
En la Ecuacidén 38, P representa la precision, RSD% es la desviacion estandar relativa en
porcentaje, la desviacion estandar relativa estd definida como la desviacion estandar entre la

media aritmética.

Tabla 5 Cifras de mérito del selenato de sodio en agua

Selenato de sodio en agua tri-destilada
Valor experimental | % Recuperacién | % Precision | LLD
0.01 mg/I | 0.039 +0.001 390 +10 98.50 | 0.001
0.1 mg/l | 0.063 +0.001 63+1 99.00 | 0.001
1 mg/I 0.881 +0.004 88.1+0.4 99.60 | 0.02
10 mg/I 8.960 +0.013 89.6 £ 0.13 99.90 | 0.02
100 mg/l | 96.876 +0.144 96.876 £ 0.144 99.99 | 0.012
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Tabla 6 Cifras de mérito del selenato de sodio en orina

Selenato de sodio en orina artificial
Valor experimental % Recuperacion | % Precisiéon | LLD
0.01 mg/I | 0.007 +0.006 70+0.6 98.30 | 0.001
0.1 mg/l | 0.117 £0.011 117 £11 97.10 | 0.001
1 mg/l 1.57 0+ 0.027 157 £2.7 98.70 | 0.02
10 mg/I 10.490 + 0.072 104.90 £ 0.72 99.60 | 0.02

4.5 Eféctos de matriz en el espectro de TXRF

A pesar de que el pico de fluorescencia surge exclusivamente del atomo en cuestion, para este
estudio el Se, los efectos de matriz pueden afectar el fondo debajo del pico asi como la forma del pico.
Ambos efectos pueden afectar el &rea de pico, que a su vez afecta la concentracion derivada del area neta
del pico. También la posicién del pico se ve afectada aunque en un grado extremadamente pequefio, por
el tipo de enlace del &tomo del analito ademas de los campos eléctricos y magnéticos que lo rodean de los
atomos en su vecindad inmediata, este efecto es llamado desplazamiento de pico y normalmente es
investigado por fuentes de rayos X de alta intensidad como la de un sincrotron. Por otro lado, el analisis
de la forma del pico, la proporcion pico-fondo (peak to background (P/B)) y el desplazamiento de pico
pueden revelarnos valiosa informacién de la identidad de la matriz, el tipo de enlace y la interaccion

interatomica por los atomos del analito.

La matriz estd formada por otros elementos asi como por el analito. Cada uno de estos
elementos van a interactuar con la radiacién primaria y de fluorescencia a través de procesos
como la dispersion elastica (Rayleigh), inelastica (Compton) y absorcion fotoeléctrica, por
absorcion sin radiacion. Las interacciones con atomos de bajo Z son casi completamente

gobernadas por el proceso de dispersion, particularmente dispersion de Compton, mientras que la
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absorcion fotoeléctrica es el efecto dominante en elementos de alto Z El coeficiente de
absorcion masica incrementa con el ndmero atdmico. Los elementos pesados rinden una mayor
fluorescencia de rayos X. Entonces asi esperamos una diferencia en las contribuciones por la
matriz en el caso del Se analizado en 2 diferentes matrices (agua tri-destilada y orina artificial)
gue se usaron en este trabajo. El haz de rayos X primario también penetra en la ca de Serva con
un muy pequefio alcance y mucho menor alcance en el caso del portamuestras. Por lo tanto, estos
objetos contribuirdn al flujo total de fotones en el detector y en el fondo debajo del pico.
Ademds, es esperado que la interaccion del Se con los diferentes iones en la orina artificial,
mostraran diferencias entre los parametros de la forma del pico y un posible desplazamiento del

pico cuando se hace una comparacion entre el pico de 2 espectros a una concentracion fija de Se

(10 mg/l).

