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DETERMINACION DE PLATA EN MUESTRAS BIOLOGICAS MEDIANTE ESPECTROMETRIA DE ABSORCION
ATOMICA CON ATOMIZACION ELECTROTERMICA Y SOLUBILIZACION CON HIDROXIDO DE
TETRAMETILAMONIO

RESUMEN

El objetivo del presente proyecto es la determinacidn de plata en tejidos procedentes de ratas, a
las que se les ha suministrado nanoparticulas de plata por via oral, con una ingesta controlada. En dicho
estudio hay grupos control y grupos a los que se les ha proporcionado una dosis, durante diferentes

periodos de tiempo.

La instrumentacién que se va a utilizar es la espectrometria de absorcién atémica electrotérmica,
que proporciona la sensibilidad necesaria para la determinacion del orden de 0,1 a 1,5 mg/kg de plata,
consiguiendo con ello los bajos limites de deteccidn requeridos para poder determinar la concentracién de

plata en algunas de las muestras.

Se trabajara con tubos de grafito pirolizados con plataforma e inyector automatico para la
introduccion de todas las disoluciones en el espectrémetro Perkin-Elmer AAnalyst 300 con HGA 800. Se
pondra a punto el equipo, que lleva varios afios sin ser utilizado y se optimizaran los parametros

instrumentales y analiticos para la determinacidn de plata en dichas muestras.

Para validar el método, se llevara a cabo todo el procedimiento con una muestra certificada, que

ponga de manifiesto la fiabilidad de los resultados obtenidos.
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INTRODUCCION INGENIERIA QUIMICA

El presente proyecto se enmarca dentro de la investigacion realizada por el grupo GEAS (Grupo de
Espectroscopia Analitica y Sensores), que a su vez se encuentra integrado en el IUCA (Instituto Universitario

de Investigacidon en Ciencias Ambientales de Aragdn).

En la investigacion previa a la realizacidon de este Proyecto Fin de Carrera, en colaboracion con la
Universidad de Montpellier (Francia) [1], se analizaron muestras procedentes de ratas a las que se les habia
suministrado colargol (polvo granulado formado por proteinas y nanoparticulas de plata) con una ingesta
controlada. En dicho estudio hay grupos control (T) y grupos a los que se les ha proporcionado una dosis
durante diferentes periodos de tiempo (C). El anadlisis se realizd mediante digestion acida y posterior
determinacién con ICP-MS siendo para ello necesario un tratamiento con acido nitrico y clorhidrico, en
varias etapas, que incluyen evaporacién a sequedad, redisolucién, centrifugacion y disolucion final con
acido clorhidrico o la utilizacién de horno microondas. Todo ello supone un largo procedimiento que
conlleva riesgos de pérdidas y contaminacion o la preparacién de un pequefio nimero de muestras cada

vez.

Para subsanar estos problemas se propone la utilizacién de hidréxido de tetrametilamonio y
cisteina (estabilizante de Ag(l) por formacién de complejos) con el fin de solubilizar la muestra y tras agitar
24 horas llevarla a volumen final con Triton X-100. Con ello se pretende reducir de manera sustancial, la
manipulacion de la muestra y los problemas derivados, pudiendo llevar a cabo el procedimiento con un

mayor numero de muestras.

La instrumentacidn que se va a utilizar es la espectrometria de absorcidon atdmica electrotérmica.

ESPECTROMETRIA DE ABSORCION ATOMICA ELECTROTERMICA

La espectrometria de absorcién atémica electrotérmica o en cdmara de grafito (GFAAS), se ha
convertido en los Ultimos afios en una técnica reconocida, principalmente por su elevada sensibilidad la
cual permite tomar medidas en el orden de picogramos (10™ g). Sin embargo, también ha adquirido cierta
reputacién por tratarse de una técnica que presenta cierto nivel de dificultad. Como resultado de su
elevada sensibilidad, se presentan ciertos problemas tales como la contaminacidn por elementos externos.
Los contaminantes pueden introducirse en las muestras desde distintas fuentes, como los propios
modificantes empleados en el andlisis, los distintos reactivos o incluso el material de laboratorio
contaminado. Todo esto hace que esta técnica sea, en algunas ocasiones, poco recomendable en

comparacién con otras técnicas analiticas.
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PROGRAMA DE CALENTAMIENTO DE LA CAMARA

La eleccién tanto de las temperaturas como de las rampas y tiempos de calentamiento
constituyen un paso critico en el analisis. El programa de calentamiento de la cdmara se divide

normalmente en cuatro etapas las cuales se describen a continuacion:

e Etapa de secado: en esta etapa tiene lugar la evaporacion del disolvente de tal manera que

so6lo quede la materia sélida en la plataforma del tubo. Si el liquido alcanza la temperatura de
ebullicidn, salpicara las paredes del tubo dando lugar a resultados erréneos. La duracién de
esta etapa se elige en funcidn del volumen de muestra introducido (se suelen tomar valores

tipicos de 30 segundos).

¢ Etapa de calcinacidn: el objetivo de la etapa de calcinacién es el de eliminar los componentes

qgue forman la matriz de tal forma que sélo quede el analito en la superficie de la plataforma.
La eliminacion de estos componentes minimizara las posibles interferencias quimicas que
puedan tener lugar en la medida. Se suelen tomar temperaturas elevadas que se encuentren
por debajo de la temperatura de volatilizacion del analito y tiempos en un rango de 10 a 60
segundos para esta etapa en funcién de la naturaleza de los componentes de la matriz. La
etapa de calcinacidn es la mas critica en el programa de calentamiento de la cdmara por tanto

debe optimizarse con especial cuidado.

¢ Etapa de atomizacién: una vez completada la fase de calcinacién, lo Unico que queda en la

plataforma del tubo es el analito normalmente en forma de dxido junto con otros dxidos tales
como oxidos de calcio y magnesio los cuales no se han eliminado en la etapa anterior. Se
calienta el tubo a la temperatura necesaria para atomizar el analito y el espectrémetro
registra la sefal de absorbancia. Esto constituye la etapa de atomizacién. Es importante que el
tubo alcance la temperatura en el menor tiempo posible consiguiendo asi la rapida
atomizacion del analito generando una nube de atomos que maximiza la sensibilidad
analitica. Esta etapa suele durar en torno a 2 segundos siendo raro encontrar tiempos

superiores a 6 segundos cuando se utilizan medidas de areas de pico.

e Etapa de limpieza: en la Ultima etapa del programa de calentamiento de la cdmara se

eliminan los residuos que puedan quedar en el tubo. La temperatura y el tiempo de esta

etapa dependen de la naturaleza de la muestra aunque normalmente se suele escoger una
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temperatura de 2500°C o 100°C mayor que la temperatura de atomizacidn. Las temperaturas

superiores a 2800°C podrian dafiar el tubo y disminuir su tiempo de vida.

