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Abstract

In order to quantifying aluminium by analyzing hemodialysis fluids, two methodologies
were developed and validated: square wave adsorptive voltammetry (SWAV) and
electrothermic absortion. Performance parameters were established for the two

methodologies. They were both applied successfully to the analysis of hemodialysis
fluids.
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Introduccion

El aluminio desde hace muchos afios se ha considerado un problema real en los
fluidos empleados en hemodidlisis renal, su uso continuado causa acumulaciéon
en los pacientes expuestos alin a bajas concentraciones, se ha considerado un
contaminante iatrogénico y estd presente en el ambiente.

La toxicidad del aluminio en dialisis renal es un hecho conocido [1]; el aluminio
por muchos afios ha sido sefialado como causante de dafios dseos y neuroldgicos:
encefalopatias y enfermedades 6seas como la enfermedad adindmica del hueso
asociada a baja reconversion y a bajos contenidos de Al, la osteitis fibrosa
asociada a la alta reconversion, hipertiroidismo y altos contenidos de Al [2].
Durante mds de 30 afios se ha determinado por diversas metodologias como la
absorcion atémica con horno de grafito [3]' y combinada con resinas de amberlita
modificadas con agentes quelantes para preconcentrar el aluminio [4], la
deteccién espectrofotométrica con preconcentraciéon de flujo [5] 'y
voltamperometrias adsortivas [6,7], las cuales son muy sensibles. Los
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procedimientos empleados deben ser confiables, por lo que se hace necesario
contar con metodologias analiticas validadas para la cuantificaciéon de bajas
concentraciones del aluminio presente en las disoluciones empleadas en las
maquinas dializadoras.

El aluminio es dificil de determinar a bajas concentraciones debido a que: en
absorcién atomica con horno de grafito, existe la necesidad de preconcentrar o
utilizar modificadores de matriz [8,9] y esto produce contaminacién que cambia
la concentracion de la muestra. Los fluidos de hemodidlisis se han analizado por
técnicas polarograficas [10]. Las técnicas voltametrias adsortivas son lentas y
exigen una regulacion cuidadosa del pH. La contaminacion con aluminio externo
es dificil de evitar y requiere limpieza Optima de la cristaleria empleada. La
muestra se debe tratar para maximizar la recuperacion del analito. Existen
diferentes fuentes de contaminacién con aluminio como el aluminio del agua
utilizada para preparar fluidos de didlisis, antidcidos o geles de aluminio,
enlazantes de fosfatos, floculantes de aluminio empleados en tratamiento de
aguas para uso doméstico y aluminio de utensilios o envolturas en contacto con
alimentos. Debido a estas fuentes de contaminacion la legislacion internacional
sobre didlisis y dado que un paciente de hemodidlisis estd expuesto a 20000-
30000 litros/afio, ha publicado las siguientes normas en relacion con la calidad
del agua y los sistemas de dializado, que se refieren a la pureza quimica y pureza
microbiolégica: Norma Europea Section IV. Dialysis fluid purity [11], American
Association Advancement Medical Instrumemtation (AAMI [12]) y la Norma
Australiana [13]. Los sistemas existentes para tratamiento del agua utilizada en
didlisis como filtros de carbdn, sistemas de intercambio idnico, sistemas de
electrodidlisis, o los que emplean 6smosis inversa: nanofiltracion, ultrafiltracion,
no siempre proporcionan la eliminaciéon requerida de los iones presentes. En
Costa Rica se realiza hemodidlisis en hospitales con maquinas dializadoras y se
realiza didlisis peritoneal ambulatoria en casas con soluciones parenterales o
automatizada [2].

Parte experimental del complejo aluminio con cupferron

Se utiliz6 un polarégrafo PARC modelo 384 B acoplado a un sistema de tres
electrodos 303 A, constituido por un electrodo de trabajo de gota suspendida de
mercurio, un electrodo de plata / cloruro de plata como referencia, y un electrodo
de platino como indicador. El software empleado fue desarrollado
especificamente para controlar el equipo utilizado [14].

El material volumétrico empleado se colocd por una semana en un bafio de
HNO; al 20% v/v y luego se enjuagd con agua Milli Q y se reflujé por una hora
con HCI:HNOs;; en la proporcién 3:1, ambos destilados sobre cuarzo, se enjuagé
con agua Milli Q destilada posteriormente, se secO cubierto y se guardo en doble
bolsa plastica.