45.1 Flujototal de fotones en el detector.

Para cada espectro el flujo total de fotones en el detector fue obtenido como se muestra en
la Figura 12. Los simbolos A a J son respectivamente, A: Blanco (cuarzo); B: Blanco (agua); C:
Blanco (orina artificial); D: Blanco método (agua); E: Blanco método (orina artificial, cuarzo); F:
Blanco método (orina artificial); G: Se 0.01 mg/l; H: Se 0.01 mg/l (agua, cuarzo); I: Se 0.01 mg/l

(orina artificial); J: Se 0.01 mg/l (orina artificial, cuarzo)

Todos los discos que no son etiquetados como cuarzo son de acrilico. Todos los discos

contienen una capa de Serva excepto el disco A que fue cuarzo puro.
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Flujo total de fotones (cps)
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Figura 4.7 Flujo total de fotones registrado por el detector. El flujo total de fotones varia de acuerdo a la
naturaleza del portamuestras (acrilico o cuarzo), el medio (agua u orina artificial) con o sin el estandar
interno (Ga) y con una cantidad del analito (Se) a nivel ultra traza.

De inmediato podemos observar que el disco de acrilico genera un mayor flujo de fotones
que el de cuarzo (discos A y B). Esto es debido a la gran flujo de la dispersion Compton de rayos
X primarios asi como rayos X fluorescentes de los elementos ligeros (cominmente C, O y H) del
disco y el Serva, mientras los discos de cuarzo estdn compuestos en su mayoria por silicio
producen menos flujo disperso. La introduccion de elementos pesados como por ejemplo los
iones de la orina artificial, imcrementan la absorcion llevando a un bajo flujo de fotones (B vs
C). La introduccion de solo Ga a niveles de ultra traza lleva a un incremento en el flujo de
fotones debido a los rayos X fluorescentes del Ga y aumenta la sensibilidad del espectromentro
en este rango de energia (B vs D) mientras afadiendo cantidades ultra traza de elementos
pesados en este esperimento, Se, lleva a la reduccion de la intensidad total de fotones debido al

gran coeficiente de absorcidon méasica del Se (D vs G).

Es claro que el espectro de TXRF es sensible a la composicién cuantitativa y cualitativa

de la muestra y el sustrato. Esto significa que el sustrato tienen que ser elegidos cuidadosamente

66



y que las muestra deben ser preparadas cuidadosamente para evitar la contaminacion y mantener

la uniformidad de esta.

Proporcién pico-fondo (P/B)

La proporcion P/B fue calculada como el conteo total del pico de Se K, a su conteo de

ruido de fondo. Los resultados se muestran en la Figura 4.9.

Ag ua P/ B y = 16.006x2 + 20.277x+ 4.7062
R2=0.9977
/’ B Se 0.01mg/l
20 // A Se0.1mg/l
@ 60 Se 1 mg/I
-
o A0
- ¥ Se 10 mg/
.\ 20
® Se 100 mg/l
I T \.T U{}/e/ T I Y T 1
-3 -2 -1 0 1 2 3 —— Polindmica (agua P/B (con
20 cuarzo))
Log( C)

Figura 4.8 Grafica P/B. La variacionde P/B con el logaritmo de la concentracion teérica de Se en aguatri-
destilada.

En la Figura 4.8 y 4.9 podemos observar la variacion de P/B con el logaritmo de la

concentracion teorica en agua tri-destilada y orina artificial.
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Orina artificial P/B y = 2.6907x%+ 6.3559x + 3.429
. R2=0.9635
o x Se 0.01 mg/!
16 / Se 0.1 mg/I
8
] 6 / Se 1 mg/I
o
/| ¥ Se 10 mg/I
' ' T v ' ' ——Polinémica (orina artificial
3 2 1 50 1 o/8)
Log( Cy)

Figura4.9 Gréafica P/B. La variacidn de P/B con el logaritmo de la concentracién tedrica de Se en orina

artificial.

Los datos ajustan con una tendencia parabdlica por el valor de R?, con las muestras de agua se
muestra un mejor ajuste. Uno hubiera esperado una disminucion monotdénicamente lineal con
una reduccién de la concentracion de Se, debido a una reduccién de la intensidad de la

fluorescencia de rayos X de Se Ko de energia 11.22 keV.

