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On-line speciation of Cadmium and Lead by
Flow Injection-Electrothermal Atomization
Atomic Absorption Spectrometry.

Abstract

The coupling between an Electrothermal Atomization-Atomic Absorption Spectrometer
and a Flow Injection manifold is presented. This system is used for the preconcentration
and determination of Cd and Pb in sea water samples. The performance of the method
in terms of Detection Limits, Sampling Frequency, Sensitivity and Repeatability are
fully discussed. Figures of merit for the preconcentration process such as
Preconcentration Efficiency and Enhancement factors are evaluated for different
preconcentration materials (Chelex-100 and silica immobilized 8-hydroxiquinoline).
The influence of different variables of the flow manifold on the retention of different
metal species is also investigated.

The hyphenated technique was employed for Cd and Pb determination in
certified reference materials (CASS-3) and South Atlantic sea-water samples. The metal
contents in sea water at different sites is compared to those in algal tissues. A
correlation was established between the bioaccumulation process and the metal
speciation in sea water.

Different sorbents for the isolation of metal-organic complexes were compared
for their use in the Flow Injection-preconcentration manifold. A new micro-analytical
automatic method is proposed for the sequential solid-liquid extraction of the different

fractions of toxic metals.

Keywords: Flow Injection, Graphite Furnace, Atomic Absorption Spectrometry

speciation, lead, cadmium, micro-columns preconcentration, chelating materials.



Resumen:

En el presente trabajo se describe un método de analisis que consiste en el
acople entre un sistema de preconcentracion en flujo y un Espectrémetro de Absorcion
Atémica con Atomizacién Electrotérmica. El sistema se emplea en el andlisis y
especiacion de metales toxicos (Cd y Pb) en muestras de agua de mar. Los resultados
obtenidos se analizan , enfatizando especialmente las figuras de mérito: limite de
deteccion, frecuencia de analisis, repetitividad y sensibilidad.

Se realiza ademas, una evaluacién critica de la performance del sistema de
preconcentracion (eficiencia, factor de amplificacion etc.) utilizando para la separacién
distintas resinas quelantes (Chelex-100 y 8-hidroxiquinolina inmovilizada sobre silica).
Se estudian las variables que afectan la retencion de las distintas especies de los iones
metalicos en los materiales antes mencionados y se modela el proceso de particion. Las
resinas se comparan también en funcion de su morfologia la que se determina mediante
técnicas cromatograficas de exclusion.

El sistema de preconcentracion se aplica al analisis de materiales de referencia
certificados (CASS-3) y a muestras de agua de mar patagonica (Comodoro Rivadavia).
Los resultados se comparan con las concentraciones intracelulares de metales en algas
que habitan la zona y se establece una relacion entre la bioacumulacién de los mismos y
su especiacion en el ambiente marino.

Se comparan, ademas, distintos materiales para la retencion de complejos
organicos de los metales toxicos los que se incorporan a micro-sistemas de analisis
automatico. Se realiza la valoracién de las distintas fracciones mediante extraccion

secuencial liquido-sélido de cada una de ellas.

Palabras clave: Analisis en Flujo, Horno de Grafito, Espectrometria de Absorcion

Atémica, especiacién, cadmio, plomo, preconcentracién, materiales quelantes.
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Los planetas del sistema solar comenzaron a solidificarse en las tinieblas por la
condensacion de una nebulosa fluida y uniforme. Todo estaba frio y oscuro. Mas tarde,
el sol empezo a concentrarse hasta reducirse casi a las dimensiones actuales, y en ese
esfuerzo la temperatura subié a miles de grados y empezé a emitir radiaciones en el

espacio. Italo Calvino. Las Cosmicémicas (1985)

La creacién del universo tal como lo conocemos hoy es un tema sobre el cual
siempre me gusté especular. Desde chico siempre imaginé un gran espacio donde tenues
neblinas de gas se condensaban en breves espirales. Probablemente todos estos
pensamientos oniricos fueron producidos por una sobredosis de Asimov mezclada con
varias inyecciones periddicas de Lovecraft. De vez en cuando sigo pensando en ese gran
vacio silencioso que me hacia temblar cuando era chico. Ahora ya no me da vértigo

mirar en esas profundidades sino que deseo comprenderlo.

Introduccion

Desde los comienzos de la historia, el hombre ha utilizado los elementos naturales (que
se distribuian de acuerdo a lo establecido por los ciclos geoldgicos y atmosféricos)
como materias primas para la fabricacion de distintos productos que facilitaban sus
tareas y mejoraban su calidad de vida. Como resultado de la explotacion y
procesamiento de estos elementos el hombre ha alterado las caracteristicas de su habitat.
Asi, con el transcurso del tiempo y de las diferentes civilizaciones el hombre se ha
“servido” del ambiente en el que vive y lo ha modificado, sin demasiada prevision de
las consecuencias de tal modificacion.

Durante mucho tiempo se ha asimilado el concepto de “civilizacién” al de
avance tecnolégico pero es mucho mas que eso. Civilizacion define un estado material,
intelectual y moral avanzado en el que el hombre adquiere la capacidad de resolver
problemas mediante el uso de la razén. Este uso de la razén deberia llevar al hombre a
evitar la destruccion voraz del ambiente, a cuidarlo y vivir con el en armonia.

A partir de la denominada “revolucién industrial” del siglo XVIII, el hombre
produce desarrollos tecnolégicos fundamentales: la mecanizacién de la industria y la
agricultura, la aplicacion de la fuerza motriz, el desarrollo del sistema fabril, las grandes
mejoras en los transportes y las comunicaciones, etc. A mediados del siglo pasado, en la
llamada “segunda revolucion industrial”, se suceden cambios ain més drasticos: la

sustitucion del hierro por el acero como material industrial basico, el reemplazo del



vapor por los derivados del petroleo, la elcctricidad, la invencién del motor de
combustion interna que revoluciona el transporte, etc.

Es interesante notar que muchos de estos grandes desarrollos tecnolégicos
provinieron del campo de la quimica sintética: la primer anilina, la fabricacion de
aspirina, sacarina, fenol, etc. Luego se comenzaron a fabricar productos hoy esenciales
tales como el papel a partir de pulpa de madera, los plasticos, los cauchos sintéticos y
también se mejord la refinacion de naftas. Con el inicio de la Industria Quimica a gran
escala, la consolidaciéon del sistema fabril y el crecimiento exponencial de los
transportes, se inici6 la generacion de grandes cantidades de desechos antes
desconocidos en el ambiente.

A comienzos de nuestro siglo, se evidencian los primeros aportes de la fisica a
las distintas areas del conocimiento. Se descubren los rayos X, el uranio y el radio.
Lorentz, Rutherford y Bohr crean las bases de la actual concepcién de la materia. Hahn
consigue por primera vez dividir un 4tomo de uranio bombardeandolo con neutrones. A
mediados de siglo Fermi pone en marcha el primer reactor nuclear en Chicago dando
inicio a la era atémica.

Actualmente, las centrales nucleares son sélo el agente mas visible de la
contaminacion del medio ambiente y se han convertido en blancos faciles de los grupos
ecologistas. Pero las grandes ciudades y, en mayor medida, las industrias son los
responsables de la contaminacioén del ambiente. Si bien los avances tecnoldgicos de los
ultimos dos siglos han sido enormes y no podriamos vivir sin ellos, también ha sido
enorme la ignorancia que nos ha llevado a descuidar nuestro hébitat creyéndolo
“autodepurable”.

Son varios los agentes responsables de la contaminacion de nuestros recursos.
En el caso particular de las aguas naturales, los metales resultan de extrema peligrosidad
dado que son empleados extensivamente como materias primas y generan desechos que,
dadas su dificultad de remocién y facilidad de absorcién por los organismos vivos, los
transforman en scrios “destructores” del ambiente.

Los contaminantes metélicos se agrupan bajo el nombre de “metales pesados”.
Los metales pesados son aquellos elementos de la primera serie de transicién
(incluyendo al Zn, nimeros atémicos 21 al 30), los de la segunda serie de transicién
(incluyendo al Cd, nimeros atémicos 39 al 48) y los de la tercera serie de-t.ransicién

(incluyendo al Hg, nimeros atémicos entre 72 y 80). Si bien no es correcto, la mayoria
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de las veces se incluyen el As y el Pb como metales pesados simplemente por “uso y
costumbre”.

Los compuestos que contienen metales pesados tienen la caracteristica unica de
la persistencia. Se diferencian asi de los contaminantes organicos ya que, los metales
pesados no pueden ser degradados. Ademas interactian fuertemente con los organismos
vivos resultando, en su mayoria, sumamente toxicos ain a muy bajas concentraciones.
Esta interaccién es extremadamente dependiente de la forma quimica en la que se
encuentren, lo que determina que atraviesen o no la pared celular del ser vivo.

Por lo que dijéramos mads arriba, muchos quimicos analiticos han dedicado
esfuerzos a la valoracién de metales pesados en aguas naturales y en los organismos en
contacto con ellas. Estos, son caminos ineludibles para “calificar” el grado de
contaminacion de un recurso natural y remediarlo.

El control de la concentraciéon de metales pesados en aguas naturales tiene una
importancia fundamental y, en este sentido, la mayoria de los paises cuenta con
legislacion cada vez mas estricta con respecto a la calidad de sus recursos hidricos en
funcién del uso que habra de darseles.

A comienzos de la década del 90 nuestro pais comenzé a legislar sobre el
contenido de contaminantes en aguas, suelos y aires, lo que derivé en la Ley de
Residuos Peligrosos (Ley No. 24051), actualmente en vigencia. La observacion de los
niveles maximos tolerables de cada sustancia peligrosa o toxica establecidos en la
legislacion nos obliga a desarrollar y poner en practica nuevos y mejores métodos de
analisis.

Pero, ;qué quiere decir “método mejor”?. La respuesta depende del objetivo
para el cual el método se desarrolla. Si el objetivo es la determinacion puntual de la
concentracion de un metal, los métodos son mejorados en funcion de su precisién,
exactitud y limite de deteccién. Si buscamos la evolucion espacial o temporal de la
concentracién de un elemento (generacion de perfiles de concentracion), a las
condiciones anteriores se les suma la necesidad de procesar una alta cantidad de
muestras y de poder discriminar entre distintos rangos de concentracién. Se agregan
entonces otras figuras de mérito: la frecuencia de anilisis y la sensibilidad.

En algunos casos, el andlisis ambiental, requiere determinar la cantidad

“biodisponible” de un elemento dado’, o bien su fraccién mas téxica, lo que obliga a

* Entendemos por “biodisponible” la cantidad de un metal pesado asimilable por un organismo vivo.
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agregar otro requerimiento: la identidad molecular. En este caso la figura de mérito
prioritaria es la selectividad o especificidad.

Esta evolucidn en las exigencias de calidad de los métodos de anélisis promovié
el desarrollo de nuevas técnicas instrumentales, actividad catalizada por el avance de la
microelectrénica y la informética. Para ejemplificar esta evolucién podemos recurrir a
los cambios producidos en las ultimas dos décadas en los limites de deteccién
instrumentales (LOD, “Limit of Detection”) de distintas técnicas para la valoracién de
elementos metalicos “traza” (Tabla I-1). En la Tabla se puede observar que para un
mismo elemento y una misma técnica, con el correr del tiempo, los limites de deteccién
mejoran. A modo de ejemplo, se pueden ver cambios en el LOD de un dado elemento
obtenidos merced al desarrollo instrumental en técnicas basadas en el mismo principio:
la Espectrometria de Emision Atémica (AES) evoluciona de la llama al plasma y del
transductor de fotones a corriente al detector de masas; la Espectrometria de Absorcién
Atémica (AAS) desde los nebulizadores/atomizadores continuos (altamente ineficientes
en la produccién de niebla) a los atomizadores discretos como el horno de grafito donde
toda la muestra es introducida en el atomizador. Las voltametrias muestran mejoras
importantes en el “muestreo” y “medicién” de diferencias de potencial y nanocorrientes.
Por otro lado, se introducen mejoras del tipo “quimico” consistentes en aislar el
elemento de la matriz de la muestra o concentrarlo utilizando separaciones quimicas “en

linea” (on-line) y “fuera de la linea” (off-line) tal como describiremos luego.

Dos décadas de uso y abuso de la palabra especiacion.

La caracterizacion y cuantificacién de la forma quimica de los elementos se conoce
como “especiaciéon”. La definicién popular de la palabra especiacién no proviene del
campo de la quimica sino de la biologia, que la utiliza, en general, para describir la
evolucion de las distintas especies vivientes.

En un sentido quimico, la palabra especiacién admite diversos usos que es
necesario explicitar!. Desde la década del 70 se han propuesto muchas definiciones
utilizandose los términos “especiacién” y “anélisis de especiacién” de modo indistinto.
La IUPAC define especiacién como “el proceso que produce evidencia de la forma
atémica y molecular de un analito”. Existen también otras definiciones como la de
Caroli? relacionadas con el uso ambiental del término: “[especiacion es] identificar y

cuantificar los riesgos que las distintas formas de un analito inorgdnico pueden



producir a la salud y al medio ambiente”. A lo largo de nuestro trabajo adoptaremos
definiciones mas practicas. En un sentido general, definiremos la especiacién de un
elementq quimico como la distribucién del total de dicho elemento entre las distintas
formas quimicas en las que pueda existir. Por ejemplo, la especiacién del cromo en
aguas naturales seré la manera en la que éste se distribuye entre Cr(III), Cr(VI) y los
complejos organicos e inorgénicos de ambas formas.

Desde el punto de vista de la Quimica Analitica, “especiacién” es la forma
abreviada para el “andlisis de especiacién” o sea, la identificacién y cuantificacion
individual de la concentracion de las distintas formas quimicas de un elemento en
diferentes fases; lo que traslada el problema a definir “especies”.

Las especies pueden definirse desde distintos puntos de vista: funcional, operacional, o
como compuestos quimicos especificos.

Son funcionales aquellas especies “disponibles para las plantas” o “méviles” o
“biolégicamente activas”. En la especiacion operacional, definimos fracciones de
especies y no especies individuales. Estas fracciones estan operacionalmente definidas
por el proceso de separacion, extraccion o analisis utilizado : i.e. “soluble en acido
diluido”, “intercambiable por carbonatos”, “reducible”, “oxidable”, “inerte”, etc. Para
que sea de cierta utilidad, una fraccion definida operacionalmente debe tener correlacion
con una fraccién definida funcionalmente. Como las distintas fracciones operacionales
dependen del proceso de fraccionamiento, debemos ser cuidadosos con la significacion
funcional de cada una de ellas. Las especies, entendidas como “compuestos quimicos
definidos” en distintas fases (solucién, s6lido, etc.) son las mas dificiles de analizar, ya
que se requieren instrumentos de alta selectividad y sensibilidad En su gran mayoria los
desarrollos analiticos se han basado primero en distinguir especies con distinto estado
de oxidacién (Cr(III)/Cr(VI), As(Il1)/As(V), Se(IV)/Se(VI) etc.) y mas recientemente,
especies moleculares mas complejas (complejos de coordinacién orgénicos, compuestos
organometalicos)? para todos los estados de oxidacién.

En el analisis de especiacién, las muestras mas estudiadas han sido las liquidas,
seguidas por las gaseosas y finalmente las sélidas. Esto se debe a que la mayoria de los
métodos de analisis utilizan la via himeda y, en el propio proceso de solubilizacion, las
muestras sélidas sufren transformaciones que les hacen “perder” la informacion sobre
“especies”. Mas all4 del estado de agregacion de la muestra, siempre es necesario ser
muy cuidadoso durante la toma y preservacién de la muestra para no modificar el

sistema logrando asi que la etapa de andlisis arroje resultados que representen la
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situacion original. En sistemas inestables como las cuplas redox, se pueden producir
cambios en la concentracién de las distintas especies y no es raro encontrar que distintos
tratamientos previos al andlisis produzcan distintos resultados finales en “términos” de

especies.

Los comienzos del analisis de especiacion.

En los comienzos de la década del 50, los cientificos del drea de la Geoquimica
realizaron la primera especiacién operacional en aguas distinguiendo entre los metales
solubles y los presentes en el material particulado?. Esta distincién se hizo a través de
un filtro de membrana de 0.45 micrones de tamafio de poro, lo que permiti6 la
discriminacién de los metales presentes en ambas fases. Junto a estas separaciones
fisicas, el desarrollo de la electroquimica analitica permiti6 distinguir entre los metales
libres y los complejados en solucién. Sin embargo, los limites de deteccién eran pobres
y los elementos factibles de valorar, muy pocos. Los primeros esquemas de especiacién
fueron publicados por Florence’: ¢ quien diferenciaba entre distintas fracciones de
metales utilizando cuidadosos procedimientos manuales de preconcentracion,
separacién y analisis (esencialmente voltametria y espectrometria de absorcién
atémica).

A mediados de los afios ’60, se producen nuevos avances en el andlisis de
especiacion: Kolb desarrolla el primer acoplamiento exitoso entre un cromatégrafo
gaseoso y un espectrometro de absorcién atémica con llama que utiliza en la
determinacion de tetra-alquil plomo en gasolinas{Kolb, 1966 #97y Tessier disefia una
extraccion secuencial de metales en suelos” que todavia hoy se sigue utilizando. A
diferencia de la especiacién operacional realizada por Tessier, el método de Kolb fue el
primero en valorar una especie quimica en particular. Simultineamente con estos
desarrollos experimentales, se avanza en el uso de algoritmos para el célculo de la
composicion de sistemas quimicos complejos mediante la resolucién de conjuntos de
ecuaciones que involucran a las concentraciones en el equilibrio de distintas especies!.
Los resultados obtenidos con esta metodologia son dependientes de los parametros con
los que se inicia el proceso iterativo, es decir de la forma en que se “alimenta” el
programa de calculo. En general, se requiere la concentracién total de todos los
componentes (para lo cudl hace falta un andlisis quimico previo) y un juego de

constantes de equilibrio operacionales confiable.
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Todos los esquemas mencionados mas arriba han sido mejorados con el tiempo. En el
caso particular del “analisis de especiacion” se esta trabajando con una gran variedad de

técnicas analiticas, algunas de las cudles describiremos en las secciones que siguen.

El uso de voltametrias en el anélisis de especiacion .

Los primeros avances en el campo de la especiacion provienen de la electroquimica
analitica. Estos métodos se utilizaron principalmente con el mismo objetivo que
persigue el presente trabajo y del cudl nos ocuparemos extensamente: la determinacién
del grado de complejacion de los metales traza en aguas naturales. Los metales mas
estudiados han sido Cu, Zn y Ni#!3, y en menor proporcion Fe!4 dada su concentracion
relativamente alta en las aguas naturales. Los metales mas toxicos 'como el Cd y Pb, se
han comenzado a estudiar recientemente !5 dada la dificultad que presenta trabajar en
concentraciones en el &mbito de 10’ y 10® M. Todos los trabajos de especiacién citados
utilizan como técnicas analiticas a las voltametrias de redisolucion anddicas o catédicas
las que pueden brindar informacién de distinta indole y a veces no coincidente como
veremos luego!®.

El grado de complejacion de los metales en aguas naturales viene dado por la
cantidad y tipo de los ligandos presentes. Estos ligandos son agrupados segin la
magnitud de la constante de formacion condicional de sus complejos metélicos. Se
denomina fraccién “L,” a la constituida por los complejantes organicos mas fuertes,
fraccion “L,” a aquella que contiene a los complejantes organicos mas débiles y “X” a
la fracciéon de complejantes inorganicos. Las técnicas electroanaliticas no brindan
ningtn tipo de informacién estructural sobre estos complejos pero si se pueden ofrecer
informacién sobre su estabilidad termodindmica y su labilidad cinética.

Entre las técnicas voltamétricas mas usadas se pueden nombrar:

e Equilibracién competitiva con ligandos y determinacién “por voltametria de
redisolucién catédica. (CLE-CSV, “ Competitive Ligand Exchange- Cathodic
Stripping Voltammetry”). En esta técnica la muestra es titulada con el ion metalico
en presencia de un ligando agregado externamente (catecol, dimetilglioxima u 8-
hidroxiquinolina). Este ligando se agrega para establecer un equilibrio de
competencia por el ion con los ligandos naturalmente presentes. La concentracién
del complejo formado entre el ligando agregado y el metal es medida mediante

CSV, que consiste en adsorber el complcjo en la superficie de un electrodo de gota
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colgante de mercurio, reducirlo mediante un barrido de potencial negativo y medir
la corriente de reduccion producida en la reacciéon. Mediante un tratamiento
matematico de la curva de titulacion es posible determinar la concentracién total de
ML, y en algunos casos ML, (dependiendo de cuan diferentes sean los valores de

las constantes de formaci6n condicional).

¢ Voltametria diferencial de pulso por redisolucién anédica con electrodo de gota
colgante de mercurio (DPASV-HMDE Differential Pulse Anodic Stripping
Voltammetry,-Hanging Mercury Drop Electrode). La primera etapa de la técnica
consiste en depositar los iones libres en un electrodo de mercurio por reduccién y
amalgamacion reduciéndose también, los complejos inorgénicos (MX) o aquellos
complejos organicos que se disocian significativamente en el tiempo de deposicion.
En general se reducira todo complejo que pueda difundir y disociarse en la escala de
tiempo en la que se realiza la medida, lo que para esta técnica, puede ser una
fraccién significativa del total complejado dependiendo de la labilidad del complejo.
Esto se debe a que la velocidad de rotacién del HMDE es baja (700 rpm aprox.) lo
que produce una capa de difusién nernstiana grande que aumenta el tiempo de
residencia de los complejos dentro de ella. La fraccion que se determina en estas
condiciones corresponde a la sumatoria de complejos cuyas constantes de velocidad
de disociacién son mayores que 0.1 s”. Son detectables por esta técnica los

complejos labiles y moderadamente labiles

o DPASV con electrodo rotatorio de carbono vitreo recubierto de un film de mercurio
(DPASV-TMF-RGCDE, Thin Mercury Film-Rotating Glassy Carbon Disk
Electrode). Esta técnica es similar a la anterior, pero trabaja con una capa difusiva
mas pequefla debido a la mayor velocidad de rotacién del electrodo (5000 rpm
aprox.). En este caso se detectan s6lo iones libres o complejos labiles con constantes
de disociacién mayores que 1 s”'. Al ser la técnica que trabaja en la menor escala de

tiempo, es también la que mejor separa los iones “libres” de los complejados.
El andlisis de especiacién mediante métodos voltamétricos no excluye el andlisis

espectroscopico. Por el contrario, el uso conjunto de ambas metodologias enriquece el

conocimiento sobre la especiacion de metales en aguas naturales.
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Anélisis de Especiacién por Espectrometria de Absorcion Atémica: ;Una
contradiccion?

Ya hemos dicho que el analisis de especiacion brinda informacién cuantitativa acerca de
la identidad molecular de los componentes de una muestra. Sin embargo la
espectrometria atémica impide, por definicién, obtener cualquier tipo de informacién
sobre especies. Entonces jes posible el uso de la espectrometria atdmica para el analisis
de especiacion?

El espectrometro atémico ideal seria aquél donde todos los constituyentes de la
matriz de la muestra son eliminados (o bien no perturban al analito), donde el entormo
quimico de la fuente de produccion de atomos no interfiere con el analito, y donde este
analito es atomizado o excitado con eficiencia maxima de manera de poder “observarlo”
mediante absorcidon, emisién o fluorescencia. Sin embargo, en el proceso de separar los
atomos de las moléculas a las cuales estaban unidos en la muestra original se pierde
toda la informacion concerniente a las especies.

Existen técnicas espectroscdpicas no destructivas que brindan informacion sobre
las uniones de las que participan los elementos, como ser la Espectroscopia Electronica
para el Analisis Quimico (ESCA, “Electron Spectroscopy for Chemical Analisis”), la
Espectroscopia Méssbauer, la Espectroscopia Fotoelectronica de Rayos X (XPS, “X-ray
Photoelectron Spectroscopy”) y la Espectroscopia de Resonancia de Spin Electrénico
(ESR, “Electron Spin Resonance”). Sin embargo ninguna de ellas puede trabajar en el
universo de las “micro” y “ultramicro” cantidades tal como requieren los estudios de
diagndstico ambiental.

Para que los espectrometros atomicos puedan realizar andlisis de especiacion es
claro que deben acoplarse a algiin otro sistema que produzca algin grado de separacion
de las distintas formas quimicas de un elemento. El ejemplo mas claro es el que utiliza
el acoplamiento entre un espectrometro y un cromatografo: el espectrometro detecta las
especies que el cromatégrafo separa. El uso de técnicas cromatograficas para separar
especies requiere que éstas sean estables en la escala de tiempo de la separaci6n (varios
minutos) y ademads, que no se encuentren inter-relacionadas por equilibrios rapidos. De
existir estos equilibrios, las especies se interconvertiran rapidamente y sélo sc obtendra
una serie de bandas poco resueltas. Una desventaja de las separaciones cromatograficas
es su lentitud y que requieren que el detector se encuentre encendido durante todo el
tiempo de la separacién lo que puede ser muy costoso en el caso de fuentes

espectroscopicas como el plasma de argon.

17



Otra modificacién atractiva a los espectrometros atémicos es el uso de fuentes
de produccién de atomos “moduladas”. Esla aproximacién, menos extendida que las
anteriores, emplea una fuente espectroscépica que opera en dos modos: en uno se
liberan solo atomos libres y en el otro se liberan moléculas o fragmentos moleculares.
Un ejemplo clasico es el uso de la lonizacion por Electrospray (ESI, Electrospray
Ionization) en donde, dependiendo de la potencia empleada en la fuente de ionizacién,
pueden obtenerse desde moléculas intactas hasta dtomos “desnudos™'’?. Otras fuentes
convencionales como los Plasmas Inducidos por Microondas (MIP, “Microwave
Induced Plasma™) o las descargas eléctricas (Glow Discharge) operados a distintas
potencias pueden producir alternativamente iones o moléculas, lo que hace que,
acoplados por ejemplo a detectores de masa sean aptos para el anélisis de especiacion.

Otro posible enfoque en el analisis de especiacién que posee algunos puntos en
comin con la separaciéon cromatografica, es el de realizar un tratamiento quimico o
fisico previo al analisis. Las especies pueden “aislarse” utilizando técnicas separativas
como la volatilizacion, la precipitacion, la extraccion, etc. Existe la ventaja de que estos
tratamientos pueden ser automatizados mediante el uso de técnicas de analisis por
inyeccion en flujo (FIA, “Flow Injection Analysis”), lo que los hace limpios, selectivos
y economicos. Este enfoque ha dado origen a innumerables trabajos cientificos y ha
aumentado significativamente las posibilidades de las espectrometrias atémicas en el

analisis de especiacion!s.