MODIFICANTES DE MATRIZ

El término “modificante de matriz” se refiere al proceso de adicién de un determinado reactivo a
la muestra con el fin de modificar el comportamiento térmico de la matriz, o en algunos casos, el del propio

analito. Existen distintos tipos de modificantes de matriz con funciones especificas tales como:

e Estabilizar el analito en la etapa de calcinacién permitiendo el uso de una temperatura de
calcinacion mas elevada.

e Convertir la matriz en compuestos mas volatiles que permitan su facil eliminacién en la etapa
de calcinacion.

e Retardantes del proceso de atomizacién del analito permitiendo la estabilizacidon de las
condiciones isotérmicas dentro del tubo de grafito, las cuales, en el caso de utilizar un tubo

con plataforma, podrian dar lugar a interferencias en la fase vapor [2].

INTERFERENCIAS
Existen dos tipos de interferencias en los métodos de absorcién atémica:

1. Interferencias espectrales: se producen cuando la absorcién de una especie que interfiere
se solapa o aparece muy préxima a la absorcion del analito, siendo imposible su resolucién
por parte del monocromador o por la presencia de particulas procedentes de la

atomizacion que dispersan la radiacion incidente de la fuente.

2. Interferencias quimicas: se deben a diversos procesos quimicos que pueden ocurrir durante
la atomizacion y que alteran las caracteristicas de absorcion del analito. Algunos ejemplos
son la formacién de compuestos de baja volatilidad, reacciones de disociacién, reacciones

de ionizaciodn, etc [3].
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LAMPARAS DE CATODO HUECO

Consisten en un anodo de wolframio y un catodo cilindrico, cerrados herméticamente en un tubo
de vidrio, lleno de nedn o argdn a baja presion. El catodo esta constituido por el metal a determinar,
siempre que sea facilmente mecanizable y de temperatura de fusién alta o sirva de soporte para una capa

de dicho metal. La [dmpara utilizada en este proyecto para medir plata era marca Perkin-Elmer.

Figura 2. Ldmpara de cdtodo hueco
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Los objetivos de este proyecto se describen a continuacion:

¢ Puesta a punto del espectrometro Perkin-Elmer AAnalyst 300 con HGA 800.

e Optimizacion de los pardmetros instrumentales y analiticos del equipo.

¢ Determinacion de plata en muestras bioldgicas (rifiones, higados y heces) mediante
espectrometria de absorcion atédmica electrotérmica.

¢ Validacion del método mediante la utilizacion de una muestra certificada.
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MATERIALES

* Matraces aforados de 10 mL.
¢ Vasos de precipitados.

¢ Vidrios de reloj.

* Cuentagotas.

* Micropipetas.

¢ Tubos de plastico de 10 mL con tapdn roscado para el almacenaje de las muestras.

EQUIPOS
¢ Espectrometro modelo AAnalyst 300 con HGA 800 (Marca: PERKIN-ELMER).
¢ Automuestreador modelo AS-72 (Marca: PERKIN-ELMER).
¢ Sistema de generacion de agua ultrapura (Marca: MILLIPORE).
¢ Agitador mecanico REAX 2 (Marca: HEIDOLPH)
¢ Sonda de ultrasonidos (Marca: PERKIN-ELMER y SONICS MATERIALS).

¢ Balanza analitica de doble rango AG 245 (Marca: METTLER TOLEDO).

REACTIVOS Y DISOLUCIONES

Disoluciones y reactivos utilizados en la preparacién de rectas de calibrado y de las muestras.

* TRITON X-100
Marca: SIGMA-ALDRICH
Lote: 52C0350
CAS: 59030-15-8

e L-CISTEINA
Marca: SIGMA-ALDRICH
Lote: 58H0441
CAS: 52-90-4
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* Hidréxido de tetrametilamonio (TMAH) al 25% (w/w)
Marca: ALFA AESAR
Lote: B24W007
CAS: 75-59-2

* Disolucién patrén de Pd de 10000 mg/L
c(Pd) =10,0 £ 0,2 g/L (Pd(NO3), / HNO; ca. 15%)
Marca: MERCK
Lote: B240089 413

¢ HNO; concentrado
Marca: PROLABO
Lote: 09G160524

* Disoluciéon patrén de Ag de 1000 mg/L
Marca: PANREAC

PUESTA EN FUNCIONAMIENTO DEL EQUIPO

Para realizar las medidas de absorbancia de las muestras se utilizé un espectrometro de emision-
absorcion atdmica modelo Perkin-Elmer AAnalyst 300 con HGA 800 con un automuestreador acoplado

modelo Perkin-Elmer AS-72.

La puesta en marcha de este equipo requiere una serie de pasos ordenados. En primer lugar se
enciende la campana de aspiracién y se coloca la lampara de catodo hueco correspondiente al elemento
que se va a medir, en este caso plata. Posteriormente se abre paso de las corrientes de agua de
refrigeracion al equipo y de argdn. Se enciende la cdmara de grafito, el programador y el ordenador. Desde
el programa correspondiente en el ordenador (AA WinLab) se abre la cdmara de grafito para la colocacion
del tubo pirolizado. Se ajusta el tubo con la pieza adecuada y se cierra el horno desde el ordenador. Se
procede al acondicionamiento del tubo y posteriormente se enciende la ldmpara de catodo hueco todo ello
desde el programa del ordenador. Se comprueba la energia e intensidad de la ldmpara y se alinea el capilar
del automuestreador. La altura a la que se deposita la muestra es determinante para obtener linealidad y
reproducibilidad en los resultados. Las figuras que aparecen a continuacién muestran la diferencia entre un

capilar correctamente alineado y uno mal alineado.
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Figura 3. Capilar mal alineado

Figura 4. Capilar mal alineado

Figura 5. Capilar correctamente alineado

En la figura 3 el capilar estd demasiado elevado, la muestra no se depositara correctamente en el
tubo. En la figura 4 el capilar estd demasiado bajo, la muestra no se depositara correctamente en el tubo.

La figura 5 muestra la correcta alineacién del capilar.