El paso a través de un minimo por una funcién monotonica implica que hay dos efectos
opuestos que contribuyen a la funcion. En el presente caso, El aumento de la concentracion de Se
aumenta el flujo de rayos X de 11.22 keV, pero al mismo tiempo aumenta la autoabsorcion de
estos fotones. El fondo debajo de el pico de 11.22 keV resulta solo de la dispersion Compton de
los rayos X primarios por todos los elementos en la matriz pero es dominado por los elementos
ligeros en la matriz. Ya que su concentracion es constate, el fondo serd algo cercano a constante,
haciendo que la relacion P / B dependa esencialmente de factores que afectan a P. La absorcidn

de los fotones de 11.22 keV por los elementos ligeros serd menor que la autoabsorcion por el Se
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pero se volvera importante solo a bajas concentraciones de Se. A medida que la concentracidn
disminuye los efectos de fluorescencia y autoabsorcién decrementaran de forma no lineal, con la
absorcion disminuyendo mas que la fluorescencia. El resultado es que al niveles ulira traza la
proporcion P/B incrementa, resultando en una variacion parabdlica como se muestra en la Figura

4.38.

La parabolicidad es algo irregular a concentraciones de Se mas bajas para el medio de
orina artificial porque a estas concentraciones la contribucion a la absorcion de fotones de 11.22
keV por los elementos mas ligeros de orina artificial comienza a competir con la autoabsorcion
de Se, mientras que a las concentraciones de Se mas altas, esta Ultima domina. La composicion
elemental de la orina artificial utilizada imita la composicion de la orina real, de hecho de fluidos
fisiolgicos y tejidos en general, porque en estos materiales también el Se es el elemento de
importancia fisiolégica mas importante presente. El sorprendente resultado de una proporcion P
/ B més alta y, por lo tanto, una mayor sensibilidad para Se en la region de ultra traza abre la
posibilidad de que el TXRF analice Se de fluidos citoldgicos o incluso de grupos de ceélulas

porque la masa mas baja de Se analizada en este trabajo fue 100 pg.

4.6 FWHM, FWTM, parametro Sy parametro W

El pico de rayos X fluorescentes sigue una distribucion gaussiana. En el presente trabajo,
el espectro se le hizo una deconvolucion utilizando estadisticas bayesianas optimizadas incluidas
en el software de analisis de espectro, que se ajusta a los picos gaussianos. De este modo, se
pueden obtener los factores FWHM y FWTM descritos matematicamente en la seccion tedrica
de esta tesis. Ambos parametros se relacionan con la forma del pico, cuyo analisis se denomina

forma del pico.
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El andlisis de la forma del pico generalmente se refiere a la cuantificacion de la
ampliacion de la linea espectral. La linea espectral tiene un ancho intrinseco determinado por el
principio de incertidumbre de Heisenberg debido a la vida finita del estado excitado involucrado
en la transicion. Sin embargo, la linea se amplia por la temperatura y el efecto DOppler, asi como
por campos eléctricos, magnéticos externos, por enlaces quimicos y la proximidad quimica
inmediata del atomo. Los primeros dos efectos son prominentes a altas temperaturas y para

gases, condiciones que no se aplican al presente experimento.

La temperatura dentro del espectrometro fue de ~ 20 ° C y las muestras estan en estado
solido. Tampoco se utilizaron campos externos. Por lo tanto, la ampliacion de linea en este
trabajo es Unicamente un efecto quimico. Ademas, el enlace molecular del &tomo de Se mantuvo
se constante utilizando solo 1 tipo de compuesto de Se: Na2SeO4. Por lo tanto, si se observan
efectos quimicos relativos, se deberian exclusivamente a la naturaleza variable de la vecindad

quimica inmediata del atomo de Se en las 2 matrices utilizadas.

La proximidad quimica de un &omo se ve alterada por la ionicidad de los atomos
circundantes. La atraccion electrostatica causa la polarizacion de las funciones de onda orbitales
atomicos, principalmente de los orbitales de valencia, pero también afectan en menor medida a
los orbitales centrales, que estan involucrados en las transiciones K de la fluorescencia de rayos
X. Esto afecta la vida (til de los estados involucrados, lo que lleva a un cambio en el ancho de la
linea espectral. La forma mas comin de caracterizar el ancho de la linea espectral de rayos X es

mediante la determinacion de FWHM, FWTM vy la asimetria del pico.