Se utilizé un buffer de NaOAc 2 mol/L ajustado a pH 7 con NaOH, ambos de
calidad Suprapur, el cupferréon 0,060 mol/L a partir del reactivo de calidad para
andlisis, se prepard diariamente con agua Milli Q, desoxigenada con N,, y con
NH; Suprapuro al 2% v/v. Se utilizé un Tritrisol de aluminio.
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La parte experimental se realiz6 en tres etapas: optimizacion de las condiciones
experimentales de medicion, validacion del método desarrollado y determinacion
del proceso de digestion adecuado para los fluidos de hemodidlisis. Se
selecciono la técnica de SWV porque la sefial era definida y mayor que para la
misma concentracion en DPS. La optimizacion secuencial de los pardmetros para
SWYV se realiz6 para el potencial de acumulacién, tiempo de acumulacion,
frecuencia, amplitud de pulso, tiempo de equilibrio, concentracién de cupferron,
pH 6ptimo, pero la determinacion del pH adecuado se realizé antes de optimizar
los pardmetros de medicion experimentales.

Los valores optimizados de la técnica (SWV), para la determinacién de aluminio
fueron: potencial de acumulacién (-0,4 V), tiempo de acumulacion (60 s), altura
de pulso (50 mV), frecuencia (25 Hz), tiempo de equilibrio (20 s), concentracion
de cupferrén (2)(10"4 mol/L)), pH, (7,00). Las condiciones optimizadas
instrumentales de medicién fueron: potencial inicial (-0,4 V vs. Ag/AgCl),
potencial final, (-1,4 V vs. (Ag/AgCl), potencial de acondicionamiento, (0 V vs.
Ag/AgCl), amplitud de pulso (0,020 V), tiempo de desoxigenacion inicial (200
s), tiempo de desoxigenacion entre réplicas (20 s), tiempo de preconcentracion
(60 s), tiempo de acondicionamiento (0 s), tiempo de equilibrio (20 s),
incremento de barrido (2 mV), frecuencia (25 Hz), ciclos (1).

Parte experimental de la determinacion electrotérmica de aluminio

Las muestras se colectaron durante un afio en la unidad de hemodidlisis del
hospital México de la CCSS, en frascos de Nalgeno lavados con EDTA al 5%
m/v, enjuagados con agua de Milli Q destilada; posteriormente, se acidificaron, se
congelaron a -30 °C hasta su andlisis. La cristaleria se trat6 del mismo modo en
ambas determinaciones. Se tomaron alicuotas de 12,50 mL de las muestras y se
diluyeron a 25,00 mL, con HNOj; destilado 0,5% m/v, se midieron en un Varian
Modelo Spectra AA 220 equipado con automuestrador a 396,2 nm, las alicuotas
de muestra inyectadas fueron de 10 pL. Se evalu6 la veracidad en cada corrida
con adiciones triples de 12 pug/L, 24 ug/L, 48 ng/L a tres réplicas de muestra.

Resultados de la determinacion voltamperométrica de aluminio con
cupferréon

Validacion del método desarrollado

El método desarrollado se valido a través de la determinacion de sus limites de
deteccion y cuantificacion, ambito lineal, comprobaciéon de la veracidad del
método.

Se determinaron de la Fig. 1 los limites de deteccion y cuantificacion a partir de
la desviacion estdndar de las curvas de calibracién [15].

En la Fig. 2 se determino la linealidad de las curvas de calibracion hasta 60 pg/L
de aluminio adicionados en celda; este dmbito de concentracidon se considerd
adecuado para las concentraciones de aluminio en los fluidos empleados en
hemodialisis.
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Figura 1. Recta de calibracién para determinacién del limite de deteccién para Al por
voltametria adsortiva.
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Figura 2. Recta de calibracion para determinacién del dmbito lineal para Al por
voltametria adsortiva.

Determinacion de la veracidad del método

Se mineralizaron con HNOj; 12 disoluciones acuosas, a las cuales se le
adicionaron 0 pg/L, 4 ug/L y 20 pg/L de aluminio y se analizaron por el método
desarrollado, se resté el promedio de los blancos al promedio de muestras, la
recuperacion obtenida para 4 ug/L fue 150 %, la recuperacion obtenida para 20
pg/L fue 98,2 %. Los pardmetros de desempefio se muestran en Cuadro 1. El
método optimizado y validado se aplico a la determinacion de muestras de
fluidos de hemodiélisis.

Cuadro 1. Concentraciéon de aluminio (ug/L) en fluidos de hemodidlisis analizados por
absorcion electrotérmica.