Cromatografias acopladas a Espectrometrias Atomicas.

Este acoplamiento ha sido utilizado principalmente para el andlisis de metaloides (As,
Se etc.) y compuestos organometalicos'® y ha dado nacimiento a las “técnicas en
tandem”, también llamadas “técnicas hifenadas”'.

En los esquemas mds comunes, la discriminacién entre especies se consigue
utilizando una técnica separativa que se escoge en funcién de las caracteristicas de
volatilidad del analito, mientras que la segunda etapa (deteccién espectroscopica) se
elige segln la clase de analito y su nivel de concentracién en la muestra. Si la técnica

separativa es la cromatografia gaseosa, en general se utiliza espectrometria de emision

! El nombre de técnicas hifenadas proviene del inglés “hyphenated techniques”. En inglés hyphen
significa guidn. Las técnicas hifenadas identifican el acople entre instrumentos mediante guiones (GC-MS
por ejemplo).
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atdmica acoplada a un detector de plasma de microondas (MIP-AED, “Microwave
Induced Plasma-Atomic Emmision Detector”)2. Si bien el MIP posee alta temperatura
para la ex.citacic’m de 4tomos, el uso de muestras liquidas puede apagar el plasma. El uso
del cromatégrafo de gases deja al analito en estado gaseoso, la forma ideal para su
introduccién en el plasma de microondas. Los analitos no volatiles pueden ser separados
por Cromatografia Liquida de Alta Performance (HPLC, “High Performance Liquid
Chromatography”) o Electroforesis Capilar (CZE, “Capillary Zone Electrophoresis”).
En estos casos se necesita un analizador espectroscopico que permita producir atomos a
partir de una fase mévil liquida. La opcién mas moderna es la Espectrometria de Plasma
Acoplado Inductivamente con deteccion por Espectrometria de Masas (1CP-MS)2!. 22,
Este analizador posee la ventaja de trabajar de manera continua, lo que lo hace ideal
para acoplarlo a un sistema de separacion que lo “alimente” de la misma manera. Este
tipo de analizador aventaja a los atomizadores electrotérmicos, los que al operar de
manera “discreta” requieren una interfaz separador-analizador para realizar la medida.

La existencia de detectores selectivos para ciertos elementos (halogenados,
azufre, fosforo, nitrogeno) histéricamente ha favorecido el uso de GC respecto de
HPLC, a pesar de que la primera requiere transformar (derivatizar) los analitos no
volatiles en volatiles antes de inyectarlos. Sin embargo, dado que muchos compuestos
organometalicos no son volatiles, la cromatografia liquida ha ganado espacio debido a
que la primera reduce notoriamente el manipuleo provocado por la derivatizacién.
Ademés, la importancia que ha tomado el estudio de biomoléculas complejas que
conticnen metales de transicién ha estimulado y difundido el uso de las cromatografias
liquidas y de la electroforésis capilar?3.

Repasemos brevemente algunos de los acoplamientos mas exitosos entre
técnicas separativas y técnicas espectroscopicas:

En lo que respecta a las cromatografias gaseosas, aquellas que utilizan columnas
capilares (CGC, Capillary Gas Chromatography) se han convertido en las mas
populares. Las antiguas columnas empacadas han sido reemplazadas por columnas
abiertas del tipo “megabore” (0.54 mm i.d.) y, posteriormentc, éapilarcs propiamente
dichas (0.22 mm i.d.). Las dimensiones de las columnas capilares (largas y estrechas) a
lo que se suma el recubrimiento con polimetoxisilanos les permite obtener una gran
cantidad de platos teéricos produciéndose bandas muy angostas y resueltas?®. En la
actualidad los clasicos detectores cromatograficos estan siendo dezplazados por otros

mas modernos, de los cuales el detector de masa es el mas sofisticado.
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Los sistemas CGC pueden acoplarse a su vez a sistemas de evaporacion de
especies volatiles (sistema de “purga y trampa”). Tradicionalmente este ha sido uno de
los métodos mas populares de analisis de sustancias volatiles. El sistema se basa en la
purga de los compuestos de la solucién con un gas inerte y su posterior coleccién en una
trampa fria, desde donde los compuestos son inyectados al sistema GC y posteriormente
detectados?s. Esta técnica esta limitada a sustancias volatiles o que formen hidruros o
etiluros, tales como compuestos organo-merciricos26, organo-arsenicales, alquil-plomo,
butil-estaiio, étc.

Las moléculas no voldtiles o derivatizables (muchas de ellas de interés
bioquimico) son analizadas utilizando técnicas de cromatografia liquida. Las técnicas de
HPLC modemas son muy versatiles, principalmente debido a la posibilidad de
seleccionar diversos soportes sobre los cuales hacer la separacién (particion en fase
reversa, intercambio i6nico, permeacion de geles) a lo que se suma la posibilidad de
cambiar y mezclar en diferentes proporciones los solventes que se usan como fase
movil.

El uso de una fase mévil liquida trae aparejados inconvenientes, ain para los
detectores de absorcion atémica continuos convencionales como los de llama (FAAS,
“Flame Atomic Absorption Spectrometry”).Las soluciones ricas en sales que salen del
cromatdgrafo liquido o los solventes organicos producen interferencias de diversa
indole que modifican la seflal. Los detectores de llama, ademds, poseen baja
sensibilidad, lo que puede remediarse usando ICP-OES o ICP-MS, ambos del tipo
continuo. Sin embargo, estos ultimos también poseen desventajas entre las que podemos
mencionar: costo muy elevado del ICP-MS, interferencias presentes en la fase mévil
que modifican la sefial y baja eficiencia en la produccién de niebla como en el caso de
la llama donde se pierde hasta un 98% de la muestra. Es mads, los ultimos estudios
relacionados con espectrometrias de plasma tienen una fuerte orientacién hacia el
desarrollo de nuevos nebulizadores como el Nebulizador de Inyeccién Directa (DIN,
“Direct Injection Nebulizer” o el Nebulizador Hidraulico de Alta Presion (HHPN,
“Hydraulic High Pressure Nebulizer™).

Existen técnicas complementarias a la cromatografia liquida como ser la
Electroforesis Capilar de Zona (CZE). Esta es una técnica muy atractiva para separar
biomoléculas pesadas que posean estructuras similares entre si. Se han utilizado
principalmente para la separacion de especies de Se y As y en especial para

metalotioneinas. Un problema grave es la deteccién, que en general se realiza por
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espectrofotometria ultravioleta visible (UV-Vis). Lsta forma de deteccién no es la
adecuada para niveles bajos de metales, lo que obliga a preconcentrar y derivatizar. En
la actualidad se esté intentando utilizar como detectores espectrémetros de masa o ICP-
MS. Sin embargo, el volumen eluido en una electroforesis capilar (del orden de los

nanolitros) no satisface la demanda de muestra de estos analizadores.

Andlisis por Inyeccion en Flujo acoplado a Espectrometria de Absorcién
Atomica (FI-AAS):¢ Un buen matrimonio para el analisis de especiacién?
La determinacién de especies mediante cromatografias acopladas a distintos
espectrometros atomicos todavia no se ha convertido en una técnica de rutina. La
separacion y preconcentracion de especies mediante técnicas en flujo aparece como una
opcion interesante frente a las separaciones cromatograficas. En cl FIA, la extraccién
selectiva de la especie de interés se logra con excelentes condicioncs de contorno tales
como: bajo consumo de reactivos y muestra, simplicidad instrumental, alta frecuencia
de andlisis, minimizacién del error de operacién y de la contaminacion eventual.

El término Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA, “Flow Injection Analysis”) fue
utilizado por primera vez por J. Riizicka y su equipo?’, si bien existen controversias
sobre los origenes del FIA que algunos autores2® remontan a épocas anteriores al primer
trabajo de Rizicka. Originalmente, FIA se definié como: “Un método basado en la
inyeccion de una muestra liquida en una corriente mévil y continua de un liquido
portador.” 29. Esta definiciéon fue modernizada posteriormente, para incluir los avances
en técnicas de gradiente3? y F1A se redefinié como: “...1a obtencion de informacion de
un gradiente de concentracién formado por una zona bien definida de un fluido que es
dispersado en la corriente continua de una solucién transportadora no segmentada.”
Ambas definiciones determinaron las “tres condiciones” ineludibles del FIA:

e La inyeccion de la muestra se produce en una zona definida de volumen constante
en una solucion transportadora continua.

e La dispersion de la zona de solucién que contiene al analito es controlada por las
variables de flujo del sistema (dispersion controlada).

e Los tiempos de circulacion de los fluidos son reproducibles.

El analisis por inyeccion en flujo y su aptitud para manejar soluciones han

rejuvenecido a técnicas como la Espectrometria de Absorcion Atdémica por Llama
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(FAAS). El primer trabajo referido a FI-FAAS fue publicado en 19723!, aunque ain no
sc utilizaba este acrénimo. Los primeros trabajos en FI-FAAS aparecidos
posteriormente estaban orientados a la reduccion del volumen de muestra inyectado en
la llama, con el correspondienic aumento de la frecuencig de analisis. Los
espectrometros de llama trabajan con frecuencias analiticas suficientemente altas y sélo
en muy pocos casos es importante reducir el volumen de muestra consumido, por lo que
no parecia existir una ventaja real en el acople FI-FAAS. Sin embargo se observ6 que
acoplados a un FIA, los espectrémetros de FAAS podian producir sefiales de absorcion
menos interferidas. Afios mas tarde, otras técnicas de produccion de vapor atémico,
como la generacién de hidruros (HG-AAS) y la de vapor frio de mercurio (CV-AAS)
fueron acopladas a sistemas en flujo los que demostraron ser mas tolerantes a
interferencias quimicas que los sistemas en “batch” (en general el tiempo de medicién
en FIA hace que las interferencias producidas por reacciones secundarias lentas sean de
menor importancia).

Otro “hito” en el desarrollo de técnicas acopladas a FI fue la capacidad de
automatizar procedimientos que hasta el momento se realizaban manualmente como la
adicién de reactivos, la dilucién de muestras, la preconcentracién, la extraccién con
solventes, la precipitacién e incluso la mineralizaci6n en linea.

Probablemente, el desarrollo mas importante de los ltimos afios en espectrometrias
atomicas acopladas a FI ha sido el uso de detectores de atomizacién electrotérmica (“FI-
ETA-AAS”, Flow Injection-Electrothermal  Atomization-Atomic  Absorption
Spectrometry). Los sistemas FI-ETA-AAS han mostrado gran versatilidad para separar
y preconcentrar en linea diferentes especies metalicas, antes de alcanzar el detector.

Se resumen, por orden de aparicién, los principales trabajos relacionados con el
acoplamiento FI-AAS como una nueva técnica analitica32:

1972: primera publicacién del grupo de Winefordner3!.

1979: primeros trabajos en FI-FAAS33-35

1981: Uso de FI-FAAS para anélisis de muestras con un alto contenido de sélidos
disueltos36. Automatizacién de un sistema de extraccién de metales usando FI-FAAS37.
1982: Primer uso de un sistema FI para HG-A AS38 (determinacién de bismuto).
1983-1984: Primeros sistemas de preconcentracién en microcolumnas usando r'esinas de
intercambio i6nico?942. Métodos de calibrado para FI-FAAS4345, Primeras aplicaciones
de F1 a ETA-AAS%

1985: Determinaciones indirectas mediante FI-FAAS4749,
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1986: Digestion de muestras en linea’0, Precipitacion con filtracién en linea’!.
Precipitacién en linea32.

l988-l98?: Preconcentracién en linea para la determinacion de mercurio por vapor
frio®3. Preconcentracion mediante extraccién y sorcién en linea®. Publicaciéon del
primer libro sobre FI-AASSS.

1990: Nebulizacién de suspensiones barrosas (“slurries™) en FI-FAAS6

1991: Preconcentracion por coprecipitacion en linea en FI-FAASS?. Se comercializa el
primer equipo dedicado a FI-AAS (modelo FIAS-200 de Perkin-Elmer).
1992:Preconcentracion in situ de arsénico en un horno de grafitoss.

1993: Segmentacion con aire en sistemas FI-ETA-AAS.

El Andlisis por Inyeccion en Flujo ha traido nuevos aires a las técnicas
espectrométricas confiriéndoles caracteristicas propias, tal como detallaremos en este
trabajo.

Diversas monografias y libros han recopilado y analizado el “estado del arte” en
este tema y el lector es invitado a revisarlas para un panorama mas completo’3. 60-63, E|
analisis histérico muestra que hasta el afio 1994 ya habian sido publicados mas de 500
trabajos en FI-AAS y la tendencia seguia en aumento32. Estas publicaciones se han
orientado, en su mayoria, a técnicas de absorcion atémica como FAAS y HG/CV-AAS,
con énfasis en las operaciones de separacion y preconcentracion del analito previas a la

llegada al detector.

Separacion y preconcentracién en FI-AAS.
Las operaciones de separacion y pre-concentracion de diversos analitos para su

posterior analisis realizadas conforme la quimica analitica clasica, son extremadamente
tediosas, consumidoras de tiempo y proclives a contaminacion. Benoit et al.% han hecho
un anélisis exhaustivo de las fuentes potenciales de contaminacion que existen en el
andlisis instrumental clasico.

Las separaciones que utilizan procedimientos FI han atraido la atencién ya que
agilizan el analisis quimico y reducen drasticamente el tiempo invertido en realizarlo.
Aislar el analito de la matriz (separar) y concentrarlo son tareas intimamente

relacionadas de modo que, es posible separar y, simultdneamente preconcentrar si el
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volumen de muestra de la cual se separa el analito es mayor que el volumen de la
solucion en la cuadl se lo recibe.

Los sistemas FI-AAS para separacién y preconcentracién aparecieron casi
explosivamente en la escena del anélisis quimico lo que se evidencia por los numerosos
“reviews”65-67¢ inclusive libros publicados sobre el tema®8.

El uso de FIA para separacién y preconcentracion obliga a redefinir el andlisis
por inyeccién en flujo. Si bien muchos trabajos (incluido éste) aducen que sus sistemas
de preconcentracion “en linea” son FIA, aparecen claras violaciones a la definicién de
Riizicka. En general se acepta que un sistema FIA debe utilizar una solucién
transportadora (“carrier”) no segmentada, pero por ejemplo, en los sistemas
denominados “FI-HG-AAS” la corriente transportadora es segmentada por burbujas de
aire. Cuando los sistemas de preconcentracién se acoplan a homo de grafito, la
operacién es discontinua (FI-ETA-AAS) y el uso de un “carrier” continuo parece una
contradiccién. Al eluir una microcolumna de intercambio iénico,:el analito forma un
perfil de elucién con el tiempo que hace incorrecto decir que el analito esta contenido en
una zona “bien definida” en el momento de la inyeccién.

Una definicion mas amplia que la de Riizcika y que permite incluir como
sistemas FIA a los ejemplos anteriores es la enunciada por Fang: “[El Andlisis por
Inyeccion en Flujo es] una técnica de anélisis que permite manipular en forma
reproducible, zonas de muestra y reactivos, en una corriente de flujo bajo condiciones
de no-equilibrio termodinamico” 68. Esta definiciébn mas amplia lleva a precisar dos
principios operativos bdsicos del FIA:

e Lamuestra y los reactivos se manipulan mediante un control preciso del tiempo.
e La concentracién del/los analitos se evalian cuantitativamente bajo condiciones de

no-equilibrio termodinamico.

Eliminamos asi la necesidad de hablar de soluciones transportadoras continuas y de

inyeccién de la muestra en una zona perfectamente definida.

Los sistemas FIA de preconcentracién poseen caracteristicas muy atractivas que los
han hecho populares:
e Altas frecuencias de analisis (muestras por hora), entre uno y dos 6rdenes mayores
que las mismas técnicas realizadas en “batch”, con tiempos de andlisis tipicos que

varian entre 10 y 200 s.
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e Altos factores de preconcentracion (entre 5 y 50 veces mayores que los
procedimientos en “batch”).

. Baj_o consumo de muestra. Esto es muy importante en muestras escasas (sangre) o
en muestras colectadas en lugares diﬁcilcs de acceder (pensemos en agua de mar de
la Antértida por ejemplo!).

¢ Bajo consumo de reactivos, como minimo uno o dos érdenes menor que en batch.

e Alta precisién (entre 1 y 5 %), derivada de la repetitividad de las medidas en
términos de volimenes de inyeccion y flujos de reactivos y del aumento en el
numero de medidas (lo que esta relacionado con la alta frecuencia de analisis).

o Facilidad de automatizacion, lo que hace que puedan ser aplicables a sistemas de
control de procesos industriales.

¢ Bajos riesgos de contaminacion debido a que se opera en tuberias cerradas e inertes.

e Aumento de la selectividad ante especies mediante discriminacion cinética debida a
las condiciones dinamicas de reaccién. (Como veremos en capitulos posteriores).

¢ Disminucion del volumen de desperdicio, que proviene de una drastica reduccion en

la escala de trabajo.

Los sistemas de preconcentracion FIA pueden clasificarse segun el tipo de fases
entre las cuales ocurre la transferencia de masa: separacion liquido—liquido (extraccion
con solventes, dialisis), separacion liquido—gas (difusién, generacion de hidruros,
generacion de vapor frio) o separacion liquido—sélido (intercambio iénico, adsorcion,
extraccion por sorcién, precipitacion y disolucion, coprecipitacion y disolucién,
electrodeposicion y redisolucion), etc.

Independientemente de las fases involucradas, todos estos sistemas se comparan
entre si sobre la base de figuras de mérito que muestran el grado, velocidad y

completitud de la separacién, como veremos en los proximos capitulos.

Anaélisis de especiacion mediante FI-AAS.

Hemos visto que las separaciones no cromatograficas usando F1A son una aproximacion
atil al analisis de especiacion, sin embargo, de unas 5000 publicaciones existentes en
FIA, s6lo unas 50 sc refieren al tema especiacion{Campanclla, 1996 #163
probablemente debido a la cantidad de variables que es necesario manejar para lograr

resultados exitosos.
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La extraccion selectiva de especies es una de las herramientas que hace posible
la especiacién a través de FIA.. Esta extraccién es posible si se encuentran fases
adecuadas para las distintas especies o si se buscan condiciones de flujo que habiliten la
“discriminacion cinética” entre las mismas. Probablemente, el area donde el andlisis de
especiacion en FIA ha sido més exitoso y explotado, es la de la determinacién de los
elementos en sus diferentes estados de oxidacién. Esto puede realizarse mediante el uso
de reactivos especificos, la extraccién selectiva (aniones/cationes) o la deteccién
especifica de distintas especies redox. Otro enfoque, es el uso de detectores en serie: por
ejemplo espectrometria molecular y atémica para la determinacién secuencial de Cr(III)
y Cr(VI).

La especiacién de metales en equilibrio con sus complejos es, en cambio, un
campo menos explorado. Esta determinacion es de gran relevancia en sistemas acuosos,
donde los iones metélicos no sélo se encuentran “desnudos”, sino también asociados a
aniones inorganicos, acidos débiles sintéticos o moléculas provenientes de procesos
biolégicos de catabolismo. La bibliografia nos muestra que, con el propésito de especiar
metales mediante sistemas FIA se han utilizado detectores de flujo como espectrometros
de absorcién atémica de llama 6% 70, fluorémetros?! o absorciémetros UV-Vis’2, pero
nunca detectores espectrométricos de operacidn discreta, como los ETA-AAS.

La caracteristica fundamental del anlisis de especiacién es que el método
escogido no perturbe el equilibrio entre las especies y evite su interconversién. Si los
equilibrios no son muy rapidos, es posible que los tiempos manejados en FIA sean lo
suficientes breves como para evitar la interconversién de especies, lo que no ocurre en
las técnicas cromatograficas donde puede existir una redistribucion de especies en el
propio proceso separativo.

Al lector no precavido, podria parecerle que las separaciones liquido-sélido en
FIA son una “versién miniaturizada” de las separaciones cromatograficas pero existen
grandes diferencias. La diferencia fundamental es conceptual: en cromatografia se busca
la separacion de fodos los componentes individuales que posee la muestra, mientras que
en las separaciones FIA se busca la separacién de un componente del resto de la
muestra. Por otra parte los requisitos para los equipos cromatogréficos son distintos a
los FIA en los rangos de presién tolerados y en los flujos volumétricos (presipnes mas
bajas y un mayor ambito de flujos de trabajo para los FIA). En lo que respecta al
eluyente, el utilizado en FI-AAS es distinto de las fases méviles usadas en las

separaciones cromatograficas. Este eluyente debe permitir que el analito sea
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“expulsado” de la columna durante la etapa de elucién utilizando el minimo volumen,
sin dar lugar a la produccién de efectos cromatograficos. Las cromatografias buscan un

efecto opuesto: los analitos a separar y nunca deben eluir con el frente del solvente.

Analisis por inyeccién en flujo acoplado a detectores de operacién
discreta: FI-ETA-AAS. ;Qué aportan en el anélisis de especiacion?

Uno de los avances mas importantes de los ultimos afios en sistemas FI acoplados a
espectrometrias atdmicas ha sido el empleo de atomizadores discretos como los
atomizadores electrotérmicos (ETA) dando lugar a la técnica en tindem conocida como
FI-ETA-AAS. Las fuentes de produccion de atomos como los atomizadores
electrotérmicos tienen una sensibilidad muy superior a la de llama e incluso a técnicas
de emision como espectrometria de plasma con deteccion oOptica. Sin embargo, las
interferencias de matriz pueden ser severas dependiendo de las caracteristicas de la
muestra. El acoplamiento entre un sistema FIA que permita “aislar” al analito con
simplicidad y “en-linea” y los espectrometros de ETA-AAS produce una técnica en la
que se suman la excelente sensibilidad del productor de dtomos y la ausencia de
interferencias. Esta alta performance hace que los sistemas FI-ETA-AAS sean
competitivos con respecto a otros como el ICP-MS de costo mucho mas elevado 73.

En el siguiente capitulo mostraremos un sistema FI-ETA-AAS disefiado durante
el desarrollo del trabajo de tesis en el que la extraccién (aislacion y concentracion) de
los metales se realiza sobre resinas quelantes seleccionadas de acuerdo a su aptitud para
realizar el secuestro eficiente de los analitos en estudio. Se empleara este sistema para la
determinacion de metales toxicos a nivel de ultratrazas en muestras que no resisten el
analisis directo por ETA-AAS. El criterio de seleccidn de soportes quelantes se discutira
en capitulos posteriores en los que sc analizara ademés, la posibilidad de especiacién de

metales en muestras de aguas naturales.
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CAPITULO 1







The next time you're planning a trip to the backcountry, your enthusiasm sparked by
some glossy coffee-table book picturing snowcapped peaks under perfect blue skies, you
would do well to keep in mind whence that glorious snowpack came. It is the nature of
mounltains to wring from the winds what moisture they happen to be carrying. This you
already know, of course, if not from high school science classes, then from sodden
vacations in the Adirondacks and the North Cascades. But optimism is dangerously
immune to simple facts and the hard lessons of experience. It can be difficult to admit
that spending time in the unspoiled wilds, more ofien than not, means doing time within
the walls of a dank nylon cell, tentbound.
“On Being Tentbound”, Eiger Dreams, Jon Krakauer (1990).

En mas de una ocasion, durante la escritura de esta tesis, tuve ganas de estar en la

montaila, sin embargo, pensamientos como éste me hicieron recapacitar.

1 Capitulo 1: Disefio de un sistema FI-ETA-AAS para la
preconcentracion de Cd y Pb a niveles de ultratrazas.
Analisis de agua de mar.

1.1 Introduccion

La tolerancia para la concentracion de contaminantes en los recursos hidricos se ha
hecho cada vez menor. En la ultima década la determinacion de niveles extremadamente
bajos (ng 16 inferiores) de metales pesados en agua de mar ha recibido una atencion
especial en la evaluacién del impacto temprano de la actividad humana en el ambiente
marino. Las muestras de agua de mar son un desafio analitico importante para el analisis
de vestigios inorganicos puesto que en ellas coexisten bajisimas concentraciones de
metales pesados con una matriz altamente salina.

Clasicamente, el analisis de metales pesados en agua de mar se realiza con
técnicas instrumentales como Activacion Neutronica (NAA, “Neutron Activation
Analysis™), Dilucién Isotopica-Espectrometria de Masa (ID-MS, “Isotope Dilution
Mass Spectrometry”), Voltametria de Pulso de Redisoluciéon Anédica (DPASV,
“Differential Pulse Anodic Stripping Voltammetry”), y Espectrometria de Absorcion
Atémical® (AAS, “Atomic Absorption Spectrometry”) o Emision Atémica (AES,
“Atomic Emission Spectrometry”); siendo las tres ultimas las mas ampliamente
utilizadas. Sin embargo algunas de estas técnicas instrumentales requieren un paso
previo de preconcentracién y/o separacién analito/matriz para mejorar los limites de

deteccion o eliminar las interferencias debidas a concomitantes. Esto produce baja
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reproducibilidad en el andlisis y contaminacién externa debido a la gran manipulacién
que sufre la muestra.

Como consecuencia de los bajisimos niveles de concentracion de los metales
pesados en agua de mar, el método de atomizacién preferido en AAS es la atomizacién
electrotérmica por horno de grafito (GF-ETA-AAS). Se han hecho diversos intentos
para analizar agua de mar mediante ETA-AAS sin realizar ningin tratamiento de la
muestra!®-112 dado que el anlisis directo evita el alto blanco asociado con la mayoria
de los pretratamientos convencionales y minimiza el manipuleo. Sin embargo, la alta
salinidad de la muestra (3 % aprox.) y el extremadamente bajo contenido de metales
(ppb-ppt) hacen practicamente imposible el analisis directo. En ETA-AAS el proceso de
volatilizacién de las sales de la matriz produce pérdidas del analito por expulsion
mecanica o co-volatilizacién en la etapa de calcinacién y, una altisima absorcién de
fondo durante el proceso de atomizacion. Aun con el uso de correctores secuenciales de
alta velocidad, la sefial de fondo no puede ser sustraida de modo de obtener resultados
repetitivos de la sefial atémica. En el caso particular de Cd y Pb (cuyos haluros son
altamente volatiles) la co-volatilizacién simultdnea de componentes de la matriz y del
analito en la etapa de calcinacion lleva a la obtencién de resultados pobres!!2-114,

Una opcion para retener los analitos volatiles es la adicién de “modificadores de
matriz”!!3-117, La modificaciéon de matriz (o modificaciéon quimica !!8) es una préctica
comun en el analisis mediante ETA-AAS!19. 120, Estos modificadores pueden asimilarse
al concepto de “buffers” espectroscopicos: “sustancias quimicas agregadas a las
muestras y a los patrones de calibrado para reducir o eliminar interferencias™!2!. Uno de
los principales objetivos al utilizar modificadores de matriz es el de estabilizar
térmicamente al analito, es decir, disminuir su presién de vapor. De esa manera, durante
la etapa de calcinacién se puede eliminar la matriz sin volatilizacion del analito.

