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RESUMEN

Se realizaron mediciones de las concentraciones de zinc en el cabello de nifios de regiones
altiplanicas (en el rango de edades de 8 a 13 anos), mediante la técnica de fluorescencia de
rayos X por reflexion total. Estas mediciones permiten una primera evaluacién de los niveles
nutricionales en nifnos que se combina con la determinacién del indice de masa corporal. Esta
evaluacion se caracteriza por su simplicidad y no-invasividad. Aunque los resultados nos
permiten hacer una buena clasificaciéon de individuos nutricionalmente normales de los que
no lo son, también se observa la gran sensibilidad de los resultados con la edad. Este trabajo
es complementario a otras pruebas biolégicas y médicas.

Cédigo(s) PACS: 41.50.+h — 78.70 En
Descriptores: Haces de rayos-x — Fluorescencia de rayos-x.

ABSTRACT

Using the X-ray fluorescence by total reflection technique, we carried out measurements of
zinc concentrations in the hair of children living in the Bolivian high plateau regions (within
the age range from 8 to 13 years old). The results allow us to make a first assessment of
nutritional levels in children; the latter combined with the determination of the body mass
index, results in a measure characterized by its simplicity and non-invasiveness. This work
is complementary to other biological and medical tests.

Subject headings: X-ray beams — X-ray fluorescence.

1. INTRODUCCION

La fluorescencia de rayos-X (FRX) se basa en la
irradiacién de muestras por rayos-X (Rx) prima-
rios. Los atomos individuales al ser excitados por
esta radiacion emiten Rx secundarios, propios de
cada elemento, que pueden ser cualificados y cuan-
tificados en un espectro. Este método es rapido y
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puede ser aplicado a una gran variedad de matrices;
por ejemplo, sélidas, analizadas con poca o ninguna
preparacion. Excluyendo los elementos livianos, los
elementos comprendidos entre los nimeros atémicos
14 y 42 pueden ser detectados en sus emisiones K,
empleando un catodo de molibdeno y para Z > 42,
en sus lineas L, esto depende mucho del blanco del
tubo de Rx con el que se esté trabajando. El método
es sensible a trabajar en niveles de deteccién que se
encuentran en el orden de magnitud de ug-1-!.
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La FRX se ha convertido en un poderoso método
para el andlisis espectrométrico; sin embargo, esta
técnica tiene limitaciones al momento de realizar
el andlisis de trazas de elementos en una muestra.
Debido a esto, nuevas técnicas de espectrometria
atomica optica se han desarrollado, superando a la
técnica convencional de FRX en muchos aspectos.
Una de estas técnicas consiste en usar reflexion total
para la excitacion por FRX. Esta idea ingeniosa fue
descubierta por Compton (1923), quien encontré que
la reflectividad de un blanco liso se incrementa sig-
nificativamente para valores por debajo del angulo
critico (=~ 0.1°). Posteriormente, Yoneda & Horiuchi
(1971) propusieron el analisis de pequefias canti-
dades de muestra sobre portamuestras lisos de re-
flectancia total. Esta técnica fue después desarro-
llada y se la denominé fluorescencia de Rx por re-
flexion total (FRXT) que es la técnica empleada en el
trabajo y que es descrita en detalle por Klockenkam-
per (1996). El articulo esta estructurado como sigue:
en §2 se da una explicacion de la FRXT y se detalla
el método experimental empleado, lo que incluye la
obtencion de cabello, la calibracién del equipo y la
preparacion de las muestras; en §3 se dan los detalles
del equipo empleado y se dan a conocer las lecturas
de las muestras que se utilizan para evaluar los re-
sultados que se exponen en §4. Finalmente, en §5 se
dan las conclusiones y perspectivas de este estudio.