Posteriormente se carga el método de andlisis desde la biblioteca que proporciona el programa.
Se rellenan los datos requeridos correspondientes al elemento a analizar (longitud de onda, rendija,
volumen de muestra a introducir, programa de temperaturas, concentracion de los patrones para las rectas
de calibrado, etc.) y por ultimo se colocan los viales con las disoluciones en el carro moévil del
automuestreador, teniendo siempre en cuenta la numeracion, ya que habra que indicarla en el programa.

EfAA WinLab [ [&]=]

Flle Tooks Aralyses Options Window Help

Sample Sample &

Volume [pL) ... Diluent volume (ul] . . . Modifiers

Diluent location . . . .
Equation,

Matrix Modifiers

11 Volume ful] - Location .. Standard
I Add to calibration blank and standards
™ Add to reagent blank and samples

12 Volume ul) [ 0[] Location ...

I” Add to calibration blank and standards
I™ Add to reagent blank and samples

Figura 6. Interfaz del programa AA WinLAb
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Todas las medidas de absorbancia obtenidas en este proyecto se expresan en area de pico
obtenida del valor medio de tres medidas consecutivas restando el valor del blanco y con correccién de

ruido de fondo empleando una lampara de deuterio.

OPTIMIZACION DE LOS PARAMETROS INSTRUMENTALES Y ANALITICOS
DEL EQUIPO

Como paso previo a la primera optimizacion del programa de calentamiento de la camara, se
realizaron varias medidas de absorbancia de una disolucién de acido nitrico al 0,2% con el fin de eliminar
posibles impurezas internas en el equipo ya que llevaba varios afios sin ser utilizado. Una vez realizada esta
etapa, se preparo una disolucion de 100 pg/L de plata (a partir de la disolucion patrén de 1000 mg/L de Ag)

en acido nitrico al 0,2% para llevar a cabo la optimizacién del programa de calentamiento.

Se seleccionaron los siguientes parametros instrumentales y temperaturas iniciales una vez

consultadas distintas fuentes bibliogréficas [4-7].

Tabla 1. Pardmetros instrumentales

Intensidad de la lampara (mA) 10

Longitud de onda (nm) 328,1

Rendija (nm) 0,7

Tipo de tubo Pirolizado sin plataforma
Volumen de inyeccion (uL) 20

Tabla 2. Programa de calentamiento inicial

1 150 15 20 N
2 1000 15 30 N
3 1800 0 3 S
4 2500 1 3 N

(*) La medida de absorbancia no se realiza en las etapas 1,2 y 4 (N). Solamente en la etapa de
atomizacion interrumpiendo el paso de argdn (S).

Fijando las temperaturas de las etapas 2, 3 y 4, se probaron distintas temperaturas para la etapa

1. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 3.

12
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Tabla 3. Resultados en funcidn de la variacion de la temperatura de calentamiento.

130 0,154
150 0,196
180 0,137
200 0,141
210 0,133
230 0,129

Tomando como temperatura de calentamiento O6ptima 150°C y fijando los valores de
temperaturas de las etapas 3 y 4, se optimizd la temperatura de la etapa 2. Los resultados se muestran a

continuacion en la tabla 4.

Tabla 4. Resultados en funcidn de la temperatura de calcinacion

800 0,265
900 0,276
1000 0,254
1100 0,031

Tomando como temperatura éptima de calcinacidn 900°C y fijando el valor de la temperatura de

la etapa 4, se optimizd la temperatura de la etapa 3. Los resultados se muestran en la tabla 5.

Tabla 5. Resultados en funcion de la variacion de la temperatura de atomizacion

1800 0,276
1900 0,295
2000 0,347
2100 0,275

La temperatura de la etapa de limpieza se mantuvo en 2500°C al no observar interferencias en las

medidas posteriores. La tabla 6 muestra los resultados finales obtenidos.

13
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Tabla 6. Programa de calentamiento con temperaturas optimizadas

1 150 15 20 N
2 900 15 30 N
3 2000 0 3 S
4 2500 1 3 N

Una vez optimizadas las temperaturas del programa de calentamiento, al dia siguiente se
optimizaron las rampas y tiempos de las distintas etapas con el objetivo de reducir la duracién del tiempo

de analisis de cada muestra. Las tablas 7-11 muestran los resultados obtenidos.

Tabla 7. Resultados obtenidos en funcion de la variacion del tiempo de la etapa 1

15 15 0,278
1 150

15 20 0,295
2 900 15 30
3 2000 0 3
4 2500 1 3

Tabla 8. Resultados obtenidos en funcion de la variacion de la rampa de la etapa 1

10 20 0,277
1 150 15 20 0,295
20 20 0,245
2 900 15 30
3 2000 0 3
4 2500 1 3

Tabla 9. Resultados obtenidos en funcion de la variacion del tiempo de la etapa 2

1 150 15 20

10 30 0,253
2 900

15 30 0,295
3 2000 0 3
4 2500 1 3
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Tabla 10. Resultados obtenidos en funcion de la variacion de la rampa de la etapa 2

1 150 15 20

15 25 0,275
2 900

15 30 0,295
3 2000 0 3
4 2500 1 3

Los tiempos y rampas de las etapas 3 y 4 se mantuvieron con los valores iniciales al no observarse

variaciones significativas en las medidas de absorbancia.

Una vez introducidos los componentes que forman la matriz de la muestra, se sustituyé el tubo de
grafito pirolizado por uno nuevo con plataforma y se llevé a cabo una segunda optimizacion del programa
de calentamiento con una disolucién de 10 pg/L de plata, que se encuentra dentro del rango lineal para
este elemento, al observarse interferencias junto al pico caracteristico de la sefal de absorbancia en el

analisis de muestras control como muestra la siguiente figura:

1]
Q
c
o

o
[
]
h

o
<

Figura 7. Interferencia obtenida en el andlisis de muestras control

Se elevd la temperatura de atomizacién a 2200°C, temperatura a la cual el segundo pico
desaparecia.

Durante el andlisis de las muestras certificadas se comprobd con una tercera optimizaciéon que no
existian cambios significativos en las sefales de absorbancia obtenidas, por tanto se mantuvo el programa
de calentamiento anteriormente seleccionado con una temperatura de atomizacién de 2200°C. A

continuacién se muestra el programa optimizado en la tabla 11.
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Tabla 11. Programa de calentamiento optimizado

1 150 15 20 N
2 900 15 30 N
3 2200 0 S
4 2500 N

TRATAMIENTO DE LA MUESTRA

Para el tratamiento de la muestra se preparan dos disoluciones:

* Disolucion de cisteina al 0,5% (w/w): disolviendo 0,25 g de cisteina en agua ultrapura
hasta una masa total de disolucidn de 50 g.
* Disolucion de Tritén X-100 al 10% (w/w): disolviendo 5 g de Triton X-100 en agua

ultrapura hasta una masa total de disolucién de 50 g.