Esta metodologia ha sido ampliamente estudiada y aplicada y la bibliografia es
muy abundante!22. Sin embargo, el uso de modificadores de matriz puede producir una
sefial de fondo importante, lo que obliga a establecer una situacién de compromiso entre
esta sefial y el aumento de sensibilidad. Ademas, el modificador de matriz puede
contribuir significativamente al blanco de reactivos. Si la concentracion de sales es muy
alta, como en el caso del agua de mar, la adicién de un modificador de matriz no es
suficiente. Aunque los modificadores de matriz mejoran la performance del analisis de
metales pesados en agua de mar mediante ETA-AAS, las figuras de mérito obtenidas no

mejoran lo suficiente como para realizar estudios de contaminacién temprana en agua
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marina, en particular, los limites de deteccion obtenidos son tres o cuatro 6rdenes
mayores que aquellos en los que el elemento de interés es sometido a algin tipo de
separacié_n y preconcentracion.

Para preconcentrar los analitos y aislarlos de la matriz se han utilizado distintas
técnicas extractivas. Clasicamente, éstas técnicas operan de manera discreta (en

“batch”). En el caso particular del agua de mar podemos citar como ejemplo:

o Retencién en resinas quelantes conteniendo grupos iminodiacetato!23. 124

ditiocarbamato!25, y 8-hidroxiquinolina!2é. 127, (extraccion liquido—sélido)

a Complejacion con pirrolidin-ditiocarbamato de amonio (APDC) seguido de

extraccion con metil-isobutil cetona (MIBK)!24. 128-130_ (extraccion liquido-liquido).
a Coprecipitacion con hidréxidos inorganicos!3!.

o Precipitacién reductival!32. 133,

Entre estos métodos, la extraccion liquido—sélido es considerada una de las
técnicas mas confiables debido a su sencillez de operacion 134, Por otro lado, es una de
las técnicas mas facilmente automatizables en sistemas en flujo, y por este motivo, la
hemos seleccionado.

Ya hemos visto en el capitulo anterior la importancia que tuvieron y tienen las
técnicas FIA en la manipulacion de muestras para espectrometria atdmica lo que es
extrapolable a las técnicas de preconcentracion y separacion 95. En particular, la
absorcion atémica con llama (FAAS) ha sido muy estudiada dado que FIA trabaja con
corrientes continuas de fluidos y la llama es una celda de flujo “per se”!35-137. Las
técnicas separativas en FIA acopladas a FAAS (FI-FAAS) son itiles para el anilisis de
los microcomponentes metalicos del agua de mar que se encuentran cn rangos de
concentracién cercanos a 10”7 M. Sin embargo, la sensibilidad de estas técnicas no es
suficiente para cuantificar metales en niveles de concentracion aun menores (ultra-
microcomponentes), principalmente debido a la ineficiencia de la ctapa de produccion
de niebla, previa a la introduccién de muestra en la llama.

Cuando se requiere producir vapor atdmico de manera mds eficiente se utilizan

fuentes como los atomizadores electrotérmicos, de los cudles el mas utilizado es el
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horno de grafito. La absorcién atdmica con horno de grafito sigue siendo el método
instrumental con mejores limites de deteccién a un costo razonable para la mayoria de
los metales. Los hornos de grafito pertenecen al grupo de los atomizadores “discretos”
por lo que los sistemas de preconcentracion en linea (“on-line”) deben contemplar la
conexion entre un sistema de introduccién de muestra continuo y un analizador discreto.
Para conectar un sistema FIA con un horno de grafito, primero es necesario disefiar y
construir una interfaz eficiente entre el sistema FIA y el espectrémetro. Las dificultades
inherentes a la construccién de la interfaz han hecho que sélo en los tltimos cinco afios
los sistemas FI-ETA-AAS hayan alcanzado el grado de madurez necesario como para
ser utilizados ampliamente. Han encontrado principalmente, una gran aplicacién en el
andlisis de agua de mar ya que, adecuadamente disefiados, pueden preconcentrar al
analito que se encuentra en bajisimas concentraciones, y al mismo tiempo “aislarlo” de

la matriz!38-140,

Desde el primer trabajo aparecido en 1984!4! se han publicado distintos sistemas
de preconcentracion en linea para ETA-AAS, adaptando muchos de los pretratamientos
en “batch” utilizados habitualmente para agua de mar. Los métodos de extraccién que se
han empleado con sistemas FI-ETA-AAS son: la extraccion liquido-liquido, el secuestro
“in-situ” de hidruros, la coprecipitacion y la extraccion liquido-sélido. Describiremos en

detalle cada una de estas aplicaciones®8;

e Extraccién liquido-liquido: los métodos de preconcentracion en batch de metales
en agua de mar mas populares han sido siempre los de extraccién liquido-liquido (i.e.,
APDC-MIBK). Estos sistemas se han trasladado a FIA, pero con escaso éxito. Esto se
debe a que es necesario manejar solventes orgénicos dentro del sistema de flujo lo que
dafia irreversiblemente las tuberias con el transcurso del tiempo, aunque estén
construidas con materiales inertes.

Los sistemas FIA de extraccion liquido-liquido se basan en la mezcla de la
muestra y el extractante a través de una confluencia. El extracto obtenido es retenido en
un separador adecuado, donde se acumula hasta la etapa de andlisis. Los primeros
sistemas de extraccion liquido-liquido trabajaban “off-line”!4!. 142 utilizando una
extraccion en Freon 113 de los complejos metal-APDC que luego eran retro-extraidos a
la fase acuosa. Se utilizaban dos separadores de fases: primero un separador de

membrana y luego un segundo separador gravitacional. Posteriormente, el mismo grupo
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de Backstrdm acopl6 “en linea” el sistema de extraccion liquido-liquido, mediante una
modificacion realizada al primer sistema descripto. Este nuevo sistema requeria sélo un
separador gravitacional 143, 144,

En afios posteriores, el trabajo se orientd a optimizar el “talén de Aquiles” de
estos sistemas: el separador de fases. Lin et al.'45 describieron un sistema de flujo
acoplado directamente al ETA-AAS que utilizaba un separador gravitacional donde se
colectaba la fase orgénica (MIBK) en la que se extrafan los complejos metal-APDC.
Luego de la preconcentracion, este separador era evacuado mediante una bomba
peristéltica que inyectaba el concentrado dentro del horno de grafito. Los separadores de
fases mas recientes han sido descriptos por Tao!46. Esta nueva generaciéon de
separadores es mucho més robusta y requiere menos destreza para su operacion.
Teniendo en cuenta la enorme cantidad de sistemas de extraccion liquido-liquido que se
han descripto en la quimica analitica clasica en “batch” es esperable que se produzcan
nuevos desarrollos en este campo para lograr una extendida operacién “en linea”.

Un sistema de extraccion liquido-liquido muy interesante descripto
recientemente '47 no utiliza separadores de fases y se basa en las diferencias con las que
se mueven las fases orgénica y acuosa dentro de un sistema de Analisis por Inyeccion

Secuencial (SIA, “Secuential Injection Analisis™).

e Preconcentracion in-situ por secucstro de hidruros: Otra técnica de
preconcentraciéon muy difundida es la retencion de hidruros “in situ”. Este método
consiste en la generacién de hidruros de aquellos elementos aptos como para formarlos
(i.e. As, Se, Ge, Sb, etc.) en un sistema FI. Estos hidruros volatiles son “secuestrados”
dentro de un horno de grafito recubierto de Pd o Pd/Ir el que es calentado a unos 350°C.
La retenci6n dentro del horno de los hidruros volatiles se logra introduciendo la salida
del sistema FI en el agujero de inyecciéon. Dado que existen numerosos sistemas
comerciales para la generacion de hidruros en linea, el acople no lleva mucho tiempo y
durante un mismo aiio (1992) se informaron varios sistemas en la bibliografia con una

performance similar a los FI-HG-AAS38. 148-151,

e Preconcentracién por coprecipitacién en linea: los sistemas de coprecipitacion en
linea se basan en el “arrastre” del analito por un precipitado que se genera dentro de la
tuberia del sistema FIA. Este precipitado es “centrifugado” en linea mediante un reactor

anudado (KR, “knotted reactor”) y colectado durante un tiempo definido de manera que
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una cantidad fija del analito coprecipite junto a él. Posteriormente el precipitado se
redisuelve en un pequefio volumen de un solvente organico (60 pl aprox.) y es
inyectado dentro del horno.

Estos sistemas son de una gran aplicacion en el andlisis de trazas de metales en
muestras en las cuales coexisten otros metales interferentes en concentraciones mucho
mayores a la del analito. La seleccién adecuada del reactivo coprecipitante hace posible
el “arrastre” selectivo del metal. Algunos coprecipitantes usados han sido: Fe(Il)-
HMDC (hexametilenditiocarbamato)!s2, Fe(II)-ditizona!s3 y Fe(II)-APDC!54.

e Extraccién liquido-sélido utilizando microcolumnas: En lo referente a la
preconcentracién mediante microcolumnas insertas en un sistema FI-ETA-AAS, se han
descripto dos esquemas bésicos. El primero utiliza la formacién de complejos quelatos
en solucién entre los metales y ligandos como el dietilditiocarbamato (DDTC) o el
amonio-pirrolidin-dietilditiocarbamato (APDC). Los complejos formados con los
metales de transicién son muy estables y pueden ser adsorbidos en soportes
hidrofébicos tales como silica—C18 empacada en microcolumnas tal como se informa en
la bibliografia!35-162,

En los trabajos mas recientes se ha utilizado con mayor frecuencia otro esquema
de trabajo: la complejacion en fase solida con resinas que contienen grupos quelantes 3%
163-166_ La complejacion en fase solida ofrece diversas ventajas frente a la quelacién en
solucidn: las resinas pueden ser pretratadas y reutilizadas facilmente, producen bajos
blancos analiticos ya que se puede “limpiar” totalmente la columna en cada ciclo de
preconcentracién y elucién, evita la liberacion de agente quelante dentro del horno
(como ocurre con la quelacion en solucién), etc. También es posible obtener mas
informaci6n sobre la composicién de la muestra ya que ciertas resinas quelantes que
contienen grupos iminodiacetato (Chelex-100), han sido utilizadas en estudios de
especiacién en aguas naturales 0. 167, por lo que su empleo en linea y en escala de
trabajo reducida puede resultar muy atractivo.

Para ambos esquemas de quelacién, luego de la preconcentracién, el analito es
eluido dentro del horno de grafito. Este es un paso critico de la secuencia de andlisis ya
que el volumen inyectado en el horno es acotado y condicionante del .grado de
preconcentracion del analito y de su elucién completa. El sistema FIA debe ser disefiado
para eluir completamente todos los metales en un volumen de eluyente acorde al

aceptado por horno de grafito (o incluso menor, como veremos luego). El volumen de
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eluyente necesario para la elucion completa es funcion de la fuerza con que los metales
son retenidos por el material de relleno de la microcolumna y por el disefio de esta
ultima, el que debera tender a maximizar la interaccion entre el analito y el relleno.
Algunoé rellenos permiten una elucién completa en un solo paso utilizando pequefios
volumenes de acidos (8-hidroxiquinolina inmovilizadas?). Otros rellenos como la silica-
C18 requieren volumenes de elucién mayores, generando un perfil de elucién
ensanchado (en volumen) que presenta una zona de coleo o “tailing” notorio que puede
derivar en volimenes de elucion que superan la maxima capacidad del horno.

Si esto ocurre existen distintas soluciones: se pueden usar sucesivos ciclos de
elucién e inyeccion con volimenes mas pequefios !57, o inyectar parcialmente el
volumen de eluido utilizando un sistema de muestreo del mismo (controlado por tiempo
o por volumen!55. 156) o evaporarlo parcialmente para reducirlo adecuadamente.!%9.

Una ventaja de los sistemas FIA con microcolumnas es la facilidad con la que
pueden automatizarse los procedimientos de preconcentracion desde la etapa de
acondicionamiento de la columna hasta la etapa final de elucién dentro del analizador.
Dado que los microprocesadores modernos pueden controlar procesos simultaneos
mediante el uso de “ventanas” que operan en distintos planos; es posible operar
paralelamente el ciclo de atomizacion en el detector y el de preconcentracion en el
sistema de flujo; lo que compensa de algin modo la frecuencia de operacion
relativamente lenta del horno de grafito (20 muestras h™' aprox). Es importante aclarar
en este punto, que la mayoria de los sistemas de preconcentracion FI-ETA-AAS
presentados en la bibliografia son automaéticos (como en el caso de este trabajo), pero no
automatizados. Los métodos automaticos son aquellos en los cuales las operaciones
manuales son reemplazadas por operaciones realizadas por méaquinas, pero no existen
vias de retro-alimentacién (“feed-back”), que le permitan al sistema tomar decisiones y
modificar su secuencia de operacion. Los sistemas automatizados son aquellos que
incorporan inteligencia artificial o l6gica difusa (“fuzzy logic”) al software de control y
por lo tanto poseen cierto grado de decision que les permite cambiar los pardametros de
operacion 168,

Muchos autores que han disefiado sistemas de flujo acoplados a ETA-AAS
sostienen que las operaciones de preconcentracion son realizadas automaticamente 5%
154, 155, 157-159, 163-165, 169, 170_ Sin embargo, al analizar en detalle el funcionamiento de los

mismos vemos que solo unos pocos son capaces de realizar automaticamente todas las
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operaciones 9. 154, 155, 157, 159, 169, 170, E] resto, requiere de intervenciones del operador en
alguna o algunas de las etapas.

La cantidad de muestra pre-concentrada en estos sistemas se puede controlar de
dos formas: temporal o volumétricamente. En el modo temporal, el control se realiza a
través de un temporizador que conmuta las valvulas del sistema de flujo a tiempos
definidos que se comandan desde el software. El volumen de muestra pre-concentrado
depende del tiempo en el que las vélvulas se encuentran en la posicién de “carga” de la
microcolumna (tiempo de preconcentracién). En el caso del control por volumen, el
sistema posee un lazo (“loop”) de inyeccion de volumen fijo donde se carga la muestra
que luego se descarga en la columna de preconcentracion. Los sistemas basados en
“loops” de volumen fijo son levemente mas precisos, puesto que no dependen de la
reproducibilidad de la velocidad de flujo de la bomba peristaltica. Su principal
desventaja es su rigidez que impide cambiar el volumen de muestra durante el anélisis
(alternativa interesante cuando el nivel de concentracion del analito es incierto).

Los sistemas basados en control temporal son mas flexibles puesto que el tiempo
de preconcentracién se controla desde una computadora tipo PC: un aumento en el
tiempo de carga se traduce en un aumento de la cantidad de analito retenido en la
columna lo que permite: calibrar en base tiempo, optimizar la sensibilidad y variar de
forma continua el limite de deteccién. Di et al.'®* han desarrollado un sistema con
control temporal de la cantidad de muestra pre-concentrada donde la secuencia de
elucion se realiza manualmente. Shuttler et al.!70 han desarrollado un sistema totalmente
automadtico, también controlado a través de temporizadores, pero que utiliza dos
muestreadores automaticos (“autosamplers”) para realizar las operaciones, lo que las

complica innecesariamente.

e Extraccién liquido-sélido utilizando reactores anudados: En los ultimos ailos, se
ha desarrollado una opcién a las microcolumnas de preconcentracién que consiste en la
quelacién en solucién de los metales y la posterior adsorcién de los complejos en las
paredes de un reactor anudado (KR) de Teflon® 171175, Estos sistemas presentan la
ventaja de ofrecer escasa resistencia al paso de las soluciones lo que permite aumentar
los flujos de operacién y secuestrar, para idénticos tiempos que los utilizados con los
sistemas anteriores, una masa mayor de analito. Ademas, la vida 1til de los reactores
anudados es virtualmente indefinida, a diferencia de las microcolumnas de

preconcentracién cuyo relleno se compacta con el tiempo. La gran desventaja de este
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método radica en que la retencion de los complejos en las paredes del KR es débil y las
eficiencias de preconcentracion bajas (inferiores al 40%). Ademas, la geometria del
sistema de flujo es mas complicada, lo que dificulta el proceso de automatizacion.

En el presente capitulo describiremos los resultados obtenidos con un sistema en
flujo continuo sencillo de operar y completamente automatico donde el paso de
preconcentracion (basado en tiempo) se realiza sobre una microcolumna rellena con una
resina quelante con grupos activos iminodiacetato (Chelex-100). El sistema desarrollado
permite la elucion de los metales pesados en un solo paso, sin recurrir a muestreos

parciales del volumen eluido.

1.2 Resultados y Discusién.

1.2.1 Parametros para la evaluacién del proceso de preconcentracion.
Para evaluar la magnitud y completitud del proceso de separacion y preconcentracion se

utilizan diferentes parametros de mérito. Los parametros de mérito mas utilizados son:
el factor de enriquecimiento, el factor de amplificacion, el volumen de muestra
consumido en la preconcentracion y la eficiencia porcentual de transferencia de masa
entre las fases.
Teodricamente se define al factor de enriquecimiento o factor de preconcentracion
(EF, “Enrichment Factor”) como el cociente entre la concentracion de analito en el
concentrado dividido por la del analito en la muestra original.
EF = C:luldo

muestra
En general el EF es calculado como el cociente de las pendientes de las rectas de
calibrado con y sin preconcentracion. Si en alguna de estas curvas de calibrado existe un
cambio de sensibilidad (aumento o disminucion de la pendiente) provocado por uno o
varios reactivos usados en el proceso de preconcentraciéon o elucion; es necesario
corregir el EF por uno o varios factores de respuesta. El valor de EF modificado por los
factores de respuesta (Ny) se conoce como Factor de Amplificacion (N;, “Enhancement
Factor”) y es el cociente de las concentraciones en ambas fases corregido por los
distintos factores de respuesta que produzca el sistema FIA:
N,=N,-.-N,-.-N,-LF
En el caso del sistema de preconcentracion FI-ETA-AAS, la elucion se hace con

HNO; 2 M.. La sensibilidad de las determinaciones de cadmio en horno de grafito en
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presencia de acido nitrico es un 27% menor que en agua. Por lo tanto, existe un factor
N = 0.73 que debe aplicarse al factor de enriquecimiento para obtener el factor de
amplificacién N,.

Una cantidad aspecto importante a tener en cuenta del proceso de
preconcentracion es la cantidad de muestra utilizada para aumentar el factor de
enriquecimiento, por lo que resulta importante informar el EF junto con el volumen de
muestra utilizado. El uso de un gran volumen de muestra para aumentar el EF
disminuye la frecuencia de anélisis, lo que obliga a la evaluacién simulténea de ambos
parametros. Como veremos en capitulos posteriores, es necesario seleccionar el minimo
volumen de muestra compatible con la sensibilidad deseada.

Una figura de mérito clave de los sistemas de preconcentracién es la Eficiencia
Porcentual (E%), mejor definida como el factor de transferencia entre fases (P, “Phase
Transfer Factor™). Este factor se define como la masa de analito en la muestra original

comparada con la masa de analito en el concentrado, resultando:

P = Metuido
m

muestra

(Por lo tanto E%=P.100). La importancia de este factor reside en su capacidad
para la evaluacion de la eficiencia de transferencia del analito de la fase donora
(muestra) a la fase aceptora (resina quelante). El valor de P puede ser menor que la
unidad si no se alcanza el equilibrio de transferencia del analito entre las fases. Este
hecho no es raro en FIA donde se trabaja con soluciones transportadoras a velocidades
lineales de flujo bastante altas que pueden hacer que el tiempo de contacto entre el
analito y la resina no sea suficiente como para alcanzar el equilibrio. Este valor de P
puede mejorarse de diversas formas, tal como explicaremos en capitulos posteriores,
entre las que podemos nombrar: la operacién a flujos mas bajos (que aumenta el tiempo
de contacto resina-analito), la modificacién el disefio de la microcolumna (si se que
mejora el contacto resina/analito), etc. Otra causa de baja retencion es la masa de resina
utilizada, que en el caso de microcolumnas es baja (unos pocos mg). Si la cantidad de
grupos funcionales contenidos en ésta masa es insuficiente, puede ocurrir saturacién de
los mismos. Si la E% es muy baja es posible que la columna esté siendo saturada por el
analito o por alguno o algunos de los componentes de la matriz. En estos casos las
interferencias pueden ser severas en la medida que se manifiesta competencia entre los
distintos iones (analito e interferentes) la que estaré relacionada con la selectividad que

presente el relleno para cada metal involucrado.
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Una pregunta muy comin entre los analistas no familiarizados con el proceso de
preconcentracion en FIA es: ;Como es posible realizar el analisis si la transferencia de
masa no es total? (P<l) La respuesta es sencilla y de indole practica: durante el
calibrado, la muestra es comparada contra patrones que han sido preconcentrados en
idénticas condiciones y por lo tanto son afectados por una idéntica eficiencia porcentual.
A pesar de que P sea menor que la unidad, el andlisis es posible ya que se trata de un
pardmetro extremadamente reproducible, tanto para las muestras como para los

patrones.

1.2.2 El proceso de preconcentracion
El proceso de preconcentracién (también llamado de “carga de muestra”) es el centro

del procedimiento descripto!?. El sistema de flujo desarrollado junto a los detalles
experimentales se describen detalladamente en Materiales y Métodos.

Para la preconcentracion se utiliz6 una metodologia quimica ampliamente
estudiada!23. 134, ya que la resina Chelex-100 es un material muy bien caracterizado para
la retencién de metales pesados!””. Su alta capacidad (aprox. 3 meq g resina) la hace
muy adecuada para la construcciéon de microcolumnas donde sé6lo se puede empacar una
masa pequefia. Esta alta capacidad es importante para poder alcanzar buenos factores de
preconcentracion sin saturar la resina y para minimizar interferencias que se manifiestan
por competencia por los sitios activos. Otro motivo que la hace interesante es que las
especies metalicas que pueden ser capturadas por esta resina (cationes, complejos
inorganicos, complejos organicos débiles) estan correlacionadas con la
biodisponibilidad de dichos metales!’8. Como en nuestros laboratorios se desarrollan
temas de investigacion relacionados con la acumulacién de metales téxicos en
organismos marinos!79-18! es necesario obtener informacion analitica de aguas que tenga
un correlato bioldgico, como veremos en los capitulos siguientes.

No obstante, el uso de Chelex-100 posece dos inconvenientes que han sido
informados en la bibliografia!%é: a) la baja selectividad de los sitios activos presentes en
la resina produce una retencién parcial de metales alcalino térreos (Ca y Mg),
componentes habituales de las aguas naturales y b) el volumen de lecho ocupado por la
resina disminuye a la mitad cuando se la acidifica durante la etapa de elucion. Estos dos
inconvenientes han sido resueltos en este trabajo mediante sencillos arreglos
experimentales: a) los metales alcalino térreos son eluidos selectivamente de la columna

durante la etapa de lavado que sucede a la preconcentracion, y b) el cambio de volumen
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de la resina (hinchamiento o “swelling”) que ocurre durante la etapa de elucién se
compensa con el uso de dos tapones de espuma de goma de alta elasticidad que
mantienen el relleno en su lugar, impidiendo la formacién de vacios internos. Por otro
lado, estos cambios de volumen pueden no ser tan importantes en FI-ETA-AAS como
en FI-FAAS dado que en el primer caso, el eluyente puede ser separado por dos
pequeiias burbujas de aire!6é. 182 que se intercalan en su paso, evacuando completamente
la columna y no dejando volimenes muertos sin eluir.

Dado que el sistema de flujo es controlado temporalmente se pudo estudiar la
influencia de la cinética de quelacion sobre la retencién de los iones metélicos. Se
realizaron experimentos variando el flujo de la muestra a través de la columna y el
tiempo de preconcentracion de manera de mantener constante la masa total de analito en
contacto con el relleno. No se encontraron diferencias significativas en la eficiencia de
preconcentracion, siendo ésta constante para flujos de muestra entre 1 y 5 ml min'. Los
flujos menores demoran innecesariamente los experimentos produciendo una baja
frecuencia de analisis y los flujos mayores no pudieron ser utilizados por restricciones
mecénicas al paso del liquido. Es de notar que un flujo de muestra de 5 ml min"' implica
un tiempo de contacto (volumen muerto de la columna/flujo de muestra) de
aproximadamente 50 milisegundos, lo que asegura la retencién selectiva de los “acuo”
complejos y de los complejos inorganicos labiles, tal cual estd reportado en diversos
trabajos!83-186_ Este hecho tiene una relevancia crucial puesto que abre la posibilidad de
realizar especiacién quimica a través del control simple del tiempo de contacto entre la
muestra y la resina o bien la reactividad de la misma. Cuando el tiempo necesario para
capturar las especies metélicas en solucién (tiempo de agotamiento) es mayor que el
tiempo de contacto muestra/relleno, es posible realizar una retencién selectiva de las
especies metélicas que reaccionan rapidamente con la resina (i.e. acuo complejos,
complejos inorgénicos y orgéanicos labiles). Esta especiacion puede hacerse con una alta
repetitividad puesto que el tiempo de contacto entre la muestra y la resina es
reproducible tal como veremos al estudiar la precision del sistema de flujo en capitulos
posteriores.