2. METODO EXPERIMENTAL

La FRXT es una variaciéon de la técnica de dis-
persion de energia de FRX con una diferencia sig-
nificativa consistente en el hecho que, en contraste
con el método convencional (FRX) donde el haz pri-
mario impacta en la muestra con un angulo de 40°
(Figura 1(a)), en la FRXT se utilizan haces rasantes
por debajo de 0.1° (Figura 1(b)). Debido a su confi-
guracion unica, la principal ventaja de la FRXT sobre
la FRX convencional es la reduccién en el ruido de
fondo mediante la eliminacion de la dispersién en la
muestra; lo que resulta en una mayor sensibilidad de
la medicién elemental. Para la obtencion de reflexion
total en el portamuestras (reflector de cuarzo), el
haz primario debe incidir en el reflector con angulos
rasantes. Para fotones de Rx de 60 keV, el angulo
de incidencia debe estar alrededor de 0.015°, mien-
tras que la divergencia del haz debe darse incluso
en angulos de menor valor. Este angulo se denomina
critico @ y se lo puede calcular usando la siguiente
relacion mencionada por Klockenkamper (1996):

1.65 [ Z
(Dcrit ~ f Zp ) (1)

donde E representa la energia en keV de los Rx in-
cidentes, que en nuestro sistema se originan en un
tubo con blanco de Mo; mientras que las otras can-
tidades estan referidas al portamuestras: p la den-
sidad del material expresada en g/cm?, Z el nimero
atéomico y A el peso atomico. En nuestro caso, el por-
tamuestras es de cuarzo (SiOs) por lo que se tiene:
p=265g/m3, Z =30y A = 60.09 g/mol tal como se
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F1G. 1.— (Color online) Arreglo experimental para (a) FRX con-
vencional y (b) FRXT.

cita en Nascimento Filho et al. (1999). Esta aproxi-
macion es valida para fotones de energia por encima
de los limites de absorcién del material.

2.1. Obtencién de cabello

Se colectaron cabellos de nifios de ambos sexos con
edades comprendidas entre los 8 y 13 afios, en la lo-
calidad de Viacha (Aprox. 3876 msnm) ubicada en
la region altiplanica del departamento de La Paz. El
muestreo de cabello comprendié dos escuelas, una
situada en la parte urbana (96 muestras) y la otra
en la Comunidad Collagua (12 muestras) correspon-
diente al area rural de Viacha. De manera paralela
al proceso de recoleccion de cabello se tomaron los
datos antropométricos de cada nifio: masa corporal y
estatura, asi como también se registraron la edad y
el grado escolar.

2.2. Calibracion del equipo

Para la calibracién del equipo de FRX se obtuvo ini-
cialmente la curva caracteristica (tasa de contaje en
cuentas/seg vs. intensidad de corriente en mA), en la
que se efectud el test de linealidad consistente en la
verificacién de la relacion lineal entre ambas magni-
tudes. El intervalo de intensidad de corriente selec-
cionado es el que satisface el criterio de linealidad.
Posteriormente y tal como lo muestra la Figura 2, se
determiné el limite de detecciéon para diferentes ele-
mentos: Fe, Ni, Zn y Co, utilizando la relacién pro-
puesta en Nascimento Filho et al. (1999)

I(BG) Cega

- 2
t IGaSi’ ( )

LOD; =

donde:
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F1G. 2.— (Color online) Curva del limite de deteccion de mues-
tras liquidas de algunos elementos, usando 10 ul de alicuota en
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TABLA 1
VALORES DE LOS PESOS ATOMICOS Y LIMITES DE DETECCION
(LOD) EN PARTES POR BILLON (PPB) CON 1 PPB= 10~9.

Peso atémico LOD (ppb)
Co 27 16
Zn 30 13
Ni 28 11
Fe 26 19

— 1,/ 1,,=0.1041[zn]-0.0139
n Ga
O Datos experimentales

0.35[

o~ 05 1 15 2 25 3
Concentracion de zinc [Zn]

3.5 4 4.5

F1G. 3.— (Color online) Curva de calibracién para el Zn. Donde
Iz, e I, son los valores maximos de los picos de intensidad de Zn
y Ga respectivamente.

e [;(B@G) es laintensidad en cuentas por segundo
del elemento i en la muestra.

e Ca, es la concentracion en ppm (partes por
millon) del estandar interno (Ga).

e [, es la intensidad en cuentas por segundo co-
rrespondientes al Ga.

e S; es la sensibilidad relativa del sistema para
el elemento 1.