Junio | Agosto | Setiem | Octubre | Noviem | Diciem | Enero | Febrero | Marzo | Abril | Mayo | Junio | Julio

M1 27 29 15 14 30 4 4

M2 | 48 31 19 9 24 86 26 ND 71 D D 8
M3 10 8 18 31 23 22 22 8 ND 19 24 28 33
M4 13 8 28 27 16 23 201 ND ND 12 11 17 54
M5 27 0 36 16 26 27 25 ND ND 6 8 7 22
M6 10 8 20 13 20 D 46 ND ND 8 14 13
M7 22 11 18 18 15 14 17 ND ND 11 3

M8 12 ND 27 20 18 33 52 ND ND 15 10 11 8
M9 13 ND 35 16 46 17 17 ND ND 11 33 6

M10 | 14 ND 23 7 7 20 18 ND ND 9 20 D 4
C4 17 16 20 106 12 39 ND 12 7
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Anadlisis de muestras por voltamperometria

El anédlisis de muestras de fluidos empleados en la hemodidlisis se realiz6 previo
lavado del material de Nalgeno con HNO; al 20% v/v, se adicionaron 100 uL de
HNO; de calidad S.P al recipiente antes de tomar la muestra. Esta estaba diluida
en las maquinas dializadoras, a la concentracion apropiada para el tratamiento de
los pacientes. Se empacaron en doble bolsa plastica y se rotularon. Se
transportaron rapidamente hasta el laboratorio, se almacenaron en congelacion a
=30 °C. Se midieron 4,00 mL de muestra y se colocaron en material
descontaminado: los balones de 25,00 mL se trataron con HCl y HNOs;, en la
proporcion 3/1, se calentaron a ebullicion y se lavaron con agua Milli-Q. Se
mineralizaron las muestras, se aforaron, se midié una masa de muestra y se
colocé en la celda polarogréfica, se regul6 el pH de la muestra a 7,0 con ayuda de
un pHmetro y disoluciones de HOAC, NaOAC, 2 mol/L y NaOH 1 mol/L, segtin
fuera necesario. El control del pH para las muestras fue muy estricto para
formar el complejo. Se adiciond una alicuota de 40 puL de cupferron, se ajusto
con agua MilliQ a una masa final de 10,00 g y se cuantificé por adicion estandar.
El analisis de las muestras se realizO de manera aleatoria, se muestran en el
Cuadro 2.

Cuadro 2. Concentracién de aluminio en fluidos de hemodiélisis por voltamperometria
adsortiva SWV.

Muestra Concentracion ug/L Muestra Concentracion ug/L

13 1

Réplica 1 D Réplica 1 74,6

Réplica 2 D 2

5 Réplica 1 72,02

Réplica 1 14,9 9

Réplica 2 10,9 Réplica 1 322

4 Réplica 2 392

Réplica 1 18,9 8

12 Réplica 1 34.7

Réplica 1 N.D 6

Réplica 2 N.D Réplica 1 22,0

11 Réplica 2 24.0

Réplica 1 25,6 3

Réplica 2 40,4 Réplica 1 44,6
Réplica 2 13,4

Resultados de la determinacion de aluminio por absorcion electrotérmica
Figuras de mérito del método electrotérmico

Los limites de deteccion y cuantificacion (LD y LC respectivamente) se
determinaron de las curvas de calibracion de acuerdo con Miller y Millar [15].

La veracidad se determind por adiciéon de cantidades conocidas de aluminio a
muestras, se restd la concentracion de la muestra y se calculd el C.V. del
aluminio recuperado. El &mbito lineal se determiné por la medida de patrones de
aluminio, se muestra en la Fig. 3 y de la Fig. 4, se observa que cerca de 100 pg/L
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el coeficiente de correlacion disminuye. La exactitud se evalio por andlisis de
siete réplicas de una muestra certificada de agua; CMR- TMW HPS Certified
Reference Material Trace Metals in Drinking Water, Lot # 005914 que contenia
120 pg/LL de aluminio: se tomaron para cada réplica 2,00 mL de la muestra
certificada, se acidificaron al 0,5 % v/v con HNOj; destilado, se diluyeron a un
volumen de 10,00 mL. Se interpold en una curva de calibracién. En el Cuadro 3
se muestra el desempeiio de los métodos validados.
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Figura 3. Recta de calibracion para la determinacién de Al en fluidos de hemodidlisis

por absorcion electrotérmica.
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Figura 4. Recta de calibracion para la determinacién del ambito lineal para aluminio en
fluidos de hemodidlisis por absorcion electrotérmica.