Para estudiar el punto de saturacién del relleno de la columna y la posibilidad de
realizar “diluciones en linea”, se realizaron experiencias a diferentes tiempos de
preconcentracién. La sefial de absorcién obtenida mostr6 ser lineal con el tiempo de
preconcentracion (y por lo tanto con la masa de analito a flujo constante) siendo los

limites superiores de 3 ng para Cd y 4 ng para Pb. Ambos limites son varios ordenes
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menores que la capacidad total de la resina pero, probablemente, al aumentar la masa
del analito, puedan aparecer deficiencias en el transporte de masa o efectos competitivos
entre iones por lo que las muestras y los estindares deben mantenerse dentro del
intervalo de linealidad. La linealidad de la sefial de absorbancia con el tiempo de
preconcentracion permite realizar calibracion en linea con un solo patrén de calibrado
variando el tiempo de preconcentracién a flujo constante. Se pueden por ejemplo,
programar secuencias de calibracién automdticas “via” software con tiempos de
preconcentracién en aumento para un mismo patrén de calibrado. Esto ultimo
constituye la caracteristica distintiva de los sistemas con control temporal: la capacidad
de variar en forma continua figuras de mérito analiticas tales como la sensibilidad y el
ambito lineal de calibrado. Estas experiencias fueron realizadas tanto para el material de
referencia como para los patrones de calibrado no encontrindose diferencias
significativas (al 95% de confianza) entre los resultados obtenidos, lo que indica
ausencia de saturacion de la columna y de efectos competitivos de concomitantes

presentes en las muestras analizadas.

1.2.3 Separacion del Analito de su Matriz.
Como se ha comentado anteriormente, una etapa final de lavado con buffer acetato de

amonio (pH=5.2) remueve todos los iones Ca y Mg retenidos por la columna, dado que
a este pH se registra un minimo en la eficiencia de preconcentracion para estos
cationes!23. A pesar de que algunos autores descartan a la resina Chelex-100 para fines
separativos dada su inespecificidad, es importante considerar que alin con resinas mas
selectivas (como las que veremos mas adelante), los sitios activos no ocupados por los
metales de transicion son ocupados por otros iones mas débilmente retenidos pero que
se encuentran en concentraciones mayores (como los alcalino térreos). Esto hace que un
paso de lavado sea inevitable en la mayoria de los casos®®. En la Figura 1.1(a) se
muestra una sefial atdmica de Pb correspondiente a la inyeccion directa de agua de mar
(utilizando NH4H,PO4 al 5% como modificador de matriz), ademas de la curva de
agregado patron sobre la misma muestra. Vemos que la sensibilidad, ain en presencia
de modificador de matriz es pobre y que la sefial de fondo es muy importante. En la
Figura 1.1(b) se muestra la sefial correspondiente a una muestra de agua de mar
sometida al proceso de preconcentracion y su correspondiente curva de calibrado. En
este caso vemos que la sefial es mucho mas “limpia” y que no existe absorcién de fondo

importante.
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1.2.4 Elucién dentro del horno de grafito.
Como habiamos explicado en la introduccidn, el volumen de elucién debe ser

compatibilizado entre la completa liberacion de los metales de la resina y el admitido
por el horno de grafito. Este dltimo depende del tipo de horno utilizado: si la
atomizacion se realiza en hornos sin plataforma (atomizacién “desde la pared™) el
maximo volumen es de 100 pl, y si se realiza en hornos con atomizacién desde
plataforma de L’'vov el méximo es 50 pl. Dependiendo el grado de dispersién del
eluyente a lo largo del sistema de flujo (lo que depende de cdmo se realiza la eluci6n
como veremos luego), o de la afinidad por los metales de la resina utilizada, pueden
requerirse volimenes mayores que 100 pl para una elucién completa. En éste caso, el
volumen de eluido debe reducirse. Se han informado en trabajos previos diversas
soluciones para reducir el volumen del eluyente (muestreo del eluido por tiempo o por
volumen!®7, elucién doble!s? y evaporacién parcial del eluido!%9). La operacién de estos
sistemas es complicada, poco practica y muy lenta, aspectos que condicionan la
aplicabilidad de éstos métodos.

En nuestro caso, hemos realizado la inyecciébn completa del eluido
correspondiente a 8 volumenes de lecho (80 pl de acido nitrico 2 M) eliminando la
necesidad de sub-muestreos. Una segunda elucion con otra porcién de 80 pl de acido
mostré la seflal correspondiente al blanco, lo que puso de manifiesto la elucion
completa de los metales. La concentracién de acido nitrico utilizada fue la méxima
compatible con una elucién completa de los metales, de manera que no registrar efecto
memoria. Una concentracibn 1 M de HNO; produce un éfecto memoria de
aproximadamente un 10% (para 0.1 ppm de Cd). Valores mas altos que 2 M fueron
rechazados porque desgastan innecesariamente el tubo de grafito y disminuyen la
sensibilidad!88. Una concentracion 2M de HNO; disminuye la sensibilidad en
aproximadamente un 27% para ambos metales por lo que el factor de amplificacién es
menor que el factor de preconcentracién.

La diferencia central de este sistema con aquellos en los que la inyecci6n
necesita un sub-muestreo es el pequefio volumen de elucién utilizado. Esto es posible
debido a la separacién del 4cido y el carrier por dos burbujas de aire de 20 pl que
minimizan la dispersién del reactivo.

La inyeccion completa del eluido presenta el inconveniente de no permitir

replicar la atomizacion del analito en cada muestra preconcentrada; por lo que se
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desarroll6 la secuencia de “inyeccién parcial”, que permite replicar la atomizacion de
una misma solucién de eluido. Este procedimiento de elucién produjo una desviacion
estandar_ relativa (RSD%) entre replicados menor que en el caso de la inyeccion
completa (Tabla 1.1), lo que indica que la precision del método estd dada
principalmente por la etapa de atomizacioén. La principal desventaja de la inyeccién
parcial es la disminucién de masa inyectada que obliga a aumentar el tiempo de

preconcentracion para mantener constante la sensibilidad.

1.2.5 Blancos
Al trabajar en nivel de ultravestigios (partes por trillén), las sefiales correspondientes

al/los blancos de reactivos son criticas. Es muy frecuente encontrar que la sefial del
blanco supera a la de la muestra. En nuestro caso puede ser debido a impurezas en el
buffer de preconcentracion y/o en el acido de elucién. Es por eso que sélo se han usado
reactivos de alta pureza (4cidos destilados, ver experimental) 6 purificados previamente.
La sefial de blanco obtenida estd compuesta de varias contribuciones: algunas de ellas
fijas y otras variables (relacionadas con el tiempo asignado a cada etapa de la secuencia
de control del sistema de flujo). Estas contribuciones seran analizadas en detalle en el
capitulo dedicado al andlisis de las figuras de mérito ya que el blanco de reactivos es el
determinante del limite de deteccion (LOD). Sin embargo, expondremos aqui un primer
analisis.

Para el método propuesto pueden definirse diferentes blancos:

¢ El blanco de elucién, que tiene en cuenta la concentracion de metales en el acido
nitrico.

¢ El blanco de reactivos que tiene en cuenta la contribucién de metales presentes en el
4cido nitrico y en el buffer. Este blanco es sustraido a las muestras reales siendo la
mayor contribucién al mismo la del 4cido de elucién, dado que la solucion buffer se
purifica en linea.

e FEl blanco de calibrado que incluye todos los blancos precedentes y ademas la
contribucion de los metales presentes en el agua deionizada con la que se preparan
los patrones. Las curvas de calibrado fueron corregidas por este valor del blanco que
se obtiene preconcentrando DIW de idéntica manera que cualquiera de los patrones.
La concentracién de Pb en el DIW fue de 0.017 + 0.005 pg 1!, Cd no fue detectado.

Las muestras fueron corregidas por el blanco de reactivos solamente, el que se

determiné haciendo fluir a través de la columna solamente buffer de preconcentracion
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pero no DIW. El blanco de calibrado y el blanco de reactivos pueden ser similares si el
DIW que se utiliza es de muy alta pureza.

El rendimiento del procedimiento FIA se resume en la Tabla 1.2. Noétese que la
eficiencia de la transferencia de masa ronda el 70% para ambos analitos lo que es
atribuible a deficiencias en el recorrido de los fluidos dentro de la columna o a

deficiencias en el transporte de masa.

1.2.6 Operacién del Horno de Grafito.
Los parametros de operacion del programa de calentamiento del horno se optimizaron

mediante disefios experimentales fraccionales del tipo central compuesto!®®. Se
midieron soluciones sintéticas que simulaban la composicién del eluido de la
microcolumna inyectando el mismo volumen de solucién. Los factores estudiados
fueron la temperatura y duracién de las etapas de secado y calcinacién. Como variable
de respuesta se maximiz6 la absorbancia en el maximo del pico de atomizacién. El
estudio demostré que la principal pérdida de seiial para Cd se debe a un tiempo de
calcinacion largo a altas temperaturas lo que se relaciona con la alta volatilidad de sus
sales.

Para encontrar el valor éptimo de las variables del programa de calentamiento se
usé el método del “ascenso mas pronunciado” (“steepest ascent”). Este programa se
muestra en la Tabla 1.3. Las figuras de mérito para la determinacién de Pb y Cd
obtenidas con el programa de calentamiento optimizado se muestran en la Tabla 1.1. La
etapas de secado del programa de calentamiento son mas largas de lo habitual, debido al
gran volumen inyectado. Hemos encontrado que una etapa de secado lenta a
temperaturas razonablemente bajas, mejora la precision, al hacerse-mas reproducible el
secado de la gota de eluyente. Si la gota de liquido estd muy préxima al agujero del tubo
del atomizador, el gas inerte (Ar) circulante en el interior del tubo puede producir
salpicaduras que disminuyen mucho la vida Wtil por oxidacién exterior y defectos del
contacto eléctrico. Obviamente, esto disminuye la sensibilidad y sobre todo, la

reproducibilidad de las medidas.

1.2.7 Resultados para Materiales de Referencia. )
La trazabilidad del método propuesto se estableci6 a través del andlisis de Cd y Pben el

material de referencia certificado CASS-3 (agua de mar costera). Los resultados
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presentados en la Tabla 1.4 muestran que el sistema automatico desarrollado provee

datos analiticos dentro del rango de los valores certificados.

TABLAS DEL CAPITULO 1:
Performance Cd Cd Pb
(inyeccién parcial). (inyeccién completa) (inyeccién completa)
Limite de deteccion 0.001 0.002 0.008
(el
(€1)]
Blanco de reactivos* 69+ 1 7942 78+ 3
(pe) (por inyeccion) (5 ml de muestra) (40 ml de muestra)
(n=4)
Repetitividad (RSD %) 2.7° 5.0° 4.0°

* Ver texto para explicacién completa.

® Inyeccién parcial del eluato: 3 ciclos de preconcentracién, 3 disparos del homo de grafito para la misma
soluci6n de elufdo. RSD%=(s/x)% (n=9). La desviacion estandar se calcula entre las 3 medias, obtenidas

cada una de los tres disparos de atomizacién.
¢ Inyecci6én completa del eluato (C=0.100 pg I'"): 3 ciclos de preconcentracién y un disparo de

atomizacidén para cada uno. RSD%=(s/x)% (n=3)

Tabla 1.1: Figuras de mérito para la determinacion de Cd y Pb mediante el sistema FI-ETA-AAS.




Cd Cd Pb
(inyeccion parcial) (inyeccién completa) (inyeccién completa)
Volumen de muestra 15.0 5.0 5.0~40.0
(mh)
Factor de 33 33°® 240°
Amplificacién (40 ml muestra)
(N)
Eficiencia Porcentual ¢ 7113 714 6714
(E%)
Volumen de elucién 220 80 80
(1)
Volumen de inyeccién 70 80 80
(uD)
Numero méaximo de 3 1 1
ciclos de atomizacidn.

* Calculado como el cociente de masas en la muestra y en el concentrado.
® Calculado como el cociente entre la seftal de una solucién sin preconcentrar y una preconcentrada. Ver

Introduccién

¢ Comparado con la masa total de analito en contacto con la columna. Ver Introduccién

Tabla 1.2 : Caracteristicas del proceso FIA.de preconcentracion en linea.

Etapa Cd Cd Pb
(inyeccién parcial) (inyeccién completa) (inyeccién completa)
Temp. | Rampa | Escaléon | Temp. | Rampa | Escaléon | Temp. { Rampa | Escalén
(WY ) ) WY O] O] Y] ) O]
Secado | 90 5 30 90 5 30 90 5 30
Secado 2 120 30 0 120 30 0 120 30 0
Secado 3 160 5 5 160 5 5 160 5 5
Calcinacién | 280 10 6 350 10 6 350 10 6
Atomizacién | 1300 0 2 1300 0 2 1600 0 2
(muestreo de
la sefial)
Limpieza 1600 2 1 1800 2 1

Tabla 1.3 : Programa de calentamiento del horno de grafito.
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Material de Cd Pb
referencia
Certificado /pg I"' | Encontrado /pg "' | Certificado /ug I | Encontrado /ug I
(95% conf.) (n=5; 95 % conf.) (95% conf.) (n=5 ; 95% conf.)
CASS-3, 0.030 £ 0.005 0.033 £ 0.006 0.012 £ 0.004 0.014 £ 0.005
(NRCC).

Tabla 1.4: Validacion mediante el analisis de un material de referencia
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Figura 1.1: Medida directa de Pb en agua de mar. Sefal para 40 ppb de Pb con un
agregado de 20 microlitros de (NH4),PO4 0.5% como modificador de matriz, la matriz
esta diluida 1:3. La linea negra corresponde a la sefial de absorbancia atomica y la roja a
la sefal de absorcion de fondo (deuterio).
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Figura 1.3: Sefal para 0.1 ppb de Pb en agua de mar sometida a la separacion mediante

FI-ETA-AAS (absorbancia del blanco=0.035 AU)
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Figura 1.4: Ampliacion de la sefial mostrada en la Figura 1.3.
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Figura 1.5: Curva de calibrado para Pb utilizando el sistema FI-ETA-AAS.
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CAPITULO 2
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“Corpora non agunt nisi fluida sive soluta”
“Las sustancias no reaccionan salvo que sean liquidas o estén.disueltas”, dice un

antiguo dicho empirico, sin embargo, los intercambiadores i6nicos son una clara

excepcion'90,

2 Capitulo 2: Optimizacion de la etapa de separacion. Nuevos
Soportes Quelantes: Preconcentracion con 8-

hidroxiquinolina inmovilizada sobre silica.

La primera referencia histérica al intercambio i6nico se encuentra en la Biblia,
cuando Moisés pide a Jehova que le dé agua para beber. Jehovd muestra a Moisés un
arbol que éste derriba dentro del agua impura (“amarga”) y el agua impura se convierte
en agua pura (“dulce”) (Exodo 15:23-25). Es indudable que el método de Moisés de
purificacion de agua consistié en un método de intercambio idnico a gran escala. Un
milenio después, Aristételes en su obra describié que el agua de mar perdia parte de su
salinidad cuando se filtraba a través de “ciertas arenas”.

La primer mencién al intercambio catidnico como lo conocemos hoy se
evidencié cerca de 1850 en el estudio de suelos realizado por dos quimicos ingleses
(Thompson!?' y Way!9?). Estos suelos “intercambiadores” se identificaron luego como
arcillas y zeolitas. La primera resina de intercambio sintética (llamada “Permutita™) fue
sintetizada por los quimicos alemanes Harm y Riimpler'?3 en 1903 con un propoésito
muy ambicioso: la recuperacién de oro del agua de mar.

En la década del 40 hubo una gran evolucion en el tema de intercambiadores
cuando dos quimicos ingleses, Adams y Holmes descubrieron que al moler discos de
fonografo, el material obtenido tenia propiedades de intercambiador iénico lo que llevo
al estudio de éste fendmeno con la intencién de obtener otros materiales de mejor
performance!®. Desde ese momento, grandes empresas alemanas comenzaron a
producir resinas de intercambio i6nico a escala industrial, lo que fue continuado por

empresas norteamericanas e inglesas después de la Segunda Guerra Mundial.

2.1 Factores criticos en la separacion analitica de iones.

Actualmente, la separaciéon de iones metalicos es uno de los objetivos mas importantes

de la Tecnologia Quimica!%. El objetivo de la separaciéon puede ser recuperar los
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metales de la muestra que los contiene (metales preciosos en hidrometalurgia por €j.) o

purificar la muestra extrayendo los contaminantes metalicos nocivos (purificacién de

agua). Indppendientemente del objetivo tecnolégico a gran escala, siempre es necesaria
una primera etapa de evaluacién a pequefia escala, que indique cudl es el contenido de
metales en la muestra. Es aqui donde entran en juego la separacién y la cuantificacion.

Hemos visto que la separacion de iones en Quimica Analitica se realiza con el
objetivo de facilitar el andlisis modificando la composicién de la matriz que acompaiia
al analito y secuestrando una cantidad suficiente de éste ultimo de modo de poder
analizarlo mediante técnicas instrumentales convencionales ain en bajas
concentraciones. Un punto crucial de esta separacion es la sintesis del material
secuestrante. Existen infinidad de materiales capaces de secuestrar metales, bien por
intercambio cati6nico, por intercambio de aniones complejos de estos metales, por
quelacién en fase sélida o por sorcién de complejos formados en fase liquida. La
eleccién de estos materiales debe estar guiada por el conocimiento exhaustivo del
problema quimico que se desea solucionar lo que permitird seleccionar el ligando
adecuado que actuara como secuestrante. Ademads se debera seleccionar el soporte sobre
el cual este ligando estara anclado.

La seleccién de materiales quelantes debe ser resuelta conjugando los siguientes
factores:

e La quimica del ion metélico en solucion considerando: su interaccién con los
ligandos presentes en fase homogénea, su interaccién con otros iones metalicos
(reaccion superficial), las posibles reacciones de intercambio de ligandos y las
reacciones rédox.

e La quimica del grupo funcional en la fase sélida considerando: su densidad
superficial, su accesibilidad a distintos solutos, su grado de ionizacién, y su
flexibilidad en soluci6n.

e Las propiedades morfolégicas del soporte que se traducirdn en propiedades
mecanicas tales como el hinchamiento y la generacién de “fases gel”.

e La cinética de la reaccién entre el ion y la resina incluyendo fendmenos de

transporte de masa y de cinética quimica de la reaccién metal-ligando.

Los factores termodindmicos (constantes de intercambio o de particidon) son criticos

en separaciones en “batch”. En las separaciones FFIA se suman ademas factores como la
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velocidad de transporte de los iones y la velocidad de reaccién entre el metal y el
ligando.

Se presentan a continuacién los materiales quelantes mas usados en Quimica
Analitica en la ultima década y se comparan criticamente algunos de ellos en términos
de su utilidad en la preconcentracién de metales contaminantes usando el sistema FI-

ETA-AAS descripto en el capitulo anterior.

2.2 Intercambio lénico y quelacién

Para comenzar a hablar de materiales secuestrantes de metales intentaremos responder
la siguiente pregunta: ;Cuél es la diferencia entre los “intercambiadores i6nicos” y los
materiales quelantes?

Esta pregunta no es tan simple de responder y requiere varias consideraciones
que analizaremos a continuacién.

Comencemos estudiando la naturaleza del proceso de intercambio idnico que se
lleva a cabo en un g;upo funcional inmovilizado sobre un soporte dado (organico, o
inorganico). Tomemos como ejemplo los procesos que ocurren en la separacion de
cationes de metales pesados usando un material quelante como el del capitulo anterior.
La etapa previa al paso de extraccion de los metales pesados es el acondicionamiento
del grupo funcional de modo de encontrarlo en una forma quimica que haga posible el
intercambio. La carga neta del grupo superficial debe estar contrarrestada por un ion que
sea facilmente intercambiado: en el caso de intercambio catidnico se eligen iones

monovalentes (Na*, K*, NH,*, H).
R-LON® + NH 4+<=>R-L(-) NH4(+) +N®
Una vez que el material se convierte a la forma amonio (por ejemplo), se “carga”
la muestra en la columna rellena con el material. El intercambio procedera segin la
siguiente reaccion reversible:

R-LO NH 4(“) + MHoR-LO MO + NH4(+)

Donde “R-L” simboliza al grupo superficial y M*" simboliza al analito. Esta

reaccion es reversible y puede ser desplazada hacia ambos lados con un exceso
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suficiente de alguno de los cationes. Cuanto mayor sea la afinidad del ligando por el
analito, méas desplazada estar4 la reaccién hacia productos. Una vez finalizada la carga,
deberian)os haber producido la separacion del analito de la matriz. Si el material
intercambiador no posee alta afinidad por los cationes de la matriz, éstos no seran
retenidos y la separacién habra sido efectiva.

En el anélisis anterior hemos supuesto que sélo un analito es intercambiado por
el ligando superficial, sin embargo, esto no es cierto, y todos los cationes presentes en la
muestra tenderan a intercambiarse en mayor o menor grado. Las separaciones analiticas
se basan en manipular la magnitud del intercambio de los distintos cationes de manera
de hacer selectiva la extraccidn para uno o bien para un grupo de ellos. Como regla
general, la fase estacionaria mostrar4 mayor afinidad por los iones que tengan mayor
carga y a igualdad de carga, la selectividad serd mayor por aquellos que tengan el menor
radio iénico en solucién. En el andlisis clasico, se ponfa muchisimo énfasis en la
selectividad de las separaciones de metales, énfasis que fue disminuyendo con la
aparicion de detectores especificos (AAS por ejemplo).

Un caso donde la selectividad del grupo ligante es crucial para la separacion se
da cuando el analito se encuentra en una proporcion extremadamente baja con respecto
a los demds metales capaces de ser retenidos. La concentracion de ligandos en el
intercambiador de iones (una medida de su ‘“capacidad”) puede ser menor que la
concentracién total de cationes en la fase homogénea por lo que si el material no es
selectivo, 0 mejor atin, no es especifico para el analito, se producira un fuerte efecto de
competencia donde las cantidades relativas de los metales retenidos en el sélido no
reflejaran las cantidades relativas en la solucién y por lo tanto la separacién no tendra
utilidad alguna. Veremos algunos ejemplos de este fendmeno al examinar las
experiencias de saturacion de resinas impregnadas. Si el material intercambiador es
operado muy por debajo de su capacidad y es suficientemente selectivo no habra efectos
competitivos. Sin embargo, si trabajamos con cantidades de analitos por debajo de la
capacidad de la resina, algunos cationes poco afines (como los alcalino térreos) seran
intercambiados en los sitios que el analito no ocupe, esto es, en los sitios “libres”.

Veamos entonces, las reacciones del proceso de intercambio de un analito M,
junto a las reacciones paralelas de intercambio de concomitantes de distinta afinidad por
el intercambiador:

R-LO NH4(+) +M I(+H)C>R_L(-) M I(*'“) +NH 4(+)

(intercambio del analito M,)
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R-L® NH4(+) + Mz(+m)<=>R-L(') Mz("m) + NH4(+)

(intercambio de concomitantes M, mas afines que los alcalino térreos)

R-L© NH4(+) + NI R-LO N®? + NH4(+)

(Los sitios vacfos son ocupados por alcalino térreos “N”)

Los metales alcalino térreos pueden ser eliminados de la columna lavandola con
un exceso del contraion (amonio) luego de la carga del analito.

Una vez que los metales han sido “cargados” en la columna, deben ser eluidos
dentro de la celda de deteccién (atomizador). Esto se logra con un exceso de otro cation,
que invierte el equilibrio de intercambio. En el caso de que el ligando superficial sea un
acido fuerte (grupos sulfénicos), la elucién se puede hacer con cualquier metal
monovalente en gran exceso (desplazamineto). Si el ligando es un 4cido débil
(carboxilatos), en general el cation elegido es H', puesto que al efecto de
desplazamiento se le suma la afinidad intrinseca del ligando por protonarse.

La elucion con é4cidos minerales u orgénicos es una practica muy comun en las
técnicas de intercambio idnico. La seleccion del 4cido estara determinada por su pureza
y por las interferencias que su anion pueda producir en el anélisis (i.e., la elucién con
HCI no sera posible si se desea analizar por ETA-AAS un elemento que forma haluros
volatiles).

La reaccién de elucién es:
R-LOM® + H® + &R-LO H® + MtV

Otra posibilidad es la de eluir la columna mediante una reaccién de intercambio
de ligandos, utilizando un ligando mas afin por el metal que el ligando superficial del

relleno (EDTA por ejemplo):

R-LOM™™ + L'NH o+ SR-LY NH4(+)+ LMD
Esta es una alternativa 1til en muchos casos, sin embargo no es muy utilizada en
el anélisis de ultravestigios dado que se producen blancos altos: es mucho mas sencillo

purificar 4cidos minerales que soluciones de ligandos como el EDTA.
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Hasta el momento hemos hablado de situaciones de equilibrio en las que se deja
la muestra en contacto con el material secuestrante durante el tiempo suficiente como
para que el equilibrio sea alcanzado. Cuando el anlisis se realiza en columna (y més
ain como en FIA, en microcolumnas) el equilibrio muchas veces no se alcanza, porque
la velocidad a la que pasa la muestra a través de la columna es alta comparada con el
tiempo que toma alcanzar el equilibrio. Por este motivo, los coeficientes de particién
entre fases obtenidos por experiencias en “batch” sélo sirven como una gufa en la
seleccién de materiales. Para el disefio de sistemas en flujo es preferible el uso de
informacién dindmica como la que proviene de experimentos de saturacién. Estos
experimentos se realizan midiendo la capacidad del relleno intercambiador de iones en
una situacién donde la muestra atraviesa la columna a un flujo volumétrico controlado.
La concentracién del analito a la salida de la columna se monitorea en funcién del
tiempo obteniéndose una curva conocida como curva de “aparicién” (o de
“breakthrough”).

Veamos ahora de qué manera se encuentra unido el catién “M” al grupo fijo “L”.
Si bien el proceso por el que se produce la retencion es el de intercambio de un ion por
otro, el grado de unién entre el metal y el grupo ligante es distinto clasificandose los
materiales en intercambiadores i6nicos (propiamente dichos) y materiales quelantes. En
el primer caso el metal interacciona con el grupo superficial a través de interacciones
esencialmente electrostiticas: el catidn se aproxima a la superficie s6lida hasta la
distancia que le permite su esfera de hidratacién y forma un complejo llamado de
“esfera externa” constituyendo un “par i6nico” 19, Este es el caso de los metales
alcalinos con la mayorfa de los intercambiadores.

En los materiales quelantes, el complejo formado entre el catién metélico y los
4tomos donores (en general O, N, S) es un complejo de “esfera interna”, donde el agua
de solvatacién es desplazada por los ligandbs (para lo cuél hace falta energia adicional).
La unién quimica tiene un gran carécter covalente como la que ocurre en los complejos
en fase homogénea. El catién asociado a la superficie posee propiedades quimicas
distintas al cation no asociado (potencial rédox por ejemplo). S6lo algunas moléculas de
agua de solvatacién son retenidas: aquellas que apuntan en sentido contrario al ligando.