Los valores se muestran en la Tabla 1.

Para la determinacién de la concentracién de Zn
en cabello, se calibré el equipo utilizando estandares
conteniendo 0.5, 1.0, 3.0 y 4.0 ppm de concentracion
en Zn, a los cuales, se anadieron suficientes canti-
dades de Ga, con el fin de obtener 10.0 ppm de Ga en
todos los casos como estandar interno. Para la deter-
minacion de las areas correspondientes a las lineas
K, del Zn y Ga, se empleé tanto el software AXIL
como el QXAS. Con esta informacion se obtuvo la
curva de calibracién que se muestra en la Figura 3.
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F1G. 4.— (Color online) Esquema de los procedimientos usados
para la obtencion de los espectros energéticos.

2.3. Preparacién de muestras

Las muestras se prepararon mediante el proceso
de digestién empleando microondas (MWD) sugerido
por Memon et al. (2007). Se emplearon 200 mg de ca-
bello y como oxidantes 3 ml de una mezcla compuesta
por HNO;3; y H,O, concentrada (2:1, v/v) dejandolas
reposar durante 5 min. Para la digestion se empled
un MWD Anton Paar (Instruments), en el cual se
programa una secuencia de digestion de dos etapas:
la primera a 100 W de potencia durante 5 min y la se-
gunda a 800 W de potencia durante 15 min; teniendo
en cuenta que la potencia maxima del equipo es de
1000 W y las condiciones de digestion son de 300°C
como temperatura maxima y 75 bares de presion.
Concluida la digestién se completa la preparacién de
la muestras agregando 0.25 mg de Ga para alcanzar
10 ppm de concentracion como estandar interno.

3. DESCRIPCION DEL EQUIPO DE FRX Y LECTURA DE
LAS MUESTRAS

Para el analisis por el método de reflexion total
se utilizé un generador de Rayos-X ITAL STRUC-
TURES modelo COMPACT 3K5, cuyos rangos ope-
rativos de voltaje y amperaje son: 10 a 60 kVy 1 a
50 mA respectivamente, con 3 kW de salida y con
un blanco de Mo. Para la lectura de muestras se uti-
lizan reflectores de cuarzo, los cuales son previamen-
te preparados mediante un procedimiento de lavado
especial. Una vez limpios los reflectores se coloca una
alicuota de 10 ul de la muestra sobre el reflector la
cual es secada empleando una lampara infrarroja du-
rante 10 min. La muestra seca se la deja enfriar du-
rante 5 min para su posterior lectura obteniéndose
de esa manera los espectros correspondientes. La
Tabla 2 muestra un ejemplo de los valores de con-
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TABLA 2
CONCENTRACIONES DE ZINC EN LA MUESTRA LIQUIDA DE
CABELLO, VOLUMEN DE AFORO Y MASA PROMEDIO DE LOS
CABELLOS PARA CADA EDAD Y GENERO DE LOS INDIVIDUOS.

TABLA 4
VALORES DEL INDICE DE MASA CORPORAL PROMEDIO (IMC),
DESVIACION ESTANDAR RESPECTO A LA MEDIA DEL IMC
(zSIMC), TALLA DE CADA NINO (H) Y DESVIACION ESTANDAR
RESPECTO A LA MEDIANA DE LAS TALLAS (ZSH), PARA LAS