Se pesan aproximadamente 100 mg de muestra en un tubo de plastico y se afaden 2 mL de TMAH
comercial al 25% (w/w) y 500 pL de disolucidn de cisteina. Se mantiene en agitacién durante 24 horas y se
afiaden 50 pL de disolucion de Tritdn X-100 y 20 pL de disolucién patrén de Pd de 10000 mg/L (modificante
de matriz recomendado en bibliografia [8]). Finalmente se afiade agua ultrapura hasta una masa total de

10 g [9-10].

RESULTADOS EXPERIMENTALES

Una vez optimizado el programa de calentamiento de la cdmara se prepard una recta de calibrado
de concentraciones comprendidas entre 1 y 20 pg/L de plata en acido nitrico al 0,2% (sin introducir el
medio en el que se encuentra la muestra). Con los valores de las concentraciones de los patrones
introducidos en el programa AA WinLab, se calculan de forma automatica los volUmenes necesarios para la
preparacion de los distintos patrones a partir de la disolucién del blanco y de una disolucién de 20 pg/L de

plata.

La disolucion del blanco estd compuesta por una disolucién de acido nitrico al 0,2% y para la
preparacion de la disolucion de 20 pg/L de plata se prepara una disolucién intermedia de 1 mg/L de plata
en un matraz de 10 mL a partir de la disolucién patrén de 1000 mg/L de plata. El volumen que se toma de la

disolucién patrén de 1000 mg/L de plata se calcula de la siguiente forma:
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Concentracion X Volumen = Concentracion X Volumen

1000mg/L X Volumen(uL) = 1mg/L x 10000uL V(uL) = 10uL

El volumen que habra que tomar de dicha disolucidn para preparar la disolucién de 20 pg/L de

plata en un matraz de 10 mL se calcula de la siguiente forma:

1000ug/L X Volumen(uL) = 20ug/L x 10000uL V(uL) = 200uL

A la disoluciéon de 20 pg/L se le adicionan 20 puL de HNO; concentrado. Finalmente se enrasa con

agua ultrapura.

Con ambas disoluciones ya colocadas en los viales del carro mdvil y el espectrometro en
funcionamiento, se realiza la medida de absorbancia de los distintos patrones. Los resultados obtenidos son

los siguientes:

Tabla 12. Datos de la recta de calibrado

1,00 0,003 5x10™ 14,14
5,00 0,016 0,002 13,50
10,00 0,032 0,006 17,55
15,00 0,046 0,009 20,42
20,00 0,072 0,004 6,00
Blanco 0,000 0,001 103,07
0,080
0,070 $
0,060
o
2 0,050 5
£ 0,040
2 0,030 /
< 0,020 y=0,09?65;(€;302,0018
0,010 // i

0,000

0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Concentracion (pg/L)

Figura 8. Recta de calibrado
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3xs  3x0,001
~ 00,0035

Limite de deteccion = = 0,857 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,001

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0035 L /ug

10xs  10x0,001
m 00035

Limite de cuantificaciéon = = 2,857 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,001

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0035 L /ug

Se prepard una segunda recta de calibrado, de forma analoga a la explicada anteriormente, como
paso previo al analisis de muestras control para comprobar el correcto alineamiento del capilar del
automuestreador tras sustituirse el antiguo por uno nuevo. Los resultados obtenidos se muestran a

continuacion:

Tabla 13. Datos de la recta de calibrado

1,00 0,006 0,001 22,01
5,00 0,035 0,005 12,99
10,00 0,086 0,005 5,50
15,00 0,132 0,006 4,33
20,00 0,169 0,003 1,96
Blanco 0,005 9x10™ 18,86

18



EXPERIMENTAL INGENIERIA QUIMICA
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y = 0,0088x - 0,0045
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o
[EEN
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o

Absorbancia

Figura 9. Recta de calibrado

3xs  3x0,0009
~0,0088

Limite de deteccion = = 0,307 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,0009
m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0088 L /ug

10xs 10 x0,0009
~0,0088

Limite de cuantificaciéon = =1,023 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,0009

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0088 L /ug

ANALISIS DE MUESTRAS

En este apartado se presentaran los resultados obtenidos de los andlisis de muestras certificadas
y muestras procedentes de heces, rifiones e higados de ratas control y experimentales especificando las

fechas de andlisis.

Las rectas de calibrado para el analisis de las muestras se prepararon a partir de una disolucion de

blanco y una disolucién de 20 pg/L de plata.
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Para la preparacion de la disolucion de 20 pug/L de plata se prepara una disolucidn intermedia de
1 mg/L de plata en un matraz de 10 mL a partir de la disolucién patrén de 1000 mg/L de plata. El volumen

gue se toma de la disolucion patrén de 1000 mg/L de plata se calcula de la siguiente forma:

Concentracion X Volumen = Concentracion X Volumen

1000mg/L X Volumen(uL) = 1mg/L x 10000uL V(uL) = 10uL

El volumen que habra que tomar de dicha disolucidn para preparar la disolucién de 20 pg/L de

plata en un tubo de pldastico graduado de 10 mL se calcula de la siguiente forma:

1000ug/L X Volumen(uL) = 20ug/L x 10000uL V(uL) = 200uL

A la disolucidn de 20 pg/L de plata y a la disolucidn del blanco se les adicionan 2 mL de disoluciéon
comercial de TMAH (25% w/w), 500 pL de disolucidn de cisteina al 0,5%, 50 uL de disolucién de Triton X-
100 al 10% y 20 pL de disolucion de Pd de 10000 mg/L para que se encuentren en el mismo medio que la

muestra. Finalmente se afiade agua ultrapura hasta un peso de disolucién de 10 g.

Una vez tratada la muestra se observé un residuo en el fondo del tubo (mayor para el caso de las
heces) por lo que resultd necesaria la utilizacién de un equipo de ultrasonidos para la medida directa de la
suspension. Con el espectrometro en funcionamiento, se colocan las disoluciones del blanco y la disolucidn
de 20 pg/L de plata (preparadas siempre el dia del analisis) junto con la muestra en los viales del carro

movil del automuestreador.

Las muestras se agitan durante 5 segundos utilizando la sonda de ultrasonidos antes de ser

introducidas al tubo de grafito y se realizan las medidas de absorbancia.