Sin embargo, la mayor cantidad de trabajo en el analisis de forma de pico y la de

naturaleza mas cuantitativa se ha realizado en la linea de aniquilacion de positrones 511 keV en
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la técnica de espectrometria de aniquilacion de positrones de ampliacion Doppler (DBPAS).
Dado que el espectro gamma Yy el analisis del espectro de rayos X son casi idénticos, este trabajo
utiliza los mismos parametros utilizados en DBPAS para caracterizar la forma de la linea

espectral, es decir, los parametros Sy W que se describen en detalle a continuacion.

Los parametros S y W corresponden a la aniquilacion de positrones por los electrones de
valencia y los electrones centrales de los atomos que el positron encuentra en el material. En este
momento es dificil definir el significado fisico de los parametros S y W en relacion con la
fluorescencia de rayos X, pero un estudio comparativo y una correlacion con varias propiedades
de electrones atdmicos aclararia su significado fisico. Esta es la primera vez que los pardmetros S

y W se han ampliado a la espectrometria XRF.

Para poder analizar los diversos efectos del ruido de fondo, las complejas matrices dentro
de la solucion o el efecto de los enlaces del selenio dentro de su molécula debemos analizar el
ancho completo a la mitad del maximo, el ancho completo a la décima parte del maximo, el

parametro Sy el parametro W.

Con fin de ilustrar los parametros antes mencionados utilizaremos las muestras de 10

mg/l de selenio en orina artificial y agua tri-destilada.

Comenzaremos definiendo la region de interés tomando en cuenta el ruido de fondo minimo

observable en la regién de interés del selenio (oscilando 11.22 keV).

En la Figura 4.10 se puede observar la region de interés del pico de selenio en agua tri
destilada a 10 mg/l, el conteo total de esta region de interés nos servird para encontrar el

parametro W'y el pardmetro S.
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El ancho completo a la altura méaxima del pico es obtenido mediante el software de

espectrometria, la region que comprende el ancho completo a la atura maxima se muestra en la

Figura 4.11.

El ancho completo a la décima parte comprende una regién mayor que la del FWHM,

como se puede observar en la Figura 4.12.
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Figura 4.10 Region de interés del pico de selenio en agua tri-destilada.

T
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Figura4.11 FWHM del picode selenio en agua tri-destiladaa 10 mg/I.

Los parametros W y S son parametros utilizados Unicamente en la espectrometria por
aniquilacion de positrones, en este trabajo la aplicaremos para la espectrometria de fluorescencia
de rayos x por reflexion total con el fin de analizar los efectos de matriz en la muestra

desarrollada.
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Entonces los parametros de estas dos muestras nos pueden dar mas datos de la interaccion

entre la radiacion y el material

En la siguiente tabla se muestran los datos calculados para agua tri-destilada y orina

artificial

Tabla8 FWHM, FWTM, parametrosSy W.

Concentracion
Medio FWHM FWTM Pardmetro S | Parametro W
de selenio
10 mg/l Agua 0.187 0.3407 0.7599 0.0507
Orina
10 mg/l 0.190 0.3459 0.7428 0.0807
artificial

El parametro S es
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Figura4.12 FWTM del pico de selenio en aguatri-destiladaa 10 mg/I.

T
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el &rea comprendida entre el limite definido y el FWHM, para el
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pardmetro W se utiliza el limite definido y el FWTM. En la Figura 4.13 y 4.14 se pueden

observar dichas areas.
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Figura4.13 Parametro S en la region del pico de selenio en agua tri-destilada.
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Figura4.14 Parametro W en laregién del pico de selenio en aguatri-destilada.
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4.7 Desplazamiento del pico por entorno quimico

Es bien conocido que el entorno quimico de un elemento afecta o modifica varias
caracteristicas del espectro de emision de rayos X, algunos reportes indican que estos efectos
quimicos estan relacionados con la emision de rayos x tras el proceso de captura electronica o

parcialmente despues de la fotoionizacion (Porikli & Kurucu, 2012).