100 120

Cuadro 3. Comparacién de los pardmetros de desempeiio de ambos métodos.

Voltamperometria | Absorcion electrotérmica
Limite de deteccién 2 pg/L 1 pg/L
Limite de cuantificacion 7 ug/L 3 ug/L
Ambito lineal 60 pug/L 2,4-96 ug/L
Veracidad 20 pg/L n=7 98% 113% (12 pg/l, n=3)
Veracidad 4 pg/L n=7 150% 98 91‘2 ((jg ;ng//l 1: ::33))
Coeficiente de variaciéon en muestras 17% 25% (4 pg/L, n=3)

10% (23 pg/L, n=3)

Exactitud

No se determind

112 £ 10 % (n=7)
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Anadlisis de muestras de fluidos de hemodidlisis por absorcion electrotérmica
Las muestras se colectaron en frascos de Nalgeno lavado con EDTA al 5% m/v,
enjuagado con agua de Milli Q destilada posteriormente, se acidificaron, se
congelaron a -30 °C hasta su andlisis. Se tomaron alicuotas de 12,50 mL de las
muestras y se diluyeron a 25,00 mL, con HNOj; destilado 0,5% m/v, se midieron
en un Varian Modelo Spectra AA 220 equipado con automuestrador Varian PSD
110, y un horno de grafito GTA 110 a la longitud de onda de 396,2 nm. Las
alicuotas de muestra inyectadas fueron de 10 puL y se colocaron en recipientes de
Nalgeno para el automuestrador con volumen de 2 mL. Se evalu6 la veracidad en
cada corrida con adiciones triples de 12 pg/L, 24 ug/L, 48 ug/L a tres réplicas de
muestra. Se muestran resultados de las muestras analizadas en Cuadro 1.

Discusion y conclusiones

Ambos métodos validados se pueden usar para la determinacion de aluminio en
fluidos de hemodidlisis y tienen limites de deteccion comparables. Los
coeficientes de variacion son apropiados para las concentraciones analizadas. Las
muestras analizadas por ambos métodos provenian de las mismas mdaquinas
dializadoras, pero se analizaron en periodos diferentes de tiempo, por lo que los
resultados no son comparables.

Lo destacable es la posibilidad de poder emplear estos métodos como
confirmatorios de forma reciproca en casos donde sea necesario. Los
procedimientos de limpieza de recipientes y cristaleria son criticos para que la
muestra no se contamine. La concentracién de aluminio en los fluidos de
hemodiélisis es muy baja por lo que los métodos deben ser muy sensibles.

El horno de grafito usando automuestrador, permite realizar muchas mas
determinaciones que la voltamperometria adsortiva, siendo esta técnica apropiada
para confirmacion y el horno de grafito para el control de calidad.
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Comparacion de Metodologias Analiticas para Determinacion de Aluminio
en Fluidos de Hemodialisis

Resumen

Se desarroll6é y validé una metodologia para cuantificar aluminio en fluidos utilizados
en hemodidlisis renal, basada en la reaccion de Al con cupferrén, adsorcion del complejo
sobre un electrodo de gota de Hg y la posterior desorciéon y medida de la corriente
producida por la reduccién del complejo. Se realizé la validacion de parametros para
voltamperometria de onda cuadrada (SWV). Se determinaron también los pardmetros de
desempefio del método, veracidad, ambito lineal, limite de deteccidn, limite de
cuantificacion. Se aplicé a la determinacion de aluminio en muestras de hemodidlisis.

Se desarrollé y validé posteriormente una metodologia para la determinacién de
aluminio en fluidos empleados en hemodidlisis renal por absorcién electrotérmica. Se
determinaron las mejores condiciones para el tratamiento de la muestra. También se
determinaron los pardmetros de desempefio del método. Esta metodologia se aplic
durante un afio al andlisis de los fluidos de la Unidad de Hemodidlisis del Hospital
Meéxico de la Caja Costarricense del Seguro Social de Costa Rica. El contenido en pg/L
de la mayor parte de las muestras analizadas por ambas metodologias se encontraban
sobre las recomendaciones internacionales en agua empleada en hemodidlisis.

Palabras clave: aluminio, hemodialisis, determinacidén, voltametria de onda cuadrada,
adsorcion, validacién, absorcion electrotérmica.
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