"

Figura 10. Equipo de ultrasonidos
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Figura 12. Sonda de ultrasonidos

Heces

En la investigacién previa a la realizacion del presente proyecto se analizaron dos tipos de

muestras de heces:

e T 301': heces procedentes de ratas a las que se les suministré agua por sonda durante 30
dias.

e (C'301': heces procedentes de ratas a las que se les suministré colargol por sonda en una
concentracién de 500 mg/kg de animal durante 30 dias ajustando la dosis diariamente en
funcién del peso de animal. La disolucidn de colargol se prepard disolviendo colargol en

polvo en agua ultrapura empleando un equipo de ultrasonidos durante 60 segundos.
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En dicho estudio no se pudo determinar la concentracidon de las heces procedentes de ratas
control (T) al encontrarse por debajo del limite de deteccidon de la técnica utilizada, espectrometria de
absorcion atémica con llama, mientras que para las muestras de heces procedentes de ratas

experimentales (C) se obtuvo una concentracion de plata de 16,13 + 1,33 g/kg mediante digestion acida.

En las figuras y tablas que se muestran a continuacién aparecen los resultados obtenidos en este

proyecto del analisis de muestras control de heces (T).

Tabla 14. Datos de la recta de calibrado del dia 13/12/2012

Concentracion (ug/L) Absorbancia SD RSD (%)
1,00 0,068 0,005 7,87
5,00 0,254 0,001 0,37
10,00 0,472 0,004 0,79
15,00 0,576 0,055 9,63
20,00 0,687 0,006 0,87
Blanco 0,066 0,002 3,03
0,800
0,700 >
0,600
2 0,500 . e
©
£ 0,400
2 0,300
2 0,
< 5200 e y = 0,0323x +0,0816
0'100 r=0,9829
’ ¢
0,000
0,00 5,00 10,00 15,00 20,00 25,00
Concentracion (ug/L)

Figura 13. Recta de calibrado del dia 13/12/2012

3xs _ 3x0,002
~0,0323

Limite de deteccion = = 0,186 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0323 L /ug
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10xs 10 x 0,002
m 00323

Limite de cuantificacion = = 0,619ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0323 L /ug

La recta de calibrado no presenta buena linealidad debido posiblemente a un alineamiento

incorrecto del capilar.

Las medidas de absorbancia obtenidas a partir de los distintos patrones presentan valores mas
altos comparados con el resto de resultados obtenidos en las distintas rectas de calibrado posiblemente

debido a la introduccion del medio en el que se encuentra la muestra.

Tabla 15. Resultado de la medida de la muestra 1 preparada el dia 12/12/2012

1(T'301) 0,1019 0,431 0,045 10,38

Tabla 16. Resultado de |la concentracién de la muestra 1 preparada el dia 12/12/2012

1(T'301')(*) 10,82 1,385 12,80 0,080 +0,138
(*) A las muestra 1 se le adiciond una concentracion de 10 pg/L de plata.

Se repitié el procedimiento con una segunda alicuota de la misma muestra consiguiendo una

mejora sustancial en la linealidad. Los resultados se muestran a continuacion.

Tabla 17. Datos de la recta de calibrado del dia 8/2/2013

Concentracion (pug/L) Absorbancia SD RSD (%)
1,00 0,027 0,003 10,9
3,00 0,077 0,006 7,99
5,00 0,147 0,013 9,05
10,00 0,272 0,002 0,92
13,00 0,350 0,010 2,85
Blanco 0,011 0,002 2,95
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Figura 14. Recta de calibrado del dia 8/2/2013

3xs  3x0,002
0,027

Limite de deteccion = = 0,222 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002
m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,027 L /ug

10xs 10 x 0,002
0,027

Limite de cuantificaciéon = = 0,741 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,027 L /ug

Tabla 18. Resultado de la medida de la muestra 2 preparada el dia 7/2/2013

2(T'301") 0,1043 0,150 0,010 6,63

Tabla 19. Resultado de la concentracion de la muestra 2 preparada el dia 7/2/2013

2(T'301)(*%) 5,460 0,367 6,72 0,044 +0,037
(*)A la muestra 2 se le adiciond una concentracién de 5 pg/L de plata.
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En el anexo A se muestran algunas de las sefiales obtenidas a partir del analisis de las muestras

control de heces (figuras 18 -21).

El dia 21 de febrero de 2013 se sustituyd el tubo de grafito pirolizado por un tubo nuevo al
observarse poca reproducibilidad en las medidas obtenidas. Una vez desbloqueado el horno, se retiré el
tubo en mal estado y se colocd el nuevo. El acondicionamiento del tubo nuevo se realizd de forma

automatica con el correspondiente comando desde el programa AA WinLab.

Muestras certificadas

Para la validacién del método se analizaron muestras de material certificado DOLT-4 procedente
de higado de pez de la variedad Squalus acanthias con una concentracién de plata de 0,93 + 0,07 mg/kg

[Nota: ver Anexo B].

Se realizaron medidas en diferentes dias de las muestras agitadas y sin agitar midiendo sdlo el
sobrenadante parar determinar si existian diferencias de concentracion entre las mismas. Las muestras se
mantuvieron refrigeradas en nevera en el periodo de tiempo transcurrido desde su preparacion hasta la

fecha de andlisis. En las figuras y tablas que se muestran a continuacidn aparecen los resultados obtenidos.

Tabla 20. Datos de la recta de calibrado del dia 11/3/2013

Concentracion (pug/L) Absorbancia SD RSD (%)
1,00 0,027 0,002 6,37
3,00 0,079 0,004 4,74
5,00 0,132 0,001 0,76
10,00 0,255 0,001 0,49
15,00 0,386 0,003 | 0,65
Blanco 0,010 0,002 16,26
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Figura 15. Recta de calibrado del dia 11/3/2013

3xs  3x0,002
~0,0255

Limite de deteccion = = 0,235 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0255 L /ug

10xs 10 x 0,002
~0,0255

Limite de cuantificaciéon = = 0,784 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0255 L /ug

Tabla 21. Resultados de las medidas de las muestras 3 y 4 preparadas el dia 21/2/2013y 5 y 6 preparadas el dia 27/2/2013

3 (DOLT-4) 0,1010 0,236 0,004 1,91
4 (DOLT-4) 0,1019 0,218 0,003 1,21
5 (DOLT-4) 0,1133 0,255 0,006 2,50
6 (DOLT-4) 0,1012 0,218 0,003 1,35
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Tabla 22. Resultados de las concentraciones de las muestras 3 y 4 preparadas el dia 21/2/2013 y 5y 6 preparadas el dia 27/2/2013

3 (DOLT-4) (*) 9,16 0,176 1,92 0,907 +0,018
4 (DOLT-4) (*) 8,46 0,103 1,22 0,830 +0,010
5 (DOLT-4) (*) 9,92 0,250 2,52 0,875 +0,025
6 (DOLT-4) (*) 8,47 0,115 1,36 0,839 £0,011

(*)Muestras agitadas.