Por la polarizacion del orbital molecular de la especie molecular donde se encuentra el
atomo fluorescente. La polarizacion por campo magnético o campo eléctrico afecta la funcion de
onda del orbital molecular que a su vez afecta las funciones de onda de los electrones internos
del atomo del analito. Este efecto es muy pequefio porque es un efecto secundario. Este efecto
puede ser mas evidente en las fluorescencias realizadas con fuentes de excitaciébn con mayor
luminosidad por ejemplo la de sincrotrén. Este efecto se ha buscado en equipos de laboratorio
durante un tiempo. Estas investigaciones con equipos de laboratorio se han realizado con las
técnicas de fluorescencia de rayos X por longitud de onda dispersiva (por sus siglas en inglés
WDXRF) y fluorescencia de rayos x de energia dispersa (por sus siglas en inglés EDXRF), se ha
investigado el efecto del tipo de enlace de la misma molécula (Kaur & Mittal, 2014). No existe
demasiada evidencia sobre la investigacion del efecto de la vecindad quimica de la molécula

usando desplazamiento de pico y ensanchamiento del pico.
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Figura4.15 Movimiento del pico de Selenio, arriba se puede observar como el pico de selenio se desplaza
haciala izquierda.

En la Figura 4.15 podemos observar el valor tedrico junto al valor experimental del pico
de selenio en agua tri-destilada y en orina artificial como medios. El valor tedrico del pico de
selenio es 2340 canales lo que equivale a 11.22506 keV, los valores obtenidos para el pico de

selenio en los dos medios son:
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Tabla 9 Valores tedricos y experimentalesdel pico de selenioa 10 mg/I

Canales Energia (keV)
Agua 2337 11.210048
Orina 2336 11.205044
Valor tedrico 2340 11.22506

En la Tabla 9 podemos observar el corrimiento del pico de selenio por el entorno
quimico, en un medio sin matrices de alta complejidad como el agua el valor es aproximado al
tedrico, en cambio en un medio con mayor complejidad como la orina el valor del pico de
selenio se aleja del tedrico. Este corrimiento puede ser explicado por los factores explicados
anteriormente.

Las mediciones de los parametros S y W del desplazamiento de pico en las soluciones de
Se de concentracion 10 mg/l en los dos medios de agua y orina artificial claramente mestra la
influencia de los iones de la matriz de orina artificial alrededor del Se, cambian el valor de pico y
posicién en comparacion con los valores de esos parametros para la matriz de agua tri-destilada.
La espectrometria. TXRF es capaz de distinguir los efectos de la matriz usando una fuente de
rayos X de baja luminosidad, el tubo de rayos X. Esto podria abrir un campo de investigacion en
el area de la espectrometria que antes solo era Unico para fuentes de luz de alta luminosidad

como la radiacion de sincrotron.
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Capitulo 5

Conclusion

Este trabajo es una validacion integral de la técnica de espectrometria TXRF para el
analisis de Se en solucion acuosa con orina simulada. No existe ningun trabajo previo de esta
naturaleza. Bruker (GmbH) ha realizado el andlisis de Se y otros elementos traza en orina pero
no de manera tan extensa como en el trabajo aqui presentado. Las cifras de mérito (%
recuperacién y % precision), la demostracién de linealidad sobre el rango de concentracion
estudiado y los efectos de matriz que fueron determinados.

Los aspectos remarcables son:

1. Excelentes cifras de mérito.

2. Linealidad en un rango de 5 drdenes de magnitud de concentracién de Se y cercano a un
% recuperacion promedio del 100% sobre este rango.

3. La proporcién P/B con la concetracion es parabolica por naturaleza, la sensibilidad
muestra una ligera mejora, independientemente de la complejidad de la matriz, a niveles
ultratraza de Se.

4. La cuantificacion del efecto de la matriz por los pardmetros S, W y el cambio quimico
muestra que la espectrometria. TXRF en laboratorio es sensible al entorno quimico del

atomo de analito y podria usarse para investigar interesante aspecto.
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10.

11.

La espectrometria. TXRF tiene el potencial de convertirse en una herramienta analitica
importante para el ensayo biomédico. Especificamente, podria usarse para monitorear el
estado de Se en poblaciones objetivo para estudiar la conexion de Se con diabetes

mellitus 2 y toxicologia de Se.
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