Distinguir si un catién dado forma complejos de esfera interna o externa es
posible a través de métodos espectroscépicos como la Espectroscopia Infrarroja con
Transformada de Fourier (FT-IR) existiendo sin embargo, evidencia experimental mas

simple qué esta: si la formacién del complejo superficial no depende de la fuerza i6nica
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de la solucién, seguramente estamos en presencia de un complejo de esfera interna. Los
complejos de esfera interna son mucho mas estables que los pares idnicos de esfera
externa, ya que estos Gltimos involucran uniones electrostaticas que se ven afectadas por
la fuerza iénica de la solucién. Notemos que en el andlisis de agua de mar los complejos
formados por Cd y Pb con los grupos iminodiacetato de la resina quelante son del tipo
de esfera interna, puesto que las curvas de calibrado realizadas en agua deionizada
produjeron resultados validos para las muestras certificadas de agua de mar, de alta

fuerza i6nica (3 % de salinidad).

2.3 Polimeros organicos: Resinas de intercambio iénico.

Las resinas de intercambio i6nico mas comunes son polimeros de estireno
copolimerizados com divinilbenceno. Esta polimerizacién produce una matriz muy
inerte de cadenas hidrocarbonadas entrecruzadas, de las cuales emergen grupos
funcionales que se encuentran distribuidos a lo largo de toda la resina. Estos sitios son
los responsables del fenomeno de intercambio idnico y sus cargas fijas se encuentran
balanceadas por un nimero equivalente de contraiones mdviles. El tipo y fuerza del
intercambiador viene determinado por estos grupos funcionales. Existen
intercambiadores calionicos como los que hemos nombrado antes y también
intercambiadores aniénicos. Haremos mayor énfasis en los intercambiadores catidnicos,
si bien es posible utilizar intercambiadores anidnicos para secuestrar cationes como
complejos cargados negativamente.

Las resinas de intercambio son de dos clases: las resinas fuertemente ionizadas
(“fuertes”) y las resinas parcialmente ionizadas (“débiles”). Existen una innumerable
variedad de intercambiadores los cudles no describiremos exhaustivamente. Ademas,
muchas resinas son comerciales, de manera que no todas sus caracteristicas de
composicién y estructura se encuentran disponibles. Referimos al lector al excelente
compendio realizado por Dean86 en el que se describen las resinas comerciales mas
difundidas.

Los grupos funcionales mayormente utilizados son:

e Grupos sulfénicos (-SOy): son grupos fuertemente 4cidos y completamente
disociados, independientemente del contraién. Se los utiliza para intercambio de

cationes.
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e Grupos carboxilicos (-COOH): tienen propiedades 4cidas similares a sus anélogos
en solucién. Funcionan como intercambiadores de cationes si el pH es mayor que 6,
donde el grupo carboxilico se encuentra deprotonado.

e Grupos iminodiacetato (-N(CH,COOH),): tienen una gran preferencia por los
metales de transicién (Cu, Fe etc). En menor medida capturan también metales
alcalino térreos. Su selectividad para los metales divalentes es unas 5000 veces
mayor que para los monovalentes. La resina funciona adecuadamente como
intercambiador a pH mayor que 4. A pH muy écido, funciona como intercambiadora
de aniones. Estas resinas son muy utilizadas en la separacién de trazas de metales
pesados y en las separaciones por intercambio de ligandos, en las cudles un ligando
es recuperado de la solucién mediante el uso de una resina saturada previamente con
un metal divalente.

e Amonios cuaternarios (-R4N*): son grupos fuertemente bésicos y completamente
disociados cuando el contraién es oxhidrilo o un haluro, en general, cloruro. Una
desventaja de estas resinas es que los grupos funcionales tienden a oxidarse (sobre
todo en la forma OH), lo que produce una disminucién de la capacidad con el
tiempo.

e Aminas terciarias (-R3NH;") y heterociclicas (piridinas por ejemplo): funcionan
como intercambiadoras de aniones s6lo si el pH es menor que su pKa, esto es, si el
atomo de nitrégeno se encuentra protonado. Las aminas heterociclicas pueden actuar
como intercambiadoras de cationes por reacciones de coordinacién de aquellos
metales que se complejen de manera estable con los ligandos (Cu por ej.). Son mas

resistentes a los agentes oxidantes y a la temperatura.

Dependiendo del. porcentaje utilizado del agente entrecruzante (divinilbenceno,
DVB) se logran resinas con distintas propiedades mecanicas y morfologicas. Este
porcentaje se explicita, por ejemplo, como”X8” para referirse a un 8% de DVB. Cuanto
mayor sea este porcentaje, la matriz se vuelve mas rigida y los grupos funcionales estan
mas préximos aumentando la selectividad. En general el porcentaje de entrecruzamiento
mas utilizado varia entre el 4 y el 8%. En las resinas demasiado entrecruzadas la
difusién de los cationes es demasiado lenta y al ser éste es el paso limitante de la
velocidad de quelacién, se producira una disminucién en la eficiencia de transferencia

de masa entre fases (E%).
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Otra variable que influencia la velocidad de transferencia es el tamaiio de la
particula usada. Las particulas pequefias producen un intercambio mas rapido al
presentar una mayor area especifica sin embargo, no es posible disminuir mucho el
tamaiio ya que el flujo de solucién a través de la columna empacada se ve disminuido
requiriéndose aumentar la presion. El tamafio de particula mas usado esta en el rango de
mallas (“mesh”) de 100 a 200 que equivale a un rango de 75 a 150 pm.

Las resinas se comercializan con distintas propiedades mecénicas, siendo las
mas comunes:

e Resinas macroreticulares: son un aglomerado de microesferas empacadas al azar que
se extienden formando una fase no gelificada. Los canales entre las microesferas
forman una estructura rigida de poros que hacen accesibles los grupos funcionales a
los solutos. En solventes no acuosos estas resinas se hinchan incorporando grandes
cantidades de solvente. Poseen una gran cantidad de poros de gran tamaiio, por lo
que son tiles en la separacién de grandes moléculas organicas.

e Resinas microreticulares: son resinas que forman geles elasticos por absorcion de
solventes polares como el agua. No se hinchan en solventes menos polares.

e Membranas de intercambio idnico: son membranas de poli(tetrafluoretileno) (PTFE)
que tienen incorporadas en su estructura esferitas de resinas de intercambio tales
como AG 1-X8, AG 50W-X8 o Chelex-100. Son sumamente resistentes a la

tracciéon mecanica y también muy flexibles.

Los metales pueden recuperarse de la solucién de dos formas, una de ellas, ya
descripta, es el intercambio catidnico. Para realizar el intercambio catidnico se utiliza un
sistema de columna, donde el liquido se alimenta manualmente o donde se impulsa con
la asistencia de una bomba adecuada a baja presion (sistemas FI) o alta presion
(Cromatografia I6nica). Las dimensiones de las columnas varian en cada caso, y son
mayores para la alimentacién manual que para las otras alternativas.

La segunda manera de recuperar metales de una solucién es intercambiando sus
complejos anidnicos.. Estos complejos pueden retenerse mediante resinas anidnicas.
Inicialmente se alimenta la columna con una solucién que contiene a los metales y a un
complejante del metal (CI” por ejemplo) en gran exceso. Luego, los metales se eluyen
secuencialmente disminuyendo paulatinamente la cantidad de ligando. También es

posible eluir selectivamente los complejos con distintos aniones (formiato, acetato etc.).
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Otra forma de retencién de complejos es a través de resinas de adsorcién o silicas
modificadas utilizando un solvente como eluyente, como veremos mas adelante.

Para ilustrar las multiples aplicaciones del intercambio iénico, en la Tabla 2.1
hemos recopilado algunas de las aparecidas en publicaciones de Quimica Analitica en
los dltimos diez afios. Esta recopilacién, por supuesto, estd sesgada por el interés
académico del autor.

Se puede observar una gran variedad de resinas con los mas diversos grupos
funcionales: Chelex-100 (una de las mas populares), intercambiadores de complejos
ani6nicos de metales, intercambiadores de celulosa (polisacéridos modificados), resinas
de adsorcién de complejos metélicos sin grupos funcionales (XAD) (quelacién en
solucién).

Los metales mas estudiados han sido sin duda los metales divalentes y las tierras
raras. En menor medida se estudian los metales trivalentes como el Al** o el Fe*,
probablemente porque sus equilibrios quimicos en solucién son mas complicados. La
mayoria de los estudios se realizan en aguas de distinto tipo (mar, rio, estuario, efluentes
etc.). Los trabajos mas modermnos muestran una leve tendencia hacia el anélisis de
materiales biologicos liquidos (orina, sangre, suero) o materiales biolégicos digeridos
por microondas (6rganos, organismos marinos etc.)

La deteccion se realiza en general con técnicas de espectroscopia atémica, en su

mayoria acopladas a un sistema en flujo (FI-AAS).

2.4 Materiales inorganicos

Los primeros materiales reconocidos como intercambiadores fueron los materiales
inorgénicos naturales o sintéticos. Los intercambiadores naturales son aluminosilicatos
cristalinos que poseen propiedades de intercambio catiénico siendo los mas
representativos las zeolitas que incluyen sélidos como la analcita, la chabacita, la
heulandita y la natrolita!%0. Todos estos materiales tienen una estructura tridimensional
relativamente abierta con cavidades que se intercomunican entre si. La red de las
zeolitas estd compuesta por tetraedros de SiO4 y AlO4 que comparten sus 4tomos de
oxigeno. Puesto que el aluminio es trivalente, el s6lido posee una carga negativa por
cada 4tomo de aluminio. Esta carga es contrarrestada por iones alcalinos o mdviles.
Estos iones actian como contraiones y pueden ser intercambiados por iones en la

solucién.
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Las zeolitas son minerales bastante blandos que no resisten mucho la abrasién.
Su propiedad mas interesante es la uniformidad de tamaiio de poros, lo que hace que
puedan actuar como tamices moleculares (“molecular sicves™). También existen zeolitas
sintéticas con propiedades de tamaiio de poro controlado, similares a las naturales.

Existen otros aluminosilicatos con propiedades de intercambio catiénico como
algunas arcillas: i.e. la montmorillonita y la beidelita. Estas arcillas poseen una
estructura menos compacta que la de las zeolitas y llevan a los contraiones entre las
capas adyacentes de solido.

Todos los intercambiadores inorgénicos son atacados por los dcidos o bases
fuertes, por lo que el pH de trabajo es alrededor de 7.

Muchos 6xidos actiian como intercambiadores anfotéricos, siendo el mas comiin
la alimina. Cuando el pH es menor que su punto isoeléctrico, se convierten en
intercambiadores de aniones mientras que a pH mayores que su punto isoeléctrico,
intercambian cationes.

En la Tabla 2.2 se muestran algunas aplicaciones de materiales inorgénicos. Se
han incluido en esta tabla a los materiales carbonosos como el carbén activado o los
fullerenos que actian como adsorbentes inespecificos. Se utilizan para complejos de
metales con ligandos tales que los hagan adsorbibles, debido a la presencia de anillos

aromaticos 0 alomos mas polarizables que el oxigeno i.e.: azufre.

2.5 Materiales organicos impregnados mediante interacciones

especificas e inespecificas: “Resinas Impregnadas”.

La preparacion de polimeros intercambiadores de iones es bastante compleja, costosa y
lenta, debido a los varios pasos de sintesis que involucra. Para simplificar este proceso
se han desarrollado las llamadas “resinas impregnadas” (SIRs, Solvent Impregnated
Resins) que fueron empleadas por primera vez en el campo de la Quimica Analitica en
Cromatografia de Extraccién!9?. 198, El concepto de resinas impregn'adas es tan sencillo
como su manera de prepararlas. Se pueden obtener de este modo materiales con grupos
quelantes especificos que serian dificiles de inmovilizar por sintesis quimica. Debemos
aclarar que muchas veces los Quimicos Analiticos utilizan resinas impregnadas sin
darles ése nombre, lo cudl ha producido cierta confusién.

La preparacion de resinas impregnadas consiste en la incorporacién de un

extractante especifico a una matriz polimérica mediante una impregnacién fisica o una
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impregnacién que involucra una reaccién quimica. En las impregnaciones fisicas se
usan soportes poco reactivos como los de resinas poliestireno-divinilbenceno. En las
impregnac:iones quimicas se usan resinas reactivas como ser las aniénicas fuertes y
débiles (polivinilpiridinas por ej.). Las impregnaciones fisicas se denominan
inespecificas y las quimicas especificas.

El fenémeno de las SIRs fue cientificamente reconocido cuando casi
simultineamente, Warshawsky 199 200 y Grinstead?(!, las investigaron para procesos
hidrometalirgicos y tratamiento de efluentes. Una resina impregnada estd compuesta
por un agente complejante liquido disperso homogéneamente en un medio polimérico
sélido. El extractante impregnado se comporta como un liquido exhibiendo ademas, alta
afinidad por la matriz sélida.

La impregnaciéon puede realizarse de dos modos: A) adsorcién directa del
extractante en resinas tipo gel o macroreticulares, obteniéndose la SIR por contacto
directo entre la solucién del extractante con las cuentas de polimero. La eleccién del
polimero y del solvente orgénico para solubilizar el extractante depende de la naturaleza
del ligando y el medio en el cudl la SIR serd utilizada. B) por polimerizacion de
mondémeros de estireno y divinilbenceno en presencia del extractante para producir

resinas conocidas como del tipo Levextre]202,

2.5.1 Aplicaciones analitcas de las resinas impregnadas: Desde la
Cromatografia de Extraccion hasta los sistemas FIA. “Quelacién en
solucion”.

Las resinas impregnadas se comenzaron a usar a principios de la década del *70 en
Cromatografia de Extraccién. En esta cromatografia se separan los iones metalicos por
complejacién en una fase estacionaria que contiene el extractante (complejante) liquido.
A diferencia de la Cromatografia de Particion tradicional (donde la interaccion con la
fase estacionaria se debe a las propiedades de “solubilidad” dcl analito), en la
Cromatografia de Extraccién existen muchos cambios quimicos durante el proceso de
complejacién en la fase sélida dado que se forma un compuesto nuevo: el complejo
metalico.

Se han usado una gran variedad de soportes y extractantes para Cromatografia
de Extraccién. Los soportes mas comunes han sido copolimeros de estireno
divinilbenceno, polietileno, PTFE, celulosa, alimina, vidrios, silica gel y tierra de
diatomea. Los extractantes con los que se pueden impregnar estos soportes pueden ser

acidos, basicos o neutros. Los extractantes acidos (ensayados en este trabajo) son acidos
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dialquilfosféricos o sus monotio y ditio andlogos2%. Los extractantes neutros son los
trialquilfosfatos (TBP, Tributilfosfato) o los éxidos de fosfina (TOPO, éxido de
trioctilfosfina). Los compuestos bésicos son en general aminas secundarias o terciarias o
compuestos de amonio cuaternario como el Aliquat 336.

En la actualidad, la Cromatografia de Extraccién ha caido en desuso debido a la
aparicion de técnicas separativas mas rapidas como la Cromatografia Iénica o las
separaciones FIA. Sin embargo, existe una enorme cantidad de conocimiento quimico
acumulado que no debe perderse ya que éstos materiales se han utilizado principalmente
para separaciones discontinuas en columna y casi no se han usado en separaciones
continuas como por ejemplo FI. La Tabla 2.3 muestra algunas de las aplicaciones mas
modernas en las que se han utilizado SIRs, entre ellas, algunas que incluyen sistemas
FIA.

Un tipo de resina ampliamente usada es la que proviene de la impregnacion de
resinas de adsorcién de la familia de las Amberlitas XAD con distintos extractantes.
Esta es una impregnacién inespecifica por lo que las fuerzas que unen el ligando con el
soporte no son muy fuertes (tipo Van der Waals). La desventaja de este tipo de
impregnacion es que el ligando impregnado se va perdiendo lentamente en los sucesivos
ciclos de preconcentracion y elucion, por lo que su capacidad de extraccién disminuye
al producirse un “sangrado” del extractante.

Una solucién parcial al problema del sangrado es la impregnacién mediante
interacciones especificas como por ejemplo la de resinas anidnicas con extractantes
acidos. En este caso la impregnacién se produce por las interacciones electrostaticas
entre el grupo funcional y el extractante. Dado que estas interacciones son mas intensas
que las de Van der Waals la impregnacién especifica es mas permanente y el sangrado
menor.

La extraccion por “quelacién en solucién” puede verse como una forma de
impregnacion. Consiste en la quelacién de los metales en solucién mediante la
confluencia de la muestra con el extractante y la posterior adsorcién (“impregnacion”)
de los complejos formados con una resina tipo XAD. Esta interesante aproximacion
tiene dos desventajas: A) requiere un sistema de flujo un poco mas complicado y B) la
resina de adsorcién se impregna con exceso de extractante elevando los valores del
blanco.

Otro tipo de resinas impregnadas son las que usan sistemas ternarios del tipo

“ABC”. En este caso un soporte dado se impregna con dos extractantes, un 4cido y una
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base. El 4cido es el responsable de complejar a los metales y la base mantiene al dcido
impregnado en la fase polimérica.

La ventaja principal de las SIRs es que pueden prepararse en algunas horas
pudiéndose impregnar una variedad enorme de extractantes que no pueden ser

inmovilizados por sintesis quimica. Su principal defecto es el sangrado del extractante.

2.6 Lainmovilizacién de moléculas en Quimica Analitica.

La preparacién de resinas impregnadas modifica temporariamente la superficie del

soporte para que éste adquiera propiedades quelantes pero también es posible una

modificacién permanente de una superficie para que adquiera éstas propiedades. Un
ejemplo de ello es la unién de moléculas organicas (o biol6gicas) a soportes inorgénicos
para producir una nueva clase de materiales: los “orgénico-inorganicos”.

La mayoria de los materiales organico-inorgdnicos son vidrios y silicas
funcionalizados, lograndose tal funcionalizacién mediante la formacién de uniones
quimicas. La inmovilizacién de reactivos sobre soportes sélidos mediante uniones
covalentes presenta muchas aplicaciones cientificas y tecnologicas?%, a saber:

e La sintesis de fases estacionarias para Cromatografia (Tabla 2.4). En especial, se ha
producido una enorme variedad de soportes para Cromatografia de Afinidad.

o La sintesis organica de péptidos via catélisis de transferencia de fases. La sintesis se
logra mediante el uso de bibliotecas combinatorias, en las que los péptidos son
sintetizados mediante una molécula unida a una esferita de poliestireno.

e La inmovilizacién de enzimas con fines médicos (separacién de metabolitos) o fines
industriales (biotecnologia).

e La inmovilizacién de moléculas “sonda” para la construccién de detectores basados
en fibras épticas (“optrodos™).

e La modificacion quimica de electrodos (“electrodos modificados”), usada en
medidas amperométricas de muy alta sensibilidad (electrodos enziméticos) y en

electrocatalisis.

Muchas de estas aplicaciones han utilizado silicas y vidrios de poro controlado
(CPG, Controlled Pore Glass) como soportes lo que ha constituido un tema central cn
Quimica Analitica en las ultimas dos décadas. Las silicas posecn caracteristicas unicas

para estos fines: son hidrofilicas y a la vez insolubles en agua, son porosas y a la vez
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mecénicamente estables y sobre todo, son faciles de funcionalizar. La funcionalizacion
de materiales siliceos se hace a través de la adicién de silanos orgénicos a los grupos
silanol (Si-OH) presentes en la superficie del sélido. Esta “silanizacién” es la primer
etapa de cualquier inmovilizacion de ligandos.

En lo que respecta especificamente a la separacién y preconcentracién de
metales, las silicas y vidrios funcionalizados también han sido ampliamente utilizados.
En la Tabla 2.5 vemos resumidas algunas aplicaciones de materiales orgénico-
inorgénicos para la preconcentracion de metales.

Sin duda, uno de los materiales mas usados es la silica unida covalentemente a
8-hidroxiquinolina (I-HOx, “Silica Immobilized 8-quinolinol”). La 8-hidroxiquinolina
(también conocida como oxina) forma selectivamente complejos muy estables con los
metales de transicion. El amplio uso de la oxina inmovilizada sobre silica se debe a que
la reaccion de complejacion de los metales es extremadamente rapida25. Una desventaja
de este material es que no se encuentra disponible comercialmente y por lo tanto debe
ser sintetizado en el laboratorio. Este procedimiento sintético es relativamente largo y
puede requerir hasta cinco dias de trabajo. Como una alternativa a la inmovilizacién
sobre silica, se ha inmovilizado 8-hidroxiquinolina sobre resinas orgéanicas!??, sin
embargo, la recuperacion es pobre para muchos iones metalicos (en especial Cr y Cd) y
la capacidad no es superior a la obtenida utilizando silica como soporte.

También se han preparado resinas impregnadas conteniendo oxina. Por ejemplo,
resinas XAD impregnadas con 8-hidroxiquinolina y también resinas anidnicas
impregnadas con acido 8-hidroxiquinolin-5-sulfénico2%. Sin embargo, mas alld de la
sencillez de su preparacién, adolecen de las desventajas que se han mencionado
anteriormente.

Otra familia de materiales muy usados para preconcentracion es la de las silicas
funcionalizadas con cadenas hidrocarbonadas de distinta longitud, en general con 18
atomos de carbono, llamadas “silicas C-18”. Estos materiales se usan principalmente en
Cromatografia de Fase Reversa (en HPLC) pero también pueden usarse para la captura
de metales si se impregnan con extractantes adecuados. Otra opcién es combinarlas con
un sistema de quelacién en solucion para retener complejos hidrofébicos. En el Capitulo
6, se mostrara el empleo de este soporte para preconcentrar complejos de cadmio con

ligandos naturales .
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2.7 Parametros que caracterizan al soporte sélido de los materiales

intercambiadores.

La mayorfa de los trabajos cientificos ponen especial énfasis en los grupos funcionales

de los materiales intercambiadores y dejan de lado al soporte sélido. En este trabajo

compararemos no sé6lo las propiedades de los grupos quelantes de distintas resinas sino

también las propiedades morfolégicas de sus soportes. Antes de compararlos

puntualmente definiremos algunos pardmetros que permiten clasificar a los materiales

sobre una base comun y que provienen mayormente de la tecnologia de soportes para

columnas cromatograficas y de los catalizadores sélidos.

Area Superficial Especifica: el &rea superficial especifica de un material tiene
unidades de m? g', y viene dada por la geometria de los elementos que forman el
esqueleto del material, en nuestro caso, tamafio y cantidad de poros. A volumen de
poro constante, cuanto mas pequefios sean éstos, mayor seré el drea especifica del
relleno. De manera general la relacion entre Area Superficial (SA, “Surface Area”),

el Volumen de Poros Especifico (SV, “Specific Volume”) y el Didmetro de Poro
(PD, “Pore Diameter”) es: SA o % La medicién de SA se realiza por técnicas de

adsorcién de N; (modelo BET), por porosimetria de intrusion de mercurio o por
técnicas de Cromatografia de Exclusién inversa. Las dos primeras técnicas miden el
érea del polimero seco mientras que la Gltima mide la del polimero hidratado,

brindando ambas informaciones distintas pero complementarias.

Relacion de fases en la particula: es una medida de la capacidad de retencién de un
material expresada como la relacién entre el drea superficial especifica y el volumen
de poros especifico. Esta relacién depende solamente del tamaiio de los poros del
material. A igualdad de tamafios de poros, el soporte con mayor volumen de poros
presentara un mayor tiempo de contacto entre muestra y soporte. Es decir, el soporte

presentard mas “retentividad”.

Limite de exclusion de pesos moleculares: Existc la posibilidad de que los solutos s¢
vean excluidos de la red de poros por un impedimento estérico. Se define cl limite
de exclusién como el valor de peso molecular del soluto que eluye en un volumen

igual al volumen muerto de la columna. (Més correcto que hablar del peso
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molecular seria hablar del tamafio hidrodinamico del soluto en solucion). Como
regla general, cuando el peso molecular de un soluto aumenta, aumenta su tamatio
hidrodinamico. Si el didmetro de la molécula en solucién es mayor que un tercio del
diametro del poro, la transferencia de masa se verd severamente impedida. Puede
asignarse a este limite el nombre de “corte de peso molecular” (MWCO, “Molecular
Weight Cut Off™).

2.8 Métodos para la caracterizacion morfolégica de materiales

quelantes.

La estructura de los materiales intercambiadores de iones cambia drasticamente cuando
se los sumerge en un solvente. Esto se debe a que los materiales incorporan solvente a
su red tridimensional y se hinchan. Por esta razén es preferible realizar la correlacion de
las propiedades funcionales y las propiedades estructurales de un intercambiador de
iones utilizando informacién acerca de su estado en solucién acuosa.

El método elegido para la determinacion de la estructura de poros y el MWCO de I-
HOx y Chelex-100 fue la Cromatografia de Exclusion Inversa (ISEC, “Inverse Steric
Exclusion Chromatdéraphy”)”’. Este tipo de Cromatografia consiste en la utilizacion
del fenémeno de exclusion molecular usado en Cromatografia de Permeacion por Geles,
(GPC, “Gel Permeation Chromatography”) de manera inversa. El término “inverso”
quiere decir que, a diferencia del GPC; los solutos son de dimensiones hidrodinamicas
conocidas (“patrones”) y se investigan las propiedades del relleno de columna. La
Cromatografia de Exclusién Inversa se usa principalmente para la determinacion de
datos porosimétricos?%® y es uno de los pocos métodos capaces de brindar informacion

de los polimeros en solucién.