Tabla 23. Datos de la recta de calibrado del dia 22/3/2013

Concentracion (pug/L) Absorbancia SD RSD (%)
1,00 0,026 0,001 3,14
3,00 0,071 0,001 1,33
5,00 0,117 0,005 4,10
10,00 0,225 0,004 2,00
15,00 0,332 0,002 0,75
Blanco 0,008 5x10” | 5,66

0,350

0,300 /
0,250

0,200 /

0,150

0,100 / y = 0,0218x + 0,0056

/ r=0,9998
0050 —

0,00 2,00 4,00 6,00 8,00 10,00 12,00 14,00 16,00

Concentracion (pug/L)

Absorbancia

0,000

Figura 16. Recta de calibrado del dia 22/3/2013

3xs  3x0,0005
~0,0218

Limite de deteccion = = 0,069 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,0005

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0218 L /ug




EXPERIMENTAL INGENIERIA QUIMICA

10xs 10 x0,0005
~0,0218

Limite de cuantificacion = = 0,229 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,0005

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0218 L /ug

Tabla 24. Resultados de las medidas de las muestras 7 y 8 preparadas el dia 20/3/2013

7 (DOLT-4) 0,1044 0,211 0,002 1,02
7 (DOLT-4) 0,1044 0,204 0,001 0,49
7 (DOLT-4) 0,1044 0,214 0,002 0,88
8 (DOLT-4) 0,1011 0,205 0,002 1,00

Tabla 25. Resultados de las concentraciones de las muestras 7 y 8 preparadas el dia 20/3/2013

7 (DOLT-4)(*) 9,42 0,099 1,05 0,905 + 0,010
7 (DOLT-4)(**) 9,10 0,046 0,50 0,874 +0,005
7 (DOLT-4)(***) 9,54 0,086 0,91 0,917 +0,009

8 (DOLT-4) 9,16 0,094 1,03 0,906 0,009

(*)Sobrenadante de la muestra sin agitacion.
(**)Muestra agitada una vez eliminado el sobrenadante.

(***) Muestra completa agitada.

En el anexo A se muestran algunas de las sefales obtenidas a partir del analisis de muestras
certificadas (figuras 22-25).

Higados y rifiones

El tratamiento de las muestras de higados y rifiones es el mismo que para las heces encontrando
en este caso un menor residuo. Las medidas se realizaron por duplicado siempre que la cantidad de

muestra lo permitia.

En las tablas y figuras que aparecen a continuacidén se muestran los resultados del andlisis de

muestras de higados y rifiones procedentes de ratas control (T) y ratas experimentales (C).
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Tabla 26. Datos de la recta de calibrado del dia 17/4/2013

Concentracion (pug/L) Absorbancia SD RSD (%)
1,00 0,023 0,001 3,55
3,00 0,072 0,002 2,35
5,00 0,126 0,001 0,75
10,00 0,269 0,006 2,20
15,00 0,392 0,004 0,94
Blanco 0,005 0,002 44,03

0,450
0,400
0,350 /
8 0,300
(8]
§ 0,250 g
S 0,200
£ 0150
<0,
0.100 A y = 0,0267x - 0,0053
0'050 & r=0,9996
0,000 Ll
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Concentracion (pg/L)

Figura 17. Recta de calibrado del dia 17/4/2013

3xs _ 3x0,002
T 0,0267

Limite de deteccion = = 0,225 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0267 L /ug

10xs 10 x 0,002
T 0,0267

Limite de cuantificacion = = 0,750 ug/L

Donde:
s = desviacion estandar del blanco = 0,002

m = sensibilidad = pendiente de la recta de calibrado = 0,0267 L /ug
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Tabla 27. Resultados de las medidas de las muestras 9-15 preparadas el dia 16/4/2013

9 (T45 2L) 0,1026 0,008 0,001 17,68

) 10 (T45 2L) 0,1039 0,003 0,002 77,06
Higados

11 (C45 5L) 0,1007 0,293 0,011 3,90

12 (C45 5L) 0,1018 0,266 0,029 10,80

13 (T45 2L) 0,0600 0,004 0,001 34,02

Rifiones 14 (C45 4L) 0,0672 0,159 0,004 2,35

15 (C45 5L) 0,0659 0,152 0,002 1,55

Tabla 28. Resultados de las concentraciones de las muestras 9-15 preparadas el dia 16/4/2013

9 (T45 2L)(*) 0,498 0,053 10,63 0,033 + 0,005

Higados 10 (T45 2L) (*) 0,298 0,077 25,79 0,029 + 0,008
11 (C45 5L) 11,18 0,428 3,83 1,112 +0,043

12 (C45 5L) 10,17 1,077 10,59 1,002 + 0,108

13 (T45 2L) (*) 0,336 0,047 13,91 0,056 + 0,005

Rifiones 14 (C45 4L) 6,154 0,140 2,28 0,918 +0,014
15 (C45 5L) 5,879 0,088 1,50 0,893 + 0,009

(*)Las concentraciones obtenidas de las muestras 9, 10 y 13 se encuentran por debajo del limite de

cuantificacion.

En el anexo A se muestran las sefales obtenidas de algunas de las muestras procedentes de

higados y rifiones (figuras 26-29).

En un estudio anterior llevado a cabo con cerebro y bazo de las mismas ratas y mediante ICP-MS,

se obtuvieron los siguientes resultados.

Tabla 29. Resultados del andlisis de muestras de cerebros y bazos mediante ICP-MS

T45 2L 0,041 +0,000

Cerebros CA45 4L 2,258 0,007
C45 5L 2,875 +0,009

T45 2L 0,020 +0,001

Bazos C45 4L 2,757 +£0,136
C45 5L 4,439 +0,184
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En este proyecto se pretende determinar la concentracion de plata en muestras bioldgicas
mediante espectrometria de absorcién atémica electrotérmica y solubilizacion en hidréoxido de

tetrametilamonio.
A continuacion se detallan las conclusiones obtenidas:

- La puesta a punto realizada del espectrémetro Perkin-Elmer AAnalyst 300 con HGA 800
permite en un futuro el andlisis de muestras siguiendo la misma metodologia empleada en

este proyecto.