Edad Género [Zn]4 AlZn] V £+ AV M + AM DIFERENTES EDADES (E) Y GENEROS (G)
(ppm) (ml) (g) —— — ——
8 M 0.833 £0.008 25+ 0.04 0.1584 + 0.0001 E G IMC + zsIMC + H + AH zsH +
F 0.450 +£0.010 254 0.04 0.2005 + 0.0001 AIMC (kg/m?) AzsIMC (m) AZsH
9 M 1.001 £0.011 25+0.04 0.1729 + 0.0001 8 M  1752+057  087+030 1.28+002 -1.25+0.49
F 2.132 +£0.012 25+ 0.04 0.1826 + 0.0001 F  1635+056  0.02+028 1.29+001 -1.07+0.32
10 M 1.071 £ 0.013 50 4+ 0.06 0.1873 «+ 0.0001 9 M  1875+146  094+047 128+002 0.04+0.30
F 1.803 + 0.014 50 & 0.06  0.2006 + 0.0001 F 17364096  025+037 1.29+0.02 -1.03+0.31
11 M 1.314 £ 0.015 26 +£0.04 0.1842 + 0.0001 10 M 17.43 + 0.61 0.22 +£0.28 1.35+0.02 -0.88+0.25
F 2.005 + 0.014 25+ 0.04 0.2003 & 0.0001 F 15094043 -1.16+027 138+0.03 -0.68+0.5
12 M 1.159 £ 0.014 32+ 0.05 0.1832 + 0.0001 11 M 19.03+068  061+026 142+001 -0.67+0.28
F 2.106 +0.015 25+ 0.04 0.2004 + 0.0001 F 18454109 0424031 143+0.03 -0.74+0.32
13 M 0.736 £0.011 10 £ 0.03 0.1772 & 0.0001 12 M 19.17+069  042+028 147+002 -0.80 %021
F 1.668 + 0.016 10+ 0.03  0.2007 + 0.0001 F 18474053  -005+028 148+002 -1.30<+0.07
13 M  2003+125  050+050 1.50+003 -0.51+0.35
F  1876+188  -0.19+084 145+001 -1.18++0.89
TABLA 3
CONCENTRACIONES DE ZINC PROMEDIO EN LAS MUESTRAS DE
CABELLO SEGUN LA LA EDAD Y EL GENERO DE CADA NINO. TABLA 5
S— INDICADORES PARA LAS PRUEBAS DE DIAGNOSTICO.
Edad Género [Zn] £ AlZn] (ppm)
8 M 1194 + 1.7 Género  Sensibilidad  Especificidad VPP VPN
F 180.8 + 1.6 M 100% 73.47% 27.78% 100%
9 M 125.8 + 1.6 F 66.67% 94.74% 50.00% 97.30%
F 379.7 £ 3.4
10 M 154.5 + 2.2
F 995.8 + 2.9 jeres que en los varones, resultado que concuerda
11 M 1958 £ 2.9 con otros trabajos como por ejemplo en Heinersdorff
F 243.3 + 2.2 & Taylor (1979); Gibson, Skeaff & Williams (2000).
12 M 180.5 £ 2.4 Se nota que la presencia de valores atipicos en el
F 262.8 + 2.4 IMC y la talla, ocurre principalmente para varones
13 M 119.9 +£2.4 entre 8 y 9 afios; lo anterior puede ser debido a que
F 207.8 £ 2.4

centracion de zinc promedio para cada edad y género
(M, masculino y F, femenino) que se obtuvieron us-
ando el software QXAS.

4. RESULTADOS

Una vez obtenidas las lecturas en el equipo de
FRX, se calculé la concentracion de Zn en cabello de
cada individuo, resultados que se muestran en forma
detallada en la Tabla 3

Considerando los resultados antropométricos que
se muestran en la Tabla 4 y que fueron obtenidos
para los individuos utilizando WHO AnthroPlus,
software que es descrito en de Onis et al. (2007),
se construyen diagramas de “caja y bigote” para la
concentracién de Zn ([Zn]), el indice de masa corpo-
ral (IMC) y la talla en funcién de la edad, los mis-
mos que se muestran en la Figura 5. Se puede ob-
servar que [Zn] para la mayoria de los individuos,
tanto varones como mujeres, estd comprendida en
los limites aceptados desde el punto de vista nutri-
cional que se mencionan en Bertazzo et al. (1996),
donde para el rango etario de 6-11 afios se tienen
[Zn]=188.18 - 9.54 ppm y [Zn]=211.62+9.73 ppm
para varones y mujeres respectivamente. También
se observa que [Zn] tiende a ser mayor en las mu-

la edad en estos casos juega un rol mayor en la de-
terminacion de los parametros antropométricos. Fi-
nalmente, se ve que la presencia de valores atipicos
en [Zn] para varones y mujeres de 12 afios es impor-
tante, situacion que puede estar ligada a los cambios
fisicos y fisiol6gicos tipicos de esta edad.