2.8.1 Cromatografia de Exclusién Inversa.
El procedimiento consiste, como hemos dicho antes, en realizar un experimento

cromatografico inverso con solutos de dimensiones hidrodindmicas conocidas
obteniéndose los volumenes de elucién a través de una columna de material
desconocido. Estos volimenes de elucién serdn menores cuanto mayor sea cl peso
molecular (tamafio) de los solutos. Los solutos pequefios penetran en la red
tridimensional de poros y permanecen alli mas tiempo mientras que los solutos mayores
son excluidos de este espacio. Si la separacion se hace en condiciones donde no existe

interaccion entalpica (especifica) entre el soluto y el soporte, la particién de un soluto
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entre el espacio de poros y la solucién dependera sélo de su didmetro hidrodindmico. En

GPC los volumenes de elucién (V) vienen dados por207:

V.=V, +K(L)-V,

Donde Vj es el volumen “muerto”, es decir, el volumen en el cudl eluye un soluto
que no penetra en los poros, K es el coeficiente de particién del soluto que tiene
diametro L y V, representa la fraccién del volumen de poros que es accesible a ese
soluto. Un método para la determinacién de V), consiste en asumir que el polimero esta

construido por una serie discreta de poros de tamaiio previamente fijado:
{=n
V.=V,+ ). K'(L)-V)
i=]

Como primer paso se elige un “conjunto” de didmetros de poro (dp). El
coeficiente de particién K se vincula con el tamafio de poro a través de un modelo. Para
poros relativamente grandes (mayores a 5 nm), llamados “macroporos” o “poros
reales”, se aplica un modelo de poros cilindricos de didmetro d, para el cual el

coeficiente de particién viene dado por:
L
K. =(- }_)2
P

Si L 2 dp, el coeficiente K. vale cero y la molécula es excluida totalmente.

Una vez calculado el juego de coeficientes de particién de cada soluto patrén
para cada poro elegido, se usan los volimenes de poro como pardmetros ajustables en
una regresion de minimos cuadrados multiples, donde la variable a ajustar es el
volumen de eluci6én experimental.

El modelo de poros cilindricos ‘puede no ser suficiente para describir
completamente al soporte porque la estructura de muchos polimeros puede ser bastante
mas compleja que la prevista por el modelo. Hemos visto que los polimeros utilizados
en separaciones analiticas van desde los llamados “tipo gel” (de bajo grado de
entrecruzamiento y una gran elasticidad) hasta las resinas “macroreticulares” (polimeros
organicos con un alto grado de entrecruzamiento y rigidez como la de los soportes
inorganicos).

En polimeros macroreticulares, la caracterizacién morfol6gica se realiza a través

del modelo de poros cilindricos. En polimeros tipo gel, el modelo utilizado es el modelo

68



de Ogston2%, que describe a los poros como los espacios de una red uniforme de fibras
distribuidas al azar. El coeficiente de distribuci6n en este caso viene dado por:

2
Kp(c%]

En esta expresion, C es la concentracion de cadenas de polimero en unidades de
longitud por unidad de volimen (nm™) y d. es el diametro de las cadenas de polimero
(aproximadamente 0.40 nm para los polimeros ensayados en este trabajo). El coeficiente
de particién “K,"” no tiene el mismo significado que K, sino que representa la fraccién
del volumen del gel disponible para el soluto?!? y no una fraccion del volumen de poros,
como en el caso de K..

Para resinas y otros s6lidos que no se encuentran en ninguno de los dos extremos
de la descripcion morfol6gica, es necesario describir al polimero como una mezcla de
macroporos sumados a una fase gel con microporos. Podemos imaginar a un polimero
como un soélido constituido por tres fases (Figura 2.1): una zona impenetrable de
polimero muy denso (concentraciones de cadena de 2 nm?) unida a una fase gel
(concentraciones entre 2 y 0.1 nm?) separadas de otras zonas de gel por poros

verdaderos.

En este capitulo mostraremos el uso de materiales quelantes de distintas clases
en sistemas de preconcentracién FIA. Compararemos la resina organica de intercambio
ionico (Chelex-100), que ya hemos utilizado en el capitulo anterior, con un extractante
(8-quinolinol) inmovilizado mediante sintesis quimica a un soporte inorganico (silica
gel). Estos dos materiales se hallan entre los que presentan mejor performance para la
preconcentracion de metales utilizando sistemas FIA2!!. También mostraremos la
sintesis de resinas impregnadas especifica e inespecificamente con &cidos alquil-
ditiofosféricos, y su utilizacién para la preconcentracién semi-continua de metales cn

columnas de intercambio i6nico.

2.9 Resultados y discusion.

2.9.1 Sintesis y caracterizacioén de |-HOx
Uno de los reactivos inmovilizados sobre silica mas utilizados es la 8-hidroxiquinolina.

Se han informado distintos procedimientos para la inmovilizacién de 8-hidroxiquinolina

sobre silica?2 212, Estos procedimientos son relativamente lentos (5 dias) e involucran
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una sintesis secuencial en 4 etapas (silanizacion con un silano aminado, substitucién
nucleofilica de un cloruro de 4cido con un grupo nitro terminal, reduccion del -ArNO; a
-AINH;, formacién de la sal de diazonio -ArN," y copulacién con oxina). Todos estos
pasos exc.:epto el dltimo, han sido idcados originalmente para la inmovilizacién dc
enzimas sobre silica?!3 para lo cual se requiere un espaciador entre el soporte y la
enzima terminal. Este espaciador, al unirse con oxina, confiere flexibilidad al grupo
terminal lo que se pondré de manifiesto al analizar la morfologia de I-HOx en la seccién
siguiente. Otras sintesis informadas2%5 utilizan un espaciador mas corto: la silice se
funcionaliza con un silano que en su extremo terminal contiene un grupo ArNO,
(aminofeniltrimetoxisilano). Sin embargo, este reactivo no se encuentra ficilmente
disponible en el mercado por lo que la sintesis usada aqui es preferible. Una importante
ventaja de la sintesis empleada en este trabajo consiste en que en el ultimo paso de
reaccién (diazotacién y copulacién) el grupo funcional se encuentra unido al soporte por
una unién azoica que puede reducirse con facilidad liberando a la oxina lo que permite,
una vez liberada, utilizar otro grupo para funcionalizar la silice como por ejemplo
ditizona o 4cido salicilico?!4. Otra ventaja de la ultima etapa de sintesis es que la
copulacién forma un colorante azoico de color rojo intenso que permite verificar
réapidamente el éxito del procedimiento. Si el s6lido presenta una coloracién anaranjada
o amarillenta, la capacidad de quelacién seré con seguridad, muy baja.

Luego de la etapa de sintesis, se determiné la capacidad del intercambiador, tal
como se describe en Materiales y Métodos, obteniéndose un valor de 160 pmoles por
gramo. Esta capacidad es mayor que la reportada en otros trabajos2!2 (60 umoles g) y
mucho mayor que la de los materiales que usan vidrio de poro controlado (CPG) como
soporte (20 pmoles por gramo promedio). Para los fines utilizados en éste trabajo, la
capacidad es suficiente dadas las bajisimas concentraciones de metales en las muestras
(= 1.10” M) pudiéndose asegurar que la concentracién de ligandos en el volumen de los
poros se encuentra en exceso (los datos de extraccién de Cu determinados por AAS
concuerdan con los datos de microandlisis y sugieren que los complejos formados
tienen una estequiometria 1:1).

Los espectros IR de la silica funcionalizada y sin funcionalizar no mostraron
diferencias debido a la intensas bandas de absorcién de la silica (3464.59 cm’', 1635.84
cm™, 1086.06 cm™, 800.56 cm™ y 461.05 cm™) que enmascaran la absorcién de la 8-

hidroxiquinolina.

70



2.9.2 Comparacion de la morfologia de Chelex-100 e |-HOx.
La mayoria de los trabajos publicados sobre preconcentracién, centran su atencion en el

estudio del grupo funcional que se encuentra en la superficie de las resinas ensayadas y
en su afinidad por distintos iones. Sin embargo, poco se ocupan del soporte
(“esqueleto™) en el que se sostienen estos grupos. Los soportes de Chelex-100 e 1-HOx
tienen morfologias muy diferentes entre si: en el primer caso se trata de un soporte
polimérico estireno-divinilbenceno mientras que la I-HOx se ha sintetizado sobre silica
no esférica grado TLC. El anélisis morfolégico de estos soportes mostrard las
propiedades distintivas de cada uno de ellos y de que manera afectan las
determinaciones analiticas.

Hemos visto que los materiales de intercambio i6nico pueden estar basados en
materiales inorganicos (silicas, aliminas) o en sustratos poliméricos organicos2!s.
Mientras que los materiales inorgénicos son rigidos y no se hinchan en ningun tipo de
solvente, los materiales organicos que son copolimeros de estireno'y divinilbenceno o
polimetacrilatos, son penetrados por los solventes causando hinchamiento y, por lo
tanto, la modificacion de su estructura de poros. Este hinchamiento produce diferencias
en el volumen intersticial de ambos materiales lo que produce un tiempo de contacto
diferente entre el analito y el intercambiador. Ademads, la inclusién del solvente conduce
a la formacion de fases tipo gel que hace mas lenta la transferencia de masa.

En la Figura 2.2 se muestran los volimenes de elucién corregidos obtenidos por
ISEC para Chelex-100 y para I-I1Ox. El juego de patrones para la calibracién de peso
molecular se comporta de manera muy distinta en cada caso: ambos materiales
presentan una exclusion clara en el patrén de 6000 Da (limite de exclusion total), sin
embargo, el Dextrano de 1500 Da permanece mucho mas tiempo dentro de la red
polimérica de Chelex-100 lo que implica que las especies de alto peso molecular ligadas
a metales podran intercambiarlos con Chelex-100 mas facilmente, al aumentar el tiempo
de permanencia dentro de la red de poros. Este aumento del tiempo de permanencia se
debe a un mayor volumen especifico de poros, como veremos seguidamente.

El é4rea especifica de un material intercambiador es un pardmetro fundamental ya
que junto a la capacidad especifica, determinard la densidad superficial de grupos
funcionales y por lo tanto el grado de retencién de cada especie. Para determinar el 4rea
especifica y la estructura de poros se compararon las medidas obtenidas pc;r métodos
tradicionales sobre los materiales secos y las medidas mediante ISEC. Para medidas de

drea se utiliz6 el método tradicional “BET” en ambos materiales, notiandose grandes
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diferencias: Chelex-100 presenta un 4rea BET nula mientras que I-HOx presenta un 4rea
BET de aproximadamente 500 m?/g, similar a la que presenta el soportc sin
ﬁmcionaligar. Esto indica que para Chelex-100 toda el area se genera por hinchamiento
en solucién mientras que para I-HOx existe una estructura de poros aln en ausencia de
solvente, tal como se espera con un soporte inorganico. En solucién ambos materiales
presentan gran area pero, comparativamente; Chelex-100 presenta un 4rea especifica
mucho mayor que I-HOx. (Tabla 2.6). Por otra parte el drea superficial de I-HOx en
soluci6én es menor que cuando el material esta seco lo que se atribuye a la formacion de
una fase gel en la interfaz sélido / solucién.

La distribucién de poros se obtuvo utilizando un modelo de macroporos cilindricos
unidos a una fase gel que se modela segin el modelo de Ogston. Los valores medios del
tamafio de los macroporos se muestran en la Tabla 2.6. Estos han sido calculados como
un promedio pesadc; del tamafio de los poros y su volumen especifico. Es interesante
notar que a pesar de ser soportes de caracteristicas quimicas muy distintas, ambos
presentan didmetros medios de poro similares, por lo que el comportamiento con
respecto a la exclusién de pesos moleculares sera similar. Sin embargo como el
volumen de estos poros es casi cinco veces mayor para Chelex-100 que para I-HOx, la
retentividad (capacidad cromatogréfica) del primero serd mucho mayor, puesto que su
red polimérica es mas intrincada.

La manera mas sencilla de describir la porosidad de un material es utilizando el
didmetro de poro medio. Sin embargo, es posible describir mas detalladamente esta
estructura considerando a la red de poros como un juego discreto de poros de distintos
tamafios. Ambos soportes presentan dos fracciones de macroporos importantes de
tamafios similares 4.3 y 8.1 nm, como vemos en la Figura 2.3. Se encuentra
aproximadamentc un 50% de poros de cada tipo, sin embargo, Chelex-100 presenta casi
6 veces mayor volumen de poro en ambas fracciones mostrando una mayor 4rea
especifica. En I-HOx existe un leve predominio de los poros de menor tamafio y en
Chelex-100 ocurre lo inverso. Debido a que el tamafio de poros es similar, ambos
soportes excluirdn moléculas del mismo tamafio.

La exclusién de solutos de la red tridimensional del sélido en funcién de sus pesos
moleculares depende del tamafio de los poros. Esta exclusién se describe cominmente
mediante el MWCO, que en este caso es de 1500 Da para ambos materiales. Sin
embargo, los solutos sufren une exclusién de los poros que varia de forma continua con

el aumento del tamafio del soluto. Si aplicamos el modelo de poros cilindricos, podemos
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calcular los coeficientes de particién “K.” para cada soluto en cada tipo de poro y
sumando la contribucién de cada fraccién de poros, podemos determinar que porcentaje
del volumen de poros se encuentra disponible para cada soluto.

Este efecto continuo de exclusiéon se muestra en la Figura 2.4. Para el patrén de
1500 Da (MWCO), ya existen severos impedimentos estéricos para penetrar la red
polimérica, lo que se asigna por convencion2!$ a un tamaiio igual a 1/3 del diametro de
poro medio. La exclusién total se da para solutos con un didmetro aproximado de 6 nm,
lo que corresponde a un peso molecular de 6 KDa (ver Figura 2.4 inserto). Dicho de otra
manera, un soluto cuyo peso molecular sea mayor o igual a 6 KDa, no intercambiara
con la resina ningun ion metalico. Los primeros datos reportados por el fabricante de
Chelex-1009¢ afirman que ésta resina tiene un MWCO en el intervalo 500 a 900 Da. (2.5
nm de tamafio medio de poro). Sin embargo, datos mas modernos del fabricante indican
un MWCO de 3500 Da. En el caso de I-HOx, nunca se han reportado descripciones
morfolégicas.

Una vez estudiada la porcion mayoritaria de los materiales, los macroporos, queda
aun por estudiar la fase gel de las resinas, que es donde se encuentran los microporos y
los grupos funcionales. En la Tabla 2.7 se muestran los resultados del ajuste de la fase
gel al modelo de Ogston.

En este modelo, la densidad de una fase gel se describe segun la concentracién de
cadenas poliméricas presentes en esa fase. A modo de ejemplo, una concentracioén de
polimero extremadamente baja es de aproximadamente 0.1 nm y corresponde a un gel
muy expandido cuya densidad se aproxima a la de una cadena polimerica helicoidal en

2 es una densidad

solucion. En el otro extremo, una concentracion de polimero de 2 nm”
de cadenas muy alta y corresponde a una masa de polimero muy densa y muy poco
accesible (inclusive para pequefias moléculas).

En la Tabla 2.6 vemos que tanto para Chelex-100 como para I-HOx, el volumen de
la fase gel (V) es pequefio. La Tabla 2.7 muestra la composicién de la fase gel para
cada resina en distintos solventes: la fase gel de Chelex-100 es muy poco densa y posee
una estructura formada por “clusters” de microesferas de masa polimérica muy densa
con poros “verdaderos” entre ellas.

El caso de la silica modificada es diferente ya que su fase gel, aunque escasa, es

muy densa. Este material tiene solamente la porosidad permanente del esqueleto de

silica. A diferencia de Chelex-100, en I-HOx la fase gel se encuentra muy poco
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hinchada (aparentemente en un entorno hidrofébico) formando una especie de “film” de
grupos quelantes acostados en la superficie de la silica

En la Tabla 2.6 y 2.7 también se muestran los resultados de medidas ISEC en THF
en vez de agua. A pesar de que la operatoria analitica casi siempre se realiza en agua,
estas determinaciones en solventes no acuosos sirven para obtener datos morfolégicos
complementarios y una mejor comprensién de la “anatomia” de ambos materiales.

En THF, un polimero hidrofébico deberia hincharse por inclusion de este solvente.
Estos experimentos se pudieron hacer sélo para I-HOX, puesto que Chelex-100 presenta
una altisima afinidad por éste solvente lo que produce fusién de sus particulas y hace
imposible realizar el experimento. La Figura 2.5 muestra la curva de elucién para I-HOx
en THF. El ajuste de estos datos segun los modelos antes descriptos indica que en THF
el polimero soportado sobre la silica se hincha mucho mas, disminuyendo el volumen
de poros y aumentando el volumen de la fase gel. Esto seria compatible con una
posicion de los grupos funcionales del tipo “cepillo” (Figura 2.6). En agua, los grupos
funcionales se encuentran “acostados” unos sobre otros formando un “film”216, Este
cambio de posicioén se debe a que las moléculas de oxina se encuentran ancladas en la
superficie mediante un espaciador bastante largo y flexible que permite el movimiento
del grupo funcional. Todos estos cambios se esquematizan en la Figura 2.6.(Ver

también Jerabek2!7)

2.9.3 Optimizacién de variables en la retencién de metales por |I-HOx: flujo de
operacion y pH de preconcentracion. .

Antes de realizar la calibracion con I-HOx, se modificaron las variables del sistema de
flujo con respecto al trabajo con Chelex-100. El flujo de muestra utilizado para Chelex-
100 (5 ml min’') fue modificado llegando a un valor de compromiso entre la resistencia
al pasaje de muestra que ofrecen las particulas de relleno de la microcolumna y la
capacidad de retencién de metales de las mismas.

La ecuacién de Bernouilli de conservacién de energfa en fluidos reales indica
que la caida de presién en una columna debida a la resistencia opuesta por el relleno se
manifiesta en una disminucién en la velocidad media del fluido?!8. Para una tuberia sin
friccién, el aumento en el trabajo entregado por una fuente externa (como la bomba
peristaltica) sc traducc en un incremento /ineal en la velocidad del fluido. Sin cmbargo,
si existe una friccion considerable (como en una microcolumna empacada), existird una

pérdida de energia que serd directamente proporcional al flujo de operacién (Vo) e
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inversamente proporcional al cuadrado del didmetro de las particulas de relleno. Si el
diametro de las particulas es menor, mayor sera la caida de presién en la microcolumna
y mas se alejara el fluido de un régimen ideal, por lo que la velocidad del mismo sera
menor que el valor ideal. Desde un punto de vista préctico, si se cambia la cantidad de
relleno de la microcolumna o bien su disefio, sera necesario recalibrar el flujo.

Desde el punto de vista de la operacién del sistema de preconcentracion, para
lograr el mismo flujo (el mismo tiempo de contacto), serd necesario aumentar la
velocidad de la bomba peristéltica conforme se utilicen rellenos con menor diametro de
particulas. Desde este punto de vista, [-HOx presenta menor resistencia al flujo que
Chelex-100 dado que la silica tiene mayor tamafio de particula. La resistencia al flujo de
ambos rellenos se muestra comparativamente en la Figura 2.7. Sin embargo, éste no es
el tnico factor a tener en cuenta para la seleccion del flujo de operacién de I-HOx.

Cuando se selecciona un flujo 6ptimo de trabajo, éste aparece como una
situacion de compromiso entre la maxima frecuencia de andlisis y la maxima eficiencia
de preconcentracion. Un flujo muy alto, si bien aumenta la frecuencia de muestreo,
disminuye la eficiencia de preconcentracion. Para el caso de Chelex-100 e I-HOx no se
detect6 una fuerte variacion de E% con el flujo de muestra. Sin embargo, fue necesario
disminuir el flujo de muestra para I-HOx a pesar de que la caida de presién no es tan
grande como con Chelex-100. Diversos autores?!? recomiendan flujos bajos para
obtener una buena capacidad “breakthrough” de preconcentracién. Flujos mayores a 2
ml min”' reducen significativamente la capacidad “breakthough”. Este efecto es mucho
mas critico en el caso de I-HOx que de Chelex-100 puesto que ésta ultima posee mayor
capacidad por lo que una disminucién de ésta no es tan evidente.

El pH al cual se llev6 a cabo la preconcentracién con I-HOx fue optimizado al
igual que con Chelex-100. Recordemos que en éste ultimo caso se seleccion6 un pH
levemente acido, para disminuir la afinidad de la resina por los metales alcalino térreos.
Sin embargo, dada la mayor selectividad de la 8-hidroxiquinolina por los metales de
transicion?29, se pudo trabajar con un pH mas alcalino (8.7), manteniendo una buena
separacion entre los metales de transicion y los alcalino térreos. Ademaés, para la
retencion simultdnea de varios analitos; se requieren valores de pH mayores que 8. Por
ejemplo, para colectar eficientemente metales como el Pb y el Mn es. necesario un valor
de pH cercano a 8.5%9. 132,206,221 ' lo que no impide utilizar este soporte en valores de pH
mas acidos. Los metales como Fe, Cu, Ni y Co son extraidos cuantitativamente a

valores de pH cercanos a 4 dada su mayor afinidad por los grupos funcionales de la
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silica?!%. Esta eficiente extraccién a tan bajos valores de pH puede deberse a que la
unién de la sflica a la oxina aumenta la constante de acidez del grupo quelante en dos
6rdenes, lo que hace a la extraccién mas independiente del pH205,

Las sflicas, como los vidrios, son disueltos por los alcalis y no pueden ser usadas
a valores de pH mayores que 9 debido a la lenta hidrélisis de los enlaces Si-O-Si. Sin
embargo, se ha informado que las silicas funcionalizadas retienen su capacidad por
largo tiempo aunque sean operadas a valores de pH cercanos a 9205. 214, La hidrélisis del
esqueleto siliceo es un problema grave cuando se procesan grandes volimenes de
muestra con procedimientos en columna semicontinuos, pero en FIA, los volimenes de
muestra son mucho menores por lo que no se observa una disminucién en la

performance del s6lido aunque se opere a pH levemente alcalino.

2.9.4 Calibrado y Validacion con I-HOx.
Se realizaron calibrados con I-HOx como soporte de preconcentracién. Los resultados

obtenidos fueron sumamente satisfactorios ‘y estuvieron en concordancia con los valores
reportados para el material de agua de mar certificada CASS-3 (NRC). Debido a que el
flujo de muestra fue menor, se aument6 el tiempo de preconcentracion de manera de
mantener el volumen de muestra constante (222 s de preconcentraciéon). En la Figura 2.8
se muestran las sefiales obtenidas para ambos soportes utilizando agua de mar
adicionada con Cd. Observamos que la sensibilidad es mejor para I-HOx (50 ppt de Cd
producen la misma sefial que 70 ppt de Cd preconcentradas con Chelex-100). La sefial
de background es muy baja en ambos casos, lo que habla de la eficiente separacion entre
el analito y la matriz. A pesar de que una vez finalizada la etapa de preconcentracion la
columna se lava con buffer, aparece una sefial de fondo de todas formas que se atribuye
a la retencion parcial de metales alcalino térreos. La separacién de los metales alcalino
térreos es peor en el caso de Chelex-100 que de I-HOx220 o que se atribuye a una mayor
diferencia entre las constantes de formacién de los complejos de Cd y los de sus
interferentes Ca y Mg (Ver Tabla 2.8). Estas constantes no son muy diferentes para

Chelex-100 (Tabla 2.8), lo que produce un factor de separacion peor*. En algunos casos

% El factor de separacién “a” se define como :
oo Yoa, Xu

. YNI Xlﬂ
donde Y son las concentraciones de metal en la resina y X las concentraciones en la fase llquida. El factor
de separacién puede medirse a partir de las curvas de “aparicién”, midiendo la concentracién de metales
en el elufdo o, estimarse como el cociente de las constantes de formacién de los respectivos complejos.
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se informan en la Tabla las constantes de formacién de los andlogos de los ligandos

inmovilizados, dado que no existen datos de constantes para las resinas.

2.9.5 Comparacién de las Figuras de Mérito para I-HOx y Chelex-100.
En la Tabla 2.9 se muestran las figuras de mérito para la determinacién de Cd en

agua de mar, preconcentrando los metales con Chelex-100 y con I-HOx
respectivamente. Los limites de deteccion obtenidos son similares, asi también como la
precision. Las masas de los blancos son similares para ambos materiales, sin embargo,
dado que el buffer utilizado para preconcentrar I-HOx tiene una concentracion 0.05 M
mientras que el utilizado para Chelex-100 tiene una concentracién de 0.1 M, la solucién
stock del buffer de pH 8.7 presenta mas impurezas que la de pH 5.2. Por otra parte la
microcolumna rellena con Chelex-100 requirié un menor nimero de lavados iniciales
que la columna de I-HOx, para alcanzar un nivel de los blancos aceptable. Esto puede
deberse a que el procedimiento de sintesis de I-HOx produce un material levemente
contaminado con metales, a diferencia de Chelex-100 que se obtiene con la calidad
analitica del fabricante. Se debe tener en cuenta que estos lavados iniciales deben
repetirse toda vez que se renueva el relleno de la microcolumna.

Ambos sistemas preconcentracion muestran algunas diferencias (Tabla 2.10) en sus
figuras de mérito. Para establecer comparaciones sobre la misma base, los volimenes de
muestra usados en ambos casos se mantuvieron constantes pero, por los motivos antes
expuestos, el flujo de muestra utilizado fue menor en el caso de I-HOx, lo que
disminuye unas tres veces la frecuencia de andlisis. La alta frecuencia de anélisis es la
ventaja mas sobresaliente para el sistema que utiliza Chelex-100.

Es interesante notar que la eficiencia de preconcentracién es distinta en ambos
casos. I-HOx presenta una eficiencia del 100%, esto es, todos los iones que atraviesan la
columna son retenidos mientras que la eficiencia para Chelex-100 ronda el 70%. Estos
resultados son comparables a los obtenidos por Fang et al!'7¢ y se deben a la mayor
velocidad de quelacion de I-HOx (Ver proxima seccién). Una eficiencia del 100 % en el
proceso de preconcentracion, si bien no es necesaria para calibrar, es una virtud
interesante, ya que permite la introduccidn directa de los patrones de calibrado dentro
del horno sin requerir de pre-concentracion. Ademads, una alta eficiencia se traduce en

un mayor factor de enriquecimiento.



2.9.6 Comparacion de las velocidades medias de quelacion.
Hemos visto que,- en las condiciones en que se realiza el anédlisis, la eficiencia de

transferencia de masa es un 30% mayor para I-HOx que para Chelex-100. Esto se debe
a una ma&or velocidad aparente del proceso de quelacién como se muestra en la Tabla
2.11. Esta velocidad es obviamente la minima para I-HOx puesto que no se alcanza el
valor de flujo al cudl la eficiencia es menor que el 100%. Dependiendo del tipo de
intercambiador, la velocidad de quelacién es dependiente de la concentracién de grupos
funcionales en el polimero??2, Sin embargo, a pesar de que la densidad superficial de
grupos quelantes es mayor para Chelex, su velocidad normalizada de quelacién sigue
siendo menor que para I-HOx. Chelex-100 e I-HOx no presentan densidades
superficiales de ligandos demasiado distintas, a pesar de que la capacidad de Chelex-
100 es casi tres 6rdenes mayor que la de I-HOx. Esto ultimo se atribuye a que los
grupos funcionales de I-HOx se encuentran concentrados en un 4rea especifica mucho
menor que en Chelex-100. Tampoco podemos asignar las diferencias de velocidad de

quelacién a los distintos tiempos de contacto®

entre el analito y el intercambiador ya que
son aproximadamente iguales en las condiciones de operacién de ambas resinas. En el
caso que fueran operadas a flujos similares, el tiempo de contacto para Chelex-100 seria

mayor puesto que tiene un volumen intersticial (volumen de poros) también mayor.