- El tratamiento de la muestra llevado a cabo es disoluciéon de 100 mg de muestra en 2 mL de
TMAH comercial al 25% (w/w) y 500 uL de disolucidon de cisteina manteniendo agitacion
durante 24 horas y posterior adicién de 50 pL de disolucién de Tritdn X-100 y 20 uL de
disolucion patréon de Pd de 10000 mg/L afiadiendo finalmente agua ultrapura hasta una masa
total de 10 g. Con ello se ha conseguido determinar directamente la plata de la suspensién
obtenida, sin separar previamente el residuo, introduciendo en el tubo de grafito la muestra

agitada.

- Los resultados obtenidos del analisis de muestras control de heces adicionando distintas
concentraciones de plata muestran la presencia de plata en la muestra original en una

concentracién de 0,044 + 0,037 pg/g.

- Los resultados obtenidos del analisis de muestras certificadas con una concentracion de plata
de 0,93 + 0,07 pg/g, ponen de manifiesto la validez del método empleado para el analisis de

muestras habiéndose obtenido una concentracion media de 0,911 + 0,009 pg/g.

- En las medidas realizadas a partir del sobrenadante no se observan variaciones de
concentracion significativas en comparacion con los resultados obtenidos del andlisis de la
muestra completa obteniéndose una variaciéon de 0,012 + 0,007 pg/g en una concentracion
inicial de 0,917 % 0,009. Sin embargo, se recomienda para futuros analisis mediante
espectrometria de absorcidn atdmica electrotérmica la utilizacién de un sistema de agitacion

de muestra mediante ultrasonidos como paso previo a la medida de absorbancia de la misma.

- Del estudio realizado respecto a la variacion de concentracién de plata frente al tiempo en las

muestras certificadas se observa una disminucién de concentracién respecto a una
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concentracion inicial de 0,911 + 0,009 pg/g sin observarse una variacion significativa entre 12

y 18 dias.

- Para finalizar, destacar la importancia de poder medir la suspensidn que se obtiene al agitar la
muestra tratada e introducida directamente en la cdmara de grafito con los resultados

avalados por la muestra certificada.

A continuacion se presenta un resumen de los resultados obtenidos, donde aparecen los valores
medios y la desviacion estandar calculada como la raiz cuadrada de la suma de las desviaciones estandar al

cuadrado, dividido por el nimero de réplicas.

Tabla 30. Tabla resumen de resultados de muestras control de heces

HECES

7301 7/2/2013 8/2/2013 0,460 0,044 + 0,037

Tabla 31. Tabla resumen de resultados de muestras certificadas

MUESTRAS CERTIFICADAS

DOLT-4 0,911 +0,009

Tabla 32. Tabla resumen de resultados de muestras certificadas (concentracién en funcion del tiempo)

5 DOLT-4

0,911 +0,009 0,857 +0,020 0,054 £0,016
6 DOLT-4
3 DOLT-4

0,911 +0,009 0,868 +0,015 0,043 +£0,012
4 DOLT-4

Tabla 33. Tabla resumen de resultados de muestras de higados y rifiones

HIGADOS Y RINONES

i (T45 2L) 0,031 +0,007
Higados

(cas5 5L) 1,057 +0,082

(T45 21) 0,056 + 0,005

Rifiones (C45 4L) 0,918 +0,014

(cas5 5L) 0,893 +0,009
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Figura 18. Sefial obtenida para el patrén de 10 ug/L de la recta de calibrado del dia 13/12/2012
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Figura 19. Sefial obtenida para el patrén de 15 ug/L de la recta de calibrado del dia 13/12/2012
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Figura 20. Sefial obtenida para el patrén de 20 ug/L de la recta de calibrado del dia 13/12/2012
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Figura 21. Sefial obtenida para la muestra 1 preparada el dia 12/12/2012
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Figura 22. Sefial obtenida de la muestra certificada 3 preparada el dia 21/2/2013
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Figura 23. Sefial obtenida de la muestra certificada 4 preparada el dia 21/2/2013
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Figura 24. Sefial obtenida de la muestra certificada 5 preparada el dia 27/2/2013
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Figura 25. Sefial obtenida de la muestra certificada 6 preparada el dia 27/2/2013
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Displays the kanual Control window, uzed to perform analyses with manual sampling.

Figura 26. Sefial obtenida para la muestra 10 (higado T45 2L)
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Figura 27. Sefial obtenida para la muestra 11 (higado C45 5L)
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Dizplays the Peaks window, uzed ta view transient signals during analyses.

Figura 28. Sefial obtenida para la muestra 14 (rifion C45 4L)
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Figura 29. Sefial obtenida para la muestra 15 (rifion C45 5L)
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ANEXO B.

I*I Mational Research Conseil national
Council Canada de recherches Canada

DOLT-4

Dogfish Liver Certified Reference Matenal for Trace Metals

This reference material is primarily intended for use in the calibration of procedures
and the development of methods for the analysis of marine fauna and materals
‘with a similar matrix.

Elements for which certified values have been established for this dogfish {Squalus
acanthiaz) liver CRM, along with their expanded uncertainty (U, = ku,, where u_is
the combined stamdard uncertainty calculated according to the 150 Guide [1] and
k=2 is the coverage factor) are listed in Tabie 1. It is intended that U,
encompasses every aspect that reasonably contributes to the uncerainty of the
certified mass fraction [2]. Values are based on dry mass.

Table 1. Certified Values for DOLT-4

Element Mass Fraction
(mgfkg)
Arsenic (d.eh) B88 £ 0.82
Cadmium (d.2.ip) 243 = 0.8
Copper (de.ip) 31.2 & 1.1
Iron {d.i) 1833 £ 75
Lead (d.=.p} 018 =+ 0.04
Mercury (c.d.p) 258 =+ 0.22
Mickel [d.=.ip} 087 £ 0.1
Selenium (e.h) B3 . * 1.3
Silver {d.e.p) 0e3 + 0.07
Zinc (d.i.p) 118 + 8
CH_Hg (as Halg.s.t) 13+ .12
Coding
The coding refers only to the instrumental method of determination of the measurand.
¢ - Coid vapour atomic absorpSon i- Inductively coupled plasma atomic
spectromeatry emission spectrometry.
d - Inductively coupled plasma mass p - lsotope dilution inductively coupled plasma
spectometry. mass specirometry (ID-ICPMS).
e - Electrothermal vaporization atomic 5 - SPME isotope dilution gas chromatography
absorption spectrometry (ETAAS) ICPMS.

g - Sofid phase microextraction (SPME)}  t- Ethylation cold vapor atomic fluorescence
isotope dilution gas chmmatography specirometry.
mass spectrometry.

h - Hydnde generation atomic absompton
spectometry.