Para realizar el analisis discriminante, se con-
sideré que los limites de corte minimo y méaximo
para la concentracion de Zn eran de 150 ppm y
250 ppm respectivamente. Por otra parte, se tomé
para el IMC, una unidad tipificada (z-score) minima
de 1.8 desviaciones estandar; en otras palabras,
se considera a un individuo normal (negativo en
cuanto a problemas nutricionales) si su [Zn] satisface
(150 < [Zn] < 250) ppm de acuerdo con Weber (1990),
zsIMC < 1.80; caso contrario se lo considera anor-
mal (positivo en cuanto a problemas nutricionales).
Bajo estas condiciones, se procedi6é a un analisis dis-
criminante cuadratico tanto para varones como para
mujeres, obteniéndose las regiones de discriminacién
mostradas en la Figura 6, tanto para varones (a)
como para mujeres (b). En ambos casos, se observa
que la mayoria de los individuos son normales, lo
cual no es sorprendente puesto que la mayoria se
encuentran en el el rango (150 < [Zn] < 250) ppm.
Cabe aclarar que se realizé este analisis solo para las
96 muestras de la parte urbana de Viacha, ya que
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F1G. 6.— (Color online) Anélisis discriminante utilizando el IMC y [Zn], para (a) nifios y (b) nifias.

las 12 restantes no eran suficientes para observar
la discriminacion cuadratica. Para la cuantificacion
de este andlisis se utilizan pruebas de diagnéstico
mediante el calculo de la sensibilidad (proporcion
de verdaderos positivos que han sido correctamente
identificados) y de la especificidad (proporcion de ver-
daderos negativos que han sido correctamente iden-
tificados); también se pueden calcular valores pre-
dictivos como el valor predictivo positivo (VPP) que
es la proporciéon de pacientes positivos que han sido

correctamente identificados o el valor predictivo ne-
gativo (VPN) que es la proporcién de pacientes nega-
tivos que han sido correctamente identificados. Los
resultados obtenidos para este analisis se muestran
en la Tabla 5.

De acuerdo con los valores obtenidos en la Tabla 5,
se tiene una buena discriminacién entre individuos
que presentan caracteristicas normales de aquellos
que tienen potenciales problemas nutricionales. A
pesar de estos buenos resultados, no se puede afir-
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mar que exista una correlacién entre la [Zn] y el IMC.
Este tipo de resultados negativos fueron reportados
en otros trabajos tales como Weisstaub et al. (2004);
Weber (1990)

5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Entre las principales contribuciones del presente
trabajo desde el punto de vista experimental, se
puede mencionar que se puso a punto la técnica de
FRXT para la determinacién de concentracion de
zinc en cabellos; se estandarizé un protocolo que va
desde la recoleccion de cabello hasta la preparacién
de la muestra pasando por la calibracion del equipo
de FRX, lo que en el futuro permitira realizar medi-
ciones de manera mas rapida y eficiente. En lo re-
ferente a los resultados obtenidos, si bien no se hallé
una correlacién directa entre [Zn] y los parametros
antropométricos como se esperaba, no se descarta
que esta correlacion pueda existir si en los estudios
se incluyen un mayor nimero de variables que in-
cidan en el nivel nutricional de los individuos, tales
como edad exacta en meses, composicion nutricional,

entorno familiar y habitat, etc.; asi como variables
que representen una respuesta al nivel nutricional,
como ser el grado de aprovechamiento académico.
Con todo lo anterior, se espera hallar correlaciones
que puedan indicar las posibles soluciones a pro-
blemas nutricionales. Se espera que con los nuevos
datos mencionados anteriormente, se pueda mejorar
aun mas el analisis discriminante. Se tiene la pers-
pectiva de ampliar este estudio a otras regiones de
Bolivia.
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