2.9.7 Experiencias con Resinas Impregnadas.

Ademas de las resinas Chelex-100 e I-HOXx, se prepararon algunas resinas impregnadas
para evaluar su performance en sistemas de flujo y estudiar su selectividad. La resina
impregnada SIR-1 (ver experimental) se sometié a ensayos dindmicos de extraccién en
columnas para estudiar sus caracteristicas y sclectividad. Puesto que esta resina fue
impregnada con un 4cido alquilditiofosférico (D2EHTPA) que retiene fuertemente
distintos metales2, los experimentos se realizaron no sélo con distintos iones, sino

también a valores de pH mas 4cidos que los ensayados anteriormente. El objetivo

SEl tiempo de contacto se calcula como:

14

= poros

¢
Donde Vpors €s €l volumen de poros correspondiente al volumen de resina contenida en
la microcolumna y es mayor cuanto mayor es la porosidad y ¢ es el flujo total a través
de la columna.

T

78



ultimo fue el de obtener una resina capaz de extraer los metales en muestras de agua
previamente acondicionadas con 4cidos (segin normas EPA para la conservacién de
metales traza en aguas naturales). Si se contase con tal resina seria posible evitar la
neutralizacién previa de la muestra y no seria necesario emplear un buffer de
preconcentracién que aumenta mucho el valor del blanco de reactivos. Otra posible
aplicacién seria la extraccién de metales de muestras sélidas digeridas (i.e. barros,
sedimentos de rio etc.), que se encuentran en concentraciones de 4cido que pueden
llegar hasta 3 M. Las experiencias se realizaron mediante extraccion en columnas de
dimensiones mayores (volumenes de lecho de 7 ml aproximadamente) que las utilizadas
en FIA para no agregar otra variable al estudio de performance.

En la primer experiencia se realiz6 la carga de la resina SIR-1 con una mezcla
binaria de metales (Cd y Zn), a distintos valores de pH y su posterior elucién con EDTA
(Ver Materiales y Métodos). Vemos que la resina SIR-1 muestra una alta afinidad y
capacidad por los metales ensayados. Esta capacidad esta en el mismo orden que la
capacidad de Chelex-100 (Tabla 2.12).

Esta tabla muestra ademds el cociente entre la carga molar de extractante (moles
de extractante impregnados) y la capacidad molar para los metales, que tiene un valor
cercano a dos, lo cudl sugeriria una estequiometria ML, para el complejo. Esta es una
diferencia notable con I-HOx y Chelex-100, que forman complejos 1:1. El motivo de
esta diferencia es que aqui el ligando no se encuentra inmovilizado, sino que se
comporta como una fase liquida impregnada en la fase gel del soporte de la
polivinilpiridina, por lo cual varios ligandos pueden acercarse a un mismo centro
metalico223,

En las experiencias de cxtraccién se ven efectos de competencia que ocurren
cuando se agota la capacidad de la resina. Esto corresponde a la zona donde C/Cy es
mayor que cero. Al alcanzarse condiciones cercanas a la saturacion comienzan a
producirse fendmenos competitivos: el Zn es expulsado de la columna por el Cd (que
actia como “eluyente” y disminuye su recuperacion ) produciendo una concentracién de
Zn en el efluente ain mayor que la de la solucion de alimentacion (este efecto se conoce
como efecto de expulsion o “overshooting™). No se notan diferencias significativas en la
extraccion de metales de matrices mds 4cidas, por ejemplo las altamente corrosivas
como HClO4 5 M.

Una aplicacion interesante de esta resina es la purificacién de los 4cidos usados

para la elucién en el sistema FI-ETA-AAS. Es posible producir un 4cido de calidad
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similar a la “Suprapur” por purificacion de una solucién 2M del mismo a través de una
columna rellena con SIR-1.

En la figura 2.10 se muestra la separacién de otras mezclas binarias. La resina se
muestra muy eficiente para la extraccién de Pb, inclusive en medio extremadamente
acido (Tabla 2.12). La selectividad entre Pb y Zn manifiesta un efecto similar que para
el Cd. La resina SIR-1 también se mostré altamente selectiva por Cd en presencia de Ni,
cuando se la opera en condiciones de saturacién. Si no se desea obtener un efecto de
selectividad y por el contrario se desea una eficiencia similar para todos los metales
pesados, SIR-1 podria operarse en la zona de no saturacion. Este seria el caso para el
analisis de Zn y Ni que son los metales menos retenidos. Dado que la capacidad de SIR-
1 es muy alta, la operacién en ésta zona es suficiente para el analisis de vestigios
metélicos. Ademds, la resina se muestra selectiva para Pb frente a Cd por lo que se
puede escribir un orden de selectividad aproximado :

Selectividad: Pb>Cd>Zn>Ni.

Sin embargo, a pesar de que para la extraccién en columna la performance de
SIR-1 es muy buena, durante la elucién se evidencian algunos inconvenientes que
impiden su uso en sistemas FIA, que requieren muchos ciclos de extraccion sucesivos.
La Figura 2.11 muestra que durante la elucién se produce un sangrado del extractante
(se observa un “pico” de elucién de fosforo y azufre). Ademas, la capacidad para la
extraccion de Cd disminuye casi tres veces en el segundo ciclo de extraccién (datos no
mostrados) como resultado de este sangrado en la etapa de elucién (en la etapa de
extraccién no se evidencié sangrado ya que no se detectan azufre o fésforo en los
liquidos efluentes). O sea, a pesar de que los metales son eluidos eficientcmente la
pérdida del extractante disminuye su capacidad en los ciclos futuros. Se sospecha que el
agente de elucion (EDTA, pH=10) cstd desplazando al extractante de la columna
probablemente por formacién de una emulsién o bien que el medio basico del eluyente
esté solubilizando al extractante ( soluble en fase acuosa sélo si se encuentra
deprotonado). Esto ultimo explicarfa la ausencia de pérdida de extractante en la etapa de
preconcentracién (4cida) y el sangrado en la etapa de elucién (alcalina). (entre ambas
etapas se lava la columna exhaustivamente)

Por los motivos expuestos, no se continué con el uso de esta resina impregnada
en sistemas FIA, aunque se la utiliz6 para la purificacién del 4cido de elucién. Las
nuevas tendencias en el uso de SIRs utilizan otros extractantes menos poderosos que el

D2EHTPA, tales como los acidos alquilfosféricos, que pueden ser eluidos con



soluciones de acidos concentrados, donde el extractante no es soluble y por lo tanto no

hay sangrado.



"0JTUQT OIQUIBDISIUL 9P O SAJUR[anb seuIsaI Ip se1da[as sauoroedijde seun3y :1°Z e[qe]

d ‘pd
ovz 33U $3v-dJ1 ‘ny ap sopeinuod sofsjdwo) oulure |13 utfozeprury vdl
an
sz 3d SAV-dOI-14d Serel selal], 01eU0j$0J-]A190-08] H3H
OUIIUIQ[IUIAIP
8€T SVVv d ‘Pd vV oidesrsw -Oje[LIdejaul [IpIdI D)
M2 ad: STV-dOI pPd ‘ny ‘v [ozepiwil Axods
A®D
9z I SAV-dII  °d 1D ‘A BT ‘1L ‘Ul ‘US ‘19 soulue) 1xod3
(sopeinuo|d sofojdwos)
sez SIN-dDI ny 4 ‘Pd N ‘P ‘Y olLrewgzend oluowry 8X-1 xamo(
"(od1ugjIns
-g-urjoutnbixoIpiy-g opioe
pez 33U SIA-AN uo9 sofojdwod owod) 2§ soolugIue BUINIYD
(eso[n[ad ap oxjij us)
ez 3 Svv-vlid PJ ‘0D ‘IN ‘1D vdl 001-X3[3YD
w3 SAV-dII A SVYV4 1D ‘o ‘us ‘uZ ‘qd ‘PD vdal 001-X3[*YD
13 SIN-dDJI-OdD ezen S9[eRN vdal 001-X3[eYD
oz 33U Svvid IN 10 ‘nD ‘pD 0jejsoj (SOHJ'T13D) eso[n2)
PTadad: SIN-dOI1 X ‘N ‘qd ‘IN ‘nD ‘0D ‘pD ojejodeLy (Ulwelpud|iiy) eso[n[3)
"0o1uQj|ns-g-urjournbixopry
szz 3N SIN-dJI ezen S9eRN -8 OpIde 3p 131sg EsSO[n[ad[ljowirxoqre)
JRa@id: SIN-dOI-1d uz ‘qd ‘IN ‘nD ‘PO ojeuojins 8X-MO0S OV
oz Jod SqV-dOI 3N AeD soje|rxoqre) edl[LdEISW £ BII[LDY
sz 3l SVV-v1d uz ‘U 10 ‘n) (VLN) o1e1a0e1no]niN eplwejoy
(ugisnjoui ap ofojdwod) -ouedoidixoda-z‘] uod
vl SYV U “IN ‘PO ‘nD ‘Joyeu-g-ozepipuid-n  epezisunjod eurgxapojo1a-g
‘Jod uQ199339( sojl[euy [euodung odniny [era1awo)) aiquoN o apodog




*0JTUO! OIqUIEDI3NUT 3P O S)UR[IND SeuISaI ap seyds[as sauoedijde seund[y :(1uod) [°Z elqeL

g5z

IRSD:
1573l

osz 3o
vz 33"

svz 3o
w3l
9vz 33U
stz 3
wz 3N
ev ‘vz 39U

1wz
geg 3T

Svv

Svvd
VVN

SI-dOI
SIN-dOI

Svyv

SYV-v1g ‘TaX
Svv

SVVi-Id

‘Al U9133333p
‘euwn[od)sod UQIOBZIBALISP
uo0d eo1u0] BIJRL0JRWION)
SVV-V13-1d

S3Vv-dOI

SVV

qd ‘uZ ‘)

D1dq uod sofojdwos

owod 0) ‘P ‘UZ ‘nD ‘IN @]
asn

(sea13oj01q

senssnw) qd ‘az ‘n) ‘IN ‘9]
qd ‘UN ‘nD ‘0D ‘PO

qd

‘PO ‘Uz ‘nD “IN ‘0D ‘a4 ‘UN

PO ‘ad
M ‘Pd
uZ ‘qd
‘IN ‘U 94 ‘nD 1) 0D PO

soplugjue|

O ‘0D

nD ‘U ‘IN ‘nD ‘qd ‘PO
id ‘Pd ‘NV

BUOZRQIEDIWIASUI[IUBA-O
(ofa1dwos |ap uoidiospe)
oun3uiN

(jourolosai (ozejAjozen-z)-v

val
(va) oyeraoeipourwy

eurjournbixo1piy-g
BWIXOPIUIR
'uoznIp

oolugjsojourure

ojeurexolpiyonnq ouwe-4
vdl

eururejuadusiiioens)
soJny[ns

avx

91-avX
IAXYVL
(ouaousqIuIAlp
-ouams?) gAQd-Sd
gAd-Sd

0JIIUIA oJdwijod

(ww

6 ¢ eanisoderp us opeuows
[11X9)) o[LDIuojUdElj0d
(eurprudjruia)ijod

vidvd

£ld

-V dBWOIN

suture[ay) XY[ERW
OU2DUAQ[IUIAIP-OIB[LIDBIJN]




"Sa[e1oW 3p UQIENUasu0d31d ef ered soorugSIour Sa[ELIJEW A SOSOUOQIRD S3[eLIdjew 3p osn [3p sojdwals sound[y 7'z Blqe]

(OLaq uos

09z 3 STV-dDI ofejdwod) uz ‘A ‘qd @4 ‘nD ‘1D ‘tv 2p solojdwo) oun3uiu OpBAIIOR UQQIBO+BOI[IS
6sz3 VVN serey seual] HO-3W O*HX' 03N
gszJod SYV (oreureqresonip uiptjourd uos ofsjdwos) qd oun3uiu 09D ouasdnj
523 INALGE (oreonipoques |-uipijound uods ofsjdwos) p) oun3uiu 09D ouasd[ng
95733 Svv ©zZeq Sojels N HO-34 SIS
szl SYV-v.13 ‘SYvd uZ ‘qd ‘U ‘0D ‘0D ‘PO HO-3D opeAnde 103D
vsz 3 SVV-v14d (eurjouinbrxoipiy-g uos ofojduios) A oun3uiu opeAInoe uoqre)

‘Jou u01939)3(J sojI[euy Jeuordung odnin [eUeN




‘sepeudaidun seursal ap sosn soun3[y :¢°Z e[qe

00
69z 3d SVV-vid no eoyoadsy  -yII BOlUQIUE BUISYY ¥z 2dogowory)
g9t 3 A% IN ‘UZ ‘PO ‘qd "eolytoadsau] T-AVX M[Iequry S-pay-uLrezijy
SeLIoure)joA (oav ooLuoj|ns
192334 /S3AV / SVV ezen SI[ERN eWasis) eoyroadsy 108 eoIpIS ayueranb / 9¢¢ jenbyy
Jouaj(outure[ia1p)
-g-(ozeipind-z-1o
99z 33U X (M) serey seual], eoyjroadsauy LavX AyaQvX -§)-T A eurjouinbixoipiy-g
(ofngy us
soz 3o SAV-dOI-Id  UZ ‘IN ‘U ‘94 ‘nD ‘pD  uoroejanb) eoyroadsau] -avx eurjoutnbrxoipiy-g
11 qd IN ‘UAN ‘®D
vor 33U SYvd ‘940D ‘pD 19 IV BV eoy193dsau] p-QvX loutjouinb-g—[iusaoapop-,
g9z 33d SYV UN ‘nD ‘PD ‘UZ ‘qd ‘3H eoyroadsy e[[Iory jozenozuaqoidesiaw-g
L-avX [oudy(outure[iaip)
29733 IdX 0T QA 1 eoypoadsau] A p-QVX Snequiy -§(ozeyipud-z-1g9-6)-z
v.1do
P .m._oaooo.. uoronjos
‘epinbj| eueiquiaw oueXaYjluaj/0uan|o}/osesd
9p seuaIqndal Op138/9-Uumold
192 J3¥ selaurel[oA A SYV n) ‘qd ‘PO seoany seiqrj oudjidoidijod -8 [-BZBIp[193pop 01 -]
BE uo190319(J sojjeuy uoroeuFaidwi ap odi] auodog Jueloenxy




-sepeudaidun seursaz ap sosn soun3[y :(lu0d) ¢'Z BIqeL

£12398 SAV-dOI  qd ‘0D 3 ‘UN ‘UZ ‘nD eoly1oadsau] eonsg(d ewndsg NVd
uz ‘A ‘us
uz3d SVV  ‘qd “IN ‘a4 ‘nD 1D ‘PD ugoeidicalg eso[nja) BaIN01 [ /STEN
(eo1ugiue)
eolJ1oadsaug 9Z-V 1sAjasqury
1z SVVd-1d IN 3 eoy10adsy T-avxX ¥ Yoelg-en|d swoiyoouy
(osuogysojonip
=(I™xay[113)-1p 0p1og)
oz 334 SYVd PO ‘n) ‘uz eoyroadsau] -avx Vd1lH3d
(oouoysojonip
~(Ixay[11a)-1p OpIog)
prafs: SVVd n) eolyjoadsauf -avX VdLHId




*0d1)][BUE OSN 3P SIUOIIOLAI SLIUNSIP Tezi[eal ered SeOI|Is 31GOS SOPEZI[IAOUIUT SOAI}IRAI 3P OS() H'T B[qR)

(AydeSorewory) Ay “seurajold
61233 [EI9 pazijiqowwl]) DVIAL A sopndad ‘sopiogoutny ole[anb-jeIo N 108 edllis
eugjoidixolpiy~ ‘euiuidre
sz 3l o) sooluegioul sauoIuy - ‘eutsoin- “euijeA-] 198 eaiis
wuziNd AN-OTdH BSOIqONJN™veIp- NN BUWIZOSOS1] 193 e2IIS
‘sepeulwe
oz 38 AN-DTIdH SeS01p op Seoigdel SB[OZajN BSB[OIPIYOIqO[2)) 198 eoipIg
sez 3 AN-D71dH sopiogoulry eulungeolas (opryapresein|3) eoiig
soonewodeljod soinqresolply (epiureouowr)
vz 3o AN-O1dH ‘s0A150]dxa soysandwo)  oougIN(3 ~J-ualon(j-N OpldY 198 eorts pidosdourury
‘Jo¥ 10199313 sojieuy Teuordung odnin apodog




‘Sa[ejaW 9p UQIOERUIOU0931d e] vred sopezi[euorouny SOLPIA A SBOIIS Se[ ap sauordeoldy :5°Z ejqe]

g6z 33U SIA-AN-Id Uz qd 1D PO (98B SLIE[[I198Q SNOI030YINS) SET|V 133 BOI[IS
(YoruuRly 9p UQISIBII)
w6z 33d SYV PO IN ‘nD euijouinbrxoipiy-g 193 eoljlg
162398 SW-dOI-al serey seual] eutjounbixolpry-g SRS
062334 334 SW-dOI-1d qd ‘PO ‘UZ ‘nD “IN ‘09 ‘U ‘3 eutjouinbxolpiy-g 123 eol[iS
6s 39U SVV-V.1d-1d UZ ‘qd ‘IN ‘U ‘24 ‘0Q ‘PO eutjouinbrxolpiy-g 193 ea1Is
682338 SAV-dOI PO IN ‘0D eujouinbrxolpiy-g 193 eoljiS
382 39U SIN-dOI-ALT (sodosost ap uoioelar) uz A p) eurjounbrxolpry-g 193 eoljIS
182334 SVV-v1d (euuo) pD eutjoulnbixoIpiy-g 193 eoIpIS
98z 334 SVYV (IIed Oje[iolfes OZe[Lre-£-[1ULI0)-G 128 eoilIS
sz SYv ny ‘0y ‘sO ‘i ‘Pd eurjiue(on[a([IIsIX1LLL)-7]-Z 193 eoipIs
8z 398 SYv qd 24 ‘IN ‘0D ‘PO ‘uZ jozelpen-y*¢‘[-oideorowip-‘g 193 eolIs
22IN0N[10ZUSq- N-THAIP
591338 SVYV-v13 Pd -NN U0 opeudaidut ‘0]133pe10Q 810 l1so3Ajod
BIOOWE)[OA (wryeloN wniisiusd o3uoy) (op1yapjeren|3)
£87 338 SVV-1d uzZ ‘qd 9 ‘PO ‘D gsosexoqre) DdD
87324 SVV-14 uZ IN ‘U ‘0D PO Vi £ eusjoumnbixospiy-g DdO
182334 ASV qd ‘PO eutjouinbixoipry-g DdD
08z 33U SYV qq ‘0D ‘p) ‘vz ‘nQ eurjournbixoipiy-g-010[2-g DdD
‘J3¥ uo100339(g sojjeuy [euoldung odnin) ayodog




.’S9[e1oW 9P UQIIBRUIdU0921d ] ered SOpPEZI[RUOIoUNy SOLIPIA £ SBII[IS SB] 9p sauoroedt[dy :(‘1uod) ¢*Z e[qe]

el

s0¢ 39U
soe U

voe 33U
toe 32

z0e33d
10e 334
ooe 34

667 39¥

86z 39"
16z 3
96z 33U

s6z 3
vz 39U

Svv

SIN-dOI
Svv

SAV-dOI

Svvd-1d

t{OtH/091ED Opioy

u0o 9JuadsIUIWN] orwind)
SI-dOI

Svv
(UoIIoBNX3
ap eyyerdojewol),,

SVVAD-UONEpixQo
uwnjo) 1so0d-J1dH

SVV
N A4

SIA-AN-TA
Svvid

no

(D1ag uos sofsjdwoo)

uZ ‘qd “IN ‘U ‘nD ‘0D ‘PO
PO ‘uz ‘nd

Y ‘P Id ‘Pd ‘SO I ‘nY BY
v

0D
PN D ‘OH 01
34 ‘uZ ‘0D ‘IN ‘0D

nd ‘qd ‘0D ‘UZ ‘PO ‘34 ‘UN
SOSLINOIW

ouedio £ (ojeureqresonip
urpijond uod ofojdwod owod) I

ezel) Sa[eRN

(I o4

31 ‘0D ‘o) ‘PO
PO ‘UZ ‘0D ‘IN ‘UN

BUIWEIPUS[NID

(81D) o1123pE1Q
BAINON[10ZU3q- N-[198-N
"sopInnsqns

-o13 sopuedi| £ ojidoidourury
eutjouinbrxoipiy-g

euijounbixoipiy-g
guijouinbrxolpiy-g
BWIXOp[E[IoI[es
BUOZelpiyjiusj
Oplyap[exoqled-zZ-euipLild

o[103peIo0
("ds winsse31eg) sedje A-(ds
eureyya] £ -ds euokig) ssuanbyy
BUIUIBIPUS[133 ‘0JB[I01|BS[IULIO ]
uoipe) ‘Nvd

‘fouajx ap efuereN us sepeulaiduwn
[D ‘o1ua) ‘gD ‘91D SesIaAal sase]
|ozepiwizuaq

(epepix0ds) [23 eoljIS

12D ®oIIS
198 eoljIS

123 eolIS
19D BaljiS
1o8 eolIS
123 e211IS
128 eonig

128 eoIIS

193 eoijIS
193 eolpis
198 eoljig

108 eoiig
123 ealIg




S(BET) S(ISEC) Vp <dp> Da Vg
(m2/g) (m2/g) (cm3/g) (nm) (g/cm3) (cm3/g)
“Macro- Densidad Volumen

poros” aparente del gel

Chelex- 0 1994,3 2,817 6,3 0,265 0,01

100 0,241
H20) (Bio Rad)
I-HOx 505 3414 0,457 59 0,633 0,01
(H20) (500

Merck)

Chelex- Fusién de granos

100
(THF)
I-HOx 505 85,8 0,101 53 0,687 0,368
(THF)

Tabla 2.6: Parametros morfolégicos obtenidos para Chelex-100 e I-HOx mediante
ISEC utilizando distintas fases mdviles.

Volumen especifico de la fracciéon

(cm’/g)

Concentracién de Chelex-100 I-HOx I-HOx
polimero Solvente: H,O Solvente: H,O Solvente: THF
(nm/nm>)

0.1 0.007 0.000 0.017
0.2 0.003 0.000 0.013
04 0.000 0.000
0.8 0.000 0.000
1.5 0.000 0.000
2.0 0.010 0.338

Tabla 2.7: Distribucién de microporos (fase gel) para I-HOx y Chelex-100 en

distintos solventes.
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Constante de formacién de complejos del

Constantes de

‘analogo al grupo quelante. acidez
(log Ky) -log K,
I-HOx Cd-Ox: Ca-Ox: Mg-Ox: pKon=7.0-7.5
7.80 3.27 4.50 (para I-HOx)
Ref206 Ref206 Ref206 Ref205
Chelex-100 Cd-IDA: Ca-IDA: Mg-IDA: pKa1=2.89
5.35 4.56 3.60 pKa=8.50
Ref308 Chelex-100 Ref308 (para IDA)*
Refl95 Ref309

*Ka, corresponde a la pérdida de segundo protén carboxilico y Ka, a la'pérdida del protén del

grupo imino.

Tabla 2.8: Constantes de formacién de complejos de metales de transicién y metales

alcalino térreos de los andlogos de los grupos funcionales de Chelex-100 e I-HOx

(acido iminodiacético (H,IDA) y 8-hidroxiquinolina inmovilizada (HOx)).

Determinacién de Cd

Performance Analitica | (Preconcentracién con

Determinacion de Cd

(Preconcentracién con

CHELEX-100) I-HOx)
Limite de deteccién
(ug1") (30) 0.002 0.001
Blanco (pg)
(media £ s) 79.8+2 80.8+2
Precisién
RSD %) 5.0 5.5

Tabla 2.9: Comparacién de las figuras de mérito para la determinacién de Cd con

Chelex-100 e I-HOx.
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Figuras de mérito del sistema de flujo :
Chelex-100 I-HOx
Yolumen de muestra . 5.09 5.14
Factor de 33 47
enriquecimiento ®
Eficiencia (%) € 71 +4 1005
Frecuencia de anélisis 19.4 6.7
(muestras hr)
Volumen de elucién (ul) 80 80

* Blanco de la solucién bufTer y del eluyente.
® Comparado con la introduccién directa de la muestra.
¢ Comparado con la masa total de analito cargada en la columna.

Tabla 2.10: Comparacién de las figuras de mérito de la preconcentracién de Cd con

Chelex-100 e I-HOx.



Chelex-100 | I-HOx
Velocidad media de quelacion 1.45¢-13 2.06e-13
(mol s™") (para una [Cd**]=8.9¢-10 M) (minima)
Densidad superficial de grupos quelantes 7.57e-7 4.69¢-7
(mol m) (calculada suponiendo superficie plana)
Velocidad de quelacién normalizada 1.91e-7 4.39¢-7
(m’s™)
Fraccion del Volumen intersticial (“Void Volume™) | 0.75 0.29
(calculado como Vporos/Vrelteno)
Tiempo de contacto al flujo de operacion 0.051 0.064
(s)

Tabla 2.11: Comparacién de las velocidades de quelacién, densidad de grupos

funcionales y tiempos de contacto para Chelex-100 e I-HOx.

Concentracion | Resina | Concentracién | Cargadela |Capacidad | Cociente | Factor de
de HCIO en la de metales en la | resina con total Carga- |separacién
matriz. solucién de D2EHTPA | (mmol r‘) Capacidad entre
alimentacién. (mmol g) metales
(mmol I'")
0.1 SIR-1 3.29 Cd(1D) 1.51 0.63 2.38 >> 1000
5.08 Zn(l])
1 SIR-1 4.07 Cd(1I) 1.49 0.67 2.23 >> 1000
5.04 Zn(11)
5 SIR-1 3.30 Cd(n) 1.35 0.60 2.25 >> 1000
5.35 Zn(ID)
1 SIR-1 4,30 Pb(ll) 1.49 0.63 2.37 >> 1000
5.0 Zn(1D)
1 SIR-1 4.1 Cd(l) 1.44 0.65 2.24 >> 1000
4.28 Ni(D
1 SIR-1 4.06 Cd(I1) 1.49 0.64 235 9.8
4.42 Pb(1D)

Tabla 2.12: Factores de separacion y capacidades para la resina Impregnada SIR-1.
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Figura 2.1: Modelo de poros cilindricos utilizado para interpretar los resultados de ISEC. A)
Masa polimérica impenetrable, B) Microporos, fase gel (Modelo de Ogston), C) Macroporos
(modelo de poros cilindricos).
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Figura 2.2: Resultados obtenidos mediante ISEC para Chelex-100 e I-HOx, usando como fase
movil una solucion 0.2 M en Na,SO,.
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Figura 2.3: Volumen y distribucion de macroporos para I-HOx y Chelex-100.
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000000000000 00000000000080000000000000000000000000

% del Volumen de Poros Accesibles

100
Tess .
80 -
! &
60 3 <dpors E fe*3
i aprox. MWCO=1500 Da
lo+2
40 A Tos1 — —
o 0 4 6 8 10 1 " 16 18
Dimension Efectiva del Soluto (nm)
20 - Limite de Exclusion Total=6nm
H —@— Chelex-100 (100-200 mesh)
- - O - IFHOx
0 TO—0 ’o}
T T T ¥ 1 e T T T
0 2 4 6 8 10 12 14 16

Diametro efectivo del soluto (nm)

Figura 2.4: Accesibilidad de la red de poros de Chelex-100 e I-HOx a distintos solutos
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Figura 2.5: Curva de elucion ISEC en THF para [-HOx.







Seco Agua THF

Chelex

RE

I-HOXx —’j

Figura 2.6: Esquema de la morfologia de Chelex-100 e I-HOx en distintos solventes.
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6 - £

Flujo Total (ml min™")
w
|
AN

‘/' @ |-HOx (200-500 micrometers) (pH=8.7)
0 = ---4-- Chelex-100 (75-150 micrometers) (pH=5.2)

(Volimen de lecho=12 microlitros)

| l T | |
0 100 200 300 400

Velocidad de la bomba peristaltica (RPM)

Figura 2.7: Resistencia al flujo de microcolumnas rellenas con Chelex-100 e I-HOx.
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A)
Peak Profile Graph
0.2484 1598
0.2000
A T
b 1000 e
S m
_ 0.1000- p
500 :
0.0276- : . : 1 g
90.444 91.000 91.500 92.000 92.576
Sec.
B)
Peak Profile Graph
0.2453——. | | . 1298
b 0.1500 e
S m
0.1000 1 500 P
0.0500( .
-0.0032 — 0
39.680 40.000 40.500 41.000 41.645

Sec.

Figura 2.8: Comparacion de las sefales obtenidas para Cd preconcentrado sobre distintos
soportes: A) Chelex-100 (70 ppt). B) I-HOx (50 ppt). (Las diferencias en la escala de tiempo se
deben a que se usaron distintos largos de la etapa de secado en el programa de atomizacion.)
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Figura 2.9: Curvas de aparicion de Cd y Zn (curvas “breakthrough™) utilizando como soporte
de preconcentracion a una polivinilpiridina impregnada con 4cido di-(2-etil-hexil)
ditiofosférico (resina “SIR-17). Se muestra la extraccion a distintas concentraciones de 4cido
perclérico, de abajo hacia arriba: 0.1, 1 y 5 M.

102






O"'o
0.
o
1 4 - B
o
Q
(&)
0 —e— Pb (1 M HCIO,)
..0-- Zn (1M HCIO,)
0 10 20 30 40 . 50 60
2
A
S
1 T ......
o
Q
(8]
0 —a— Pb (1 M HCIO))
.- Cd (1 M HCIO,)
0 10 20 30 40 50 60
2
D'D""-n
(m] ‘o,
o..
. o
OO
o
0 A —a— Cd (1 M HCIO,)
.g-- Ni (1 M HCIO,)
T L] T T T Ll

0 10 20 30 40 50 60
Volumenes de Lecho

Figura 2.10: Curvas de aparicion para distintos pares de metales (Pb/Zn, Pb/Cd, Cd/Ni)
utilizando como soporte SIR-1. Todos las extracciones se realizaron desde HCIO, | M en
todos los casos.
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Figura 2.11: Curvas de elucion de Cd y Zn de SIR-1 cargada en medio HCIO,. También se
muestra el sangrado del extractante (D2EHTPA), a través de la concentracion de azufre y
fosforo en el eluido.
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“Sumido en la niebla de su vida, espera su Respuesta.”

Niebla, Miguel de Unamuno. (1914)

A pesar de que esta frase poética fue escrita para una bella mujer, también dice algo
sobre la incertidumbre que rodea nuestras observaciones y la necesidad de extraer
respuestas de ellas. El problema de como conocemos la Realidad no s6lo ocupa a los
poetas, sino también a los Quimicos Analiticos, que debemos extraer la informacion

relevante a partir de los datos experimentales.

3 Capitulo 3: Estudio detallado de las figuras de mérito para
la determinacion de metales pesados mediante FI-ETA-
AAS.

3.1 Validacion de métodos analiticos

La validacion es la ultima etapa que debe cumplirse cuando se desarrolla un nuevo
método analitico. Cuando un método ha sido “puesto a punto” debe demostrarse que
puede producir datos que tengan la calidad necesaria para la aplicacion para la cudl se
lo va a emplear. La validacién se realiza para asegurar la calidad de los datos
obtenidos y por lo tanto, es parte integral del Aseguramiento de la Calidad del
Laboratorio (Quality Assurance). El sistema FI-ETA-AAS ya ha sido descripto
exhaustivamente en el Capitulo 1, y en el Capitulo 2, hemos comparado los distintos
soportes sobre los cudles es posible realizar la preconcentracion de iones metalicos.
En este capitulo nos proponemos ahondar mas en el estudio de las figuras de mérito
que caracterizan al método desarrollado y a analizar las ‘contribuciones que las
variables experimentales tienen sobre la precision, la sensibilidad, el &mbito dinamico
lineal y el limite de deteccién. Nos centraremos en la determinacion de Cd.

El aseguramiento de la calidad se ha definido como3!0: “Un sistema de
actividades cuyo proposito es proveer al usuario de la seguridad de que esta
cumpliendo con estdndares de calidad definidos”. El andlisis quimico es un
“servicio” que se presta mediante el informe de un resultado y la interpretacién que
se da a la informacion contenida en éste. Los “estdndares de calidad definidos” se
refieren a estindares de calidad que cumplen ciertos niveles de confianza, lo que

involucra una aproximacion estadistica a la resolucion del problema. La validacion de
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un método analitico consiste en documentar la calidad de un procedimiento de analisis
estableciendo los requisitos necesarios para criterios de performance tales como
exactitud, precisién etc3!0, La documentacién es parte imprescindible en los sistemas
de Aseguramiento de la Calidad bajo la forma de procedimientos estandar de anélisis
(SOP, “Standard Operation Procedures” en las normas ISO por ejemplo).

Pueden hacerse dos tipos distintos de validacién de métodos analiticos. Uno de
ellos es la validacién interna, que se emplea cuando el método desarrollado se
utilizara dentro de un solo laboratorio. En la mayoria de los casos (incluido el nuestro)
la validacién termina aqui. También existe la validacién externa o interlaboratorios,
que se utiliza cuando los resultados producidos son de interés general o cuando se
desea establecer un método oficial de anélisis. En este tipo de validacién se participa
de “rondas interlaboratorio” en las cudles los resultados emitidos por cada uno de los
participantes son comparados entre si. Este tipo de rondas es objeto de un analisis
estadistico particular, que no describiremos aqui.

Los criterios de performance de un método son las llamadas “figuras de
mérito”"". Las figuras de mérito principales son la precision, la exactitud, y el limite
de deteccién. Estas estan influenciadas por otras figuras de mérito, también muy
importantes, que son la linealidad (o &mbito dindmico lineal, ADL), la selectividad, la

sensibilidad y la robustez.

3.1.1 Las Reglas de Oro de la validacién de métodos analiticos.
Cuando validamos un nuevo método debemos tener en cuenta tres “reglas de oro”:

e Validar todo el método: Muchas veces se valida solo la etapa de la
determinacién (por ejemplo, la determinacién por absorcién atémica). Sin
embargo, también es necesario validar los pasos preparativos previos. Los pasos a
validar incluyen el muestreo, el almacenamiento, y el acondicionamiento (incluida
la disolucién si fuese necesaria) de la muestra. En muchos casos asumimos que el
muestreo ha éido correcto y sélo nos preocupamos por la etapa de anilisis.

e Validar en todo el rango de concentraciones: Un método puede trabajar muy
bien a altas concentraciones pero fallar a bajas concentraciones, en particular en

términos de precision.

** El nombre “figuras” de mérito viene del inglés “figures of merit”, por lo que una expresién mas
correcta serfa “nimeros de mérito”.
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Validar en todo el rango de matrices: Es obvio que un método de andlisis de
“aguas naturales”, puede no funcionar de la misma forma en agua de mar que en
agua dulce. Por ello es necesario identificar las diferentes clases de matrices e

incluir un elemento representativo de ellas en el procedimiento de validacién.

3.1.2 Distintas clases de validaciones internas.
Existen distintos niveles a los cuéles se puede hacer una validaci6n interna. Ellos son:

Validacion de Nuevos Métodos: incluye una etapa exploratoria en la cudl se decide
con pocas muestras si el método es adecuado para los fines buscados y luego una
fase de validaciéon total. La fase exploratoria se centra en las etapas del
procedimiento que son mas delicadas (resolucién en HPLC o GC, interferencias
en AAS etc.). Cuando la fase exploratoria se considera aprobada, se prosigue con
una fase de validacion total donde se descartan problemas de exactitud (sesgo)
mediante el uso de materiales de referencia certificados.

Pruebas de Transferencia: se aplican cuando el método que ha sido
completamente validado en un laboratorio es puesto en practica en otro
laboratorio. En este caso, el segundo laboratorio deberd analizar las mismas
muestras que el primero y verificar los resultados. Sin embargo no deberd
preocuparse de controlar aspectos metodoldgicos que ya han sido establecidos. El
segundo laboratorio debera determinar sus propios valores de precision, que seran
ahora s6lo dependientes del operador.

Pruebas Instrumentales Periddicas: se usan para investigar si los patrones de
calibrado y los instrumentos estan funcionando correctamente antes de iniciar una
nueva serie de medidas. En general involucran una evaluacion de la curva de
calibrado (“Fvaluacién de la pendiente”). También hay verificaciones propias del
instrumento (estado de la superficie del horno de grafito, cantidad de platos
tedricos de una columna cromatografica) etc.

Validacion retrospectiva: si se recolectan resultados durante un largo periodo de
tiempo, se pucde determinar la precision durante el tiempo pasado e investigar si
hay tendencias indeseables en los nuevos valores.

Control de Calidad: se realiza analizando muestras de concentracion conocida “a
ciegas” lo que permite hacer graficos de control que permiten detectar sesgos

positivos y/o negativos en los resultados y la precision (expresada como rango).
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3.2 Precisién

La precisién es una medida de los errores aleatorios. Desde un punto de vista
estadistico, la precisién describe la dispersién de los resultados en torno a la media,
independientemente de que ésta sea una representacién correcta del valor verdadero.
La determinaci6n de la precisién requiere de la medida de la desviaci6n estéandar.

Existen dos maneras de medir la precision, la reperitividad y la
reproducibilidad. La repetitividad cs la precision obtenida en circunstancias 6ptimas,
esto es, con el mismo analista y en el mismo dia de mediciones con el mismo
instrumento. La repetitividad también se conoce como “variacion dentro del
experimento” (within-run variation)3!!. La reproducibilidad se determina en dias de
medicién distintos usando curvas de calibrado distintas por usuarios distintos. La
reproducibilidad puede ser llamada “reproducibilidad dentro del laboratorio” (within-
laboratory reproducibility)3!! para diferenciarla de las medidas de reproducibilidad
usadas en rondas interlaboratorio3!2.

En ciertos casbs, un laboratorio puede medir su performance en términos de la
repetitividad. La repetitividad se calcula replicando entre seis y ocho veces el analisis
de una misma muestra por un mismo analista. Con estos resultados se calcula la
desviacién estdndar. Los resultados también pueden expresarse como una desviacion
estandar relativa (RSD%) también llamada coeficiente de variacién (%CV).312, Los
replicados deben ser auténticos y no s6lo simples repeticiones de una misma medida,
esto es, deben incluir todas las etapas del andlisis. La RSD% debe determinarse en los
intervalos superior e inferior de concentracidn, puesto que la precision puede
empeorar a niveles de concentracién muy bajos. En general, la RSD% se mantiene
constante a medianas y altas concentraciones, mientras que en el umbral de deteccion,
es mucho mayor. Cuando el 4mbito lineal es reducido, como en el caso del horno de
grafito, es comin que la RSD% se mantenga constante. Este fenémeno de constancia
de las varianzas se conoce como heteroscedasticidad. En instrumentos cuyo dmbito
dindmico lineal es mucho mayor que el del homo de grafito (en ICP-OES por
ejemplo) la desviacion estdndar relativa no es constante. (Ver Figura 3.1). En estos
casos debe utilizarse un método de regresién ponderada que consiste en utilizar los
puntos experimentales en una regresion que tiene en cuenta la distinta precisién de

cada uno de ellos mediante “factores de peso”.
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Para saber si un método es mas preciso que otro, es necesario recurrir al test
“F" de igualdad de varianzas. Este test debe ser diseflado de manera que las
repeticiones usadas en ambos métodos sean suficientes para discriminar si las
precisiones son estadisticamente diferentes o no. Para ello se puede recurrir a tablas
estadisticas que indican la potencia del test en funcién del niimero de replicas.

Podemos preguntarnos si la precisién de un método dado es suficiente, sin
embargo no existe una dnica respuesta a esta pregunta a menos que se diga el objetivo
del analisis. Muchas organizaciones imponen valores minimos para la repetitividad y
reproducibilidad. Por ejemplo la “Canadian Acceptable Methods Guidelines” para el
control de medicamentos pide una precisién mejor que el 2% para los principios
activos. Para impurezas en medicamentos, estas mismas normas piden una precisién
del 5% a un nivel de concentracion del 0.2% en el principio activo. Vemos que la
precision requerida depende del rango de concentraciones en el que se encuentra el
analito, en general para macro y mesocomponentes, se requieren precisiones cercanas
al 1-2%, mientras que para trazas, se toleran repetitividades peores, que rondan entre
el Syel 10%. .'Analizaremos las distintas contribuciones a la repetitividad del método

de preconcentraciéon mas adelante.

3.3 Robustez

No existen definiciones de “robustez” por organizaciones tales como la ISO o la
IUPAC pero si, en la Quimica Analitica relacionada con la fabricacién de
medicamentos3!3. 314, En general se acepta que la robustez de un método es la medida
de la influencia que tienen pequeiios cambios en el procedimiento en la obtenci6n del
resultado final. Cuanto mas insensible sea un método a pequeiios cambios
“ambientales” tales como distintos lotes de reactivos, pequeiias variaciones de pH o
temperatura, etc., sera considerado mas “robusto”.

El término “robustez” fue introducido en Quimica Analitica por Youden y
Steiner315. La manera de evaluar la robustez de un método consiste en variar el valor
de los pardmetros del procedimiento de manera ordenada utilizando un disefio
experimental (del tipo Fraccional Factorial por ejemplo) y evaluar los efectos de cada
cambio en las variables. Por ejemplo, en la determinacién de Cd por horno de grafito
nos podriamos preguntar que tan robusto es el sistema con respecto a la temberatura
de calcinacion utilizada en el programa de calentamiento. Hemos visto en el Capitulo

| que la sefial obtenida es muy dependiente de esta variable, y debe seleccionarse un

109



valor éptimo. Si el controlador de temperatura del horno funcionase defectuosamente
o la superficie del horno de grafito estuviese dafiada, la sefial sufriria grandes
fluctuaciones. Otro ejemplo, podria ser la concentracién del 4cido usado para eluir los
metales de la microcolumna. Las experiencias mostraron que a partir de una
concentracién 2 M la elucién es completa y por lo tanto, la sefial es poco sensible a un
aumento en la molaridad del 4cido.

Siempre es necesario fijar de antemano los valores extremos entre los cuéles se
puede variar el pardmetro experimental y seleccionar aquel en donde la seiial alcance
un maximo o una meseta. Por ejemplo, podemos ensayar la concentracién del 4cido
de elucién entre 2 y 3 M para lo cual no observarfamos efectos en la sefial. Sin
embargo, si el 4cido se diluye entre 1 y 3 M observarfamos que a concentraciones de
acido menores que 2 M el sistema no es robusto y la sefial se hace dependiente de la
forma en la que el eluyente fue preparado. En este ejemplo, la variacion alrededor del
valor nominal no es simétrica ya que no es lo mismo aumentar la concentracién por
encima de 2M que disminuirla. (Esta influencia de la concentracion de 4cido sobre la

sefial fue mostrada en el Capitulo 1).

1

3.4 Exactitud

Ahora bien, ;de qué sirve un método altamente repetitivo que proporciona resultados
inexactos?. ;De qué sirve un método de andlisis de ultratrazas de metales que tiene
una repetitividad del 5% si los resultados obtenidos son informados siempre por
defecto? La respuesta es sencilla: el método seria inutil.

Asi como el concepto de precision esta vinculado a los errores aleatorios, el
concepto de exactitud esta vinculado al concepto de error sistemético, conocido como
“sesgo”. La IUPAC3!6 define exactitud como: “la cercania entre el valor promedio
obtenido por un método de andlisis y el valor de referencia”. Es obvio que no es
posible evaluar la exactitud sin un valor de referencia. Existe mucha confusién acerca
de las palabras exactitud y sesgo, por lo que las definiremos: El sesgo (A) es una

medida de la exactitud y se calcula como la diferencia entre la media de los valores

obtenidos por el método y el valor aceptado (up):

=1

—Uy=A
El sesgo tiene dos componentes: el sesgo del método y el sesgo del

laboratorio. La unica manera de detectar el sesgo propio del laboratorio es utilizando
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un método aceptado como insesgado. Todo el sesgo que se detecte en este caso
corresponde al propio del laboratorio. Una manera de detectar el sesgo total cuando se
desarrolla un método nuevo es mediante el uso de un material de referencia. Los
materiales de referencia se obtienen a través de trabajos interlaboratorio donde una
misma muestra es analizada por muchos laboratorios empleando distintas técnicas
analiticas. Estos materiales son muy \tiles en la validacién de métodos, pero debemos
recordar que es necesario cubrir todo el rango de matrices y de concentraciones, en
especial las muy bajas. Para ello puede ser necesario incluir varios materiales de
referencia. En el caso del andlisis de agua de mar, no es necesario analizar distintos
materiales de referencia puesto que la composicién del agua de mar es relativamente
constante y el nivel de concentracién de metales pesados es siempre bajo. Los
resultados producidos por el método propuesto se comparan estadisticamente con el
valor certificado (para cada analito) mediante un test de hipdtesis de igualdad de
medias (test ‘s de Student”). No discutiremos como se emplea y disefia este test, para
lo cual se recomienda la excelente obra de Massart et al!89.312,

Es comun, sobre todo en trabajos de analisis de especiacién, que no existan
materiales de referencia certificados en “especies” que aseguren la exactitud del
método que estamos desarrollando. Para ello se utilizan muestras “fortificadas” o
“spiking”. Este procedimiento requiere de una muestra que no contenga al analito, o
que lo contenga en niveles no detectables por el método. Esta muestra “blanco” es
adicionada con una cantidad conocida de analito (“spike”) que luego se somete a
analisis. Los resultados se expresan como porcentaje de recuperacién. Mostraremos
este procedimiento en el Capitulo 6, para la evaluacién de un nuevo método de

especiacioén de Cd en aguas naturales.

3.5 Rango lineal de las curvas de calibrado.

Los quimicos analiticos buscamos, en la medida de lo posible, una relacién lineal
entre la respuesta instrumental y la concentracion. En esta relacién lineal la variacion
de la seiial con la concentracién (pendiente) es constante y por lo tanto, la habilidad
para distinguir entre concentraciones similares del mismo analito también lo es. En el
caso de que la relacidn lineal no se cumpla, ésta puede linealizarse como en el caso de

los electrodos de ion selectivo. En todo caso, siempre puede seleccionarse el rango de
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trabajo como el rango donde la respuesta es lineal, descartando el resto de los puntos
de la curva de calibrado.

En general, la manera de verificar la linealidad de la funcién respuesta consiste
en calcular el coeficiente de correlacién de la regresién de la sefial sobre la
concentracién junto a un andlisis de los residuos. Sin embargo, en la etapa de
validacién “prospectiva” o validacién “total” de un nuevo método, es necesario
aplicar el test “F” de falla de ajuste (“lack of fit™)3!7,

En el caso particular de nuestro sistema de preconcentracidn, la linealidad es
funcién de dos factores:

e La linealidad de la masa de analito retenida en la columna como
funcién de la concentracién del analito en los patrones de calibracién y
del tiempo de preconcentracion.

e La lincalidad del detector frente a incrementos lineales de la masa de
analito introducida dentro del horno de grafito.

Estos factores estdn encadenados y funcionan “en serie”, de manera
equivalente a un circuito eléctrico. Si la masa retenida en la microcolumna no varia
linealmente con la concentracién del patrén de calibrado, tampoco sera lineal la sefial
producida por el atomizador. Si la masa retenida en la columna sigue una relacion
lineal con la concentracién del analito en solucién, pero el detector estd saturado
habiéndose superado la méaxima seflal alcanzable, tampoco serd lineal la curva de
calibrado.

Desde el punto de vista del detector, la linealidad se establece de forma
empirica usando una curva de calibrado donde no se preconcentran los patrones. El
limite superior del ambito lineal es funcién de la longitud de onda utilizada, el ancho
de ranura del monocromador, la potencia de la lampara de catodo hueco y del
programa de calentamiento del horno de grafito3!8. La bibliografia®!8 recomienda que
para la determinacién de Cd por ETA-AAS se trabaje siempre con sefiales menores
que 0.5 unidades de absorbancia. En la préctica, la linealidad total esté limitada por la
linealidad del Espectrémetro de Absorcién Atémica y no por la del sistema de
preconcentracién. El limite superior de linealidad obtenido como un todo para el
sistema de preconcentracion es idéntico al limite de linealidad del detector sin acoplar

el sistema de flujo. La elevada sensibilidad de la determinacién de Cd por ETA-AAS
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hace que el &mbito de linealidad sea pequefio, abarcando menos de un orden en la
escala de concentracidn.

Una ventaja de los sistemas de preconcentracién FIA es que es posible variar
la masa de analito que es retenida por la columna de intercambio variando el volumen
de muestra que entra en contacto con el soporte quelante. Si ademads el sistema es
automatizado, esta operacion es sencilla y limpia. El acople de sistemas FIA a ETA-
AAS mejora una de las desventajas mas llamativas de estos instrumentos: su reducido
ambito lineal. En secciones posteriores analizaremos la influencia de las variables de

flujo en el &mbito lineal de trabajo y otras figuras de mérito.

3.6 Limites de decision, deteccion y cuantificacion

La caracteristica sobresaliente de un método analitico de vestigios es la
minima concentracién que este puede detectar. En especial, la determinacién de un
analito en muy bajas concentraciones (como en el caso de los metales en agua de mar)
nos acerca a la zona “oscura” de la metodologia analitica: el trabajo en el limite de
deteccion (LOD, “Limit of Detection™). La evaluacién de la detectabilidad de un
analito en una muestra debe traer aparejada la evaluacion de dos probabilidades

distintas:

e Probabilidad de Falso Positivo (o). la probabilidad de afirmar que el analito se

encuentra presente cuando esto no es cierto. (Error del tipo I)

e Probabilidad de Falso Negativo (B): la probabilidad de afirmar que no hay

analito cuando si lo hay. (Error del tipo II).

La importancia de cada tipo de error depende del tipo de analisis que estemos
realizando: en el caso de la determinacién de un metal toxico en agua es distinto
concluir que el toxico supera los limites permitidos cuando en realidad no lo hace que
concluir que el téxico no estd presente cuando en realidad si lo estd. En ambas
situaciones las medidas a tomar a posteriori son distintas y también lo son las
consccuencias para ¢l usuario del agua.

Por ese motivo, es necesario tomar en cuenta ambos tipos de error con su peso

relativo, en el momento de calcular un LOD?3!9, Las probabilidades de falso negativo y
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falso positivo se pueden escoger simultdneamente en las llamadas “curvas

caracteristicas de deteccion”, como veremos luego.

3.6.1 Limite de deteccion:
En los afios ’70 la TUPAC320 definid el limite de deteccidon como: “la

concentracion (xz) o la cantidad (qg) que se obtiene a partir de la menor sefial medida
(v4) que puede detectarse con certidumbre razonable en un procedimiento analitico”.

La definicion hace uso de la palabra “razonable” obligando a una decision
subjetiva del analista. En la actualidad se considera casi sin discusion que “razonable”
quiere decir “estadisticamente diferente”.

El calculo del LOD, se hace en dos etapas:
1. Establecer la minima sefial detectable (y.).

2. Convertir esta sefial en una concentracion o en una cantidad mediante una
curva de calibrado.

Coémo se resuelven estas dos etapas?

Los pasos a seguir son:

e Repetir el blanco de reactivos n veces. (en las definiciones de la IUPAC, se
supone n>30, de manera que pueda usarse una distribucion normal).

¢ Con esas n medidas, establecer la media para la seifial del blanco (;,,m ).

e Obtener la desviacion estandar de la sefial del blanco (s,,). Esta desviacion
estandar sera una correcta estimacion de la raiz cuadrada de la varianza muestral.

¢ Definir una probabilidad de falso positivo (a ), por ejemplo: 5%.

¢ Obtener el coeficientey, , . de la distribucion de Student de uma cola'’. (Figura

3.2)

e Dado n y el valor de ¢_,_, calcular la sefial critica de deteccién (y.) como:
yc =