N3C-CN3C

Certitied Reference Matenal
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Preparation of DOLT-4

This referemnce material was processed at the
Guelph Food Technology Center, Guelph
Ontaric. The preparation sequence is illustrated
belowr.

| pocr I
| evizerated |
I
| livers comnuimited |
I

cooked to separate agueous phasze
from solids and oil

| armerﬁmcm |

EETrE———
[t |
]
[ |

|cutiﬁ.calim|

The material was sterilized by gamma irradiation
(miminimum dose of 25 kGy) at the Canadian
Irradiation Centre, Laval, Québec

Sampling

A sample mass of 250 mg of matenial (dry mass
basis) iz the minimum sample intake for which
the established uncertainty is valid.

INGENIERIA QUIMICA

Instructions for Drying

Muoisture content should be determined using a
separate sub-sample. DOLT-4 can be dried to
contant mass by:

(1) drying at reduced pressure (e.g.. 50 mm Hg)
at reom temperature in a vacuum desiccator over
magnesium perchlorate for 24 hours;

(2) vacuum drying (about 0.5 mm Hg) at roocm
temperature for 24 hours.

Information Values

Table 2 presents information values for elements
which could not be cerified because of
insufficient information to accurately assess
uncertainties.

Table 2. Information Values for DOLT-4

Element Mass Fraction,
(mgikg)

Ma 6200

Mg 1500

A 200

K 2300

Ca aa0

W 0.6

Cr 1.4
Co 0.25
Sr 55
Mo 1

Sn 0.17

Storage and Handling

This material should be kept in the original
botile tightly closed and stored in a cool
location, away from any significant radiation
sources such as ultraviolet lamps and sunlight.
The contents should be well mixed by rotation
and shaking prior to use, and the bottle tightly
closed immediately after sampling.
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Calculation of Certified Values

DOLT-4 was provided as an unknown sample
to a gmoup of laboratories participating inm an
amnual intercompanson for trace metals in
marine samples coordinated by NRCC [3].
Diata generated by NRCC were also included
in the pool of intercomparison resufts,

Laboraiones were reguesied o provide
tfriplicate results using an analytical method of
choice based on total digestion of the sample.
DOLT-3 was provided as a quality controf

sample.

Data were returned o NRCC for evaluation.
Results from a select sub-group of
participants were used for the certification of
DOLT4. Such laboratones were sekected
based on their performance history in
previous intercomparisons.

The certified values were calculated from the
unweighted means of the resulis. Data were
first examined for outliers using the Dixon and
Grubb's Tests. Testing of vanances was
canducted using the Cochran and Bartletts
Tasts.

Included in the overall uncertainty estimate
are uncertainiies in the batch characterisation
{u_._) and uncertainiies related fo possible
between-bottle varation (i ). Expresced as
standard uncertainties these components can
be combinad as:
uz

2
e +1

2
¥ hom

char
Based on NRC's experience with similar
materials, umcertainty components for long
and short term stability were considered
negligible and are thus not included in the
uncertainty budget

Resalts for the various uncertainty
components used to caleulate the cerdified
values are summarized in Table 3.
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Table 3. Statistical Data for DOLT-4

Bement | (27| o, | b
As 10 022 0.21
Cd 12 025 031
Cu 10 03t 048
Fe 10 22 30
Pb 8 D.O16 0.013
Hg g8 0.014 011
] o D.024 0.048
Se = 012 0.83
Ag a 0D.0%7 0.028
Zn 11 2 2

CHyHg 3 0.016 0.057

Expiration of Certificate

A predecessor CRM, DOLT-2, has besn
pericdically analyzed for more than nine years and
found to be both physically and chemically stable
over this time interval. We expect similar
charactenstics from DOLT-4. The stabiity of this
CRM will continue to be monitored and any
significant imegularty will b= posted on our web
site.

The certified values for DOLT are considered
valid until April 2014, provided the CRM is handled
and stored in accordance with instructions herein.

References

[1] Guide to the Expression of Uncertainty in
Measurement, ISBM 22-87-10188-0, 1st ed. 150,
Geneva, Switzerland (1883).

[2] IS0 Guide 35:2008, Reference matenals —
General and statistical principles for certification
Geneva, Switzerland (2006)

[3] 5. Willie, Twentisth [ntercomparnson for Trace
Elements in Marne Sediments and Biological
Tissues, MRC MNo. 50088, Cctober 2007,

49



Acknowledgements

The following staff members of the Mational Research

Council Canada, participated in the certfication:
P. Mawwefl, C. Brophy. L. Yang and 5. Wilke.

The cooperation of [. Britt and A. Mannen of the
Guelph Food Technology Centre, Guelph, ON,
Canada in the preparation of this matenal is
gratefully acknowledged.

The following laboratories participatad in the
certification of DOLT-3:

ALS Environmental
Vancouver, B.C. W5SL 1KS

Australian Instifute of Marne Sciences
Qusensland, 4810, Australia

Australian Muclear Science and Technology
Organizastion, Environmental Science Program
Menai, M.3.W., Australia

Battelle Pacific Northwest
Sequim Bay Road, Sequim, W4 08382

Massachusetis Water Resources Authonty
Central Laboratory, Winthrop, MA 02152

MOAA, Mational Ocean Service,
Hollings Marine Laboratony, Charleston, SC 28412

San Francisco Public Litilites Commission
Southeast Laboratory, S5n Francisco, CA,

Texas A & M.

College of Veterinary Medicine
Trace Element Research Laboratony
College Station, TX 778434458

Texas Parks and Wildlife
Environmental Contaminants Laboratory
San Marcos, TX TS0608

U5, Customs Laboratory
Savannah, GA 31408

USGES-WRD
3030 Amwiler Road, Aflamta, GA  30360-2824

Canadi

INGENIERIA QUIMICA

Updates

Users of this material should ensure that the
cerificate in their possession is current.  Please
consult our web site at  hitp/wwwonro-
chrc.go.ca for amy new information.

As additional data become available, the
cerfified values may be updated and reliable
values assigned to addiional measureands.

Certificate izsued May 2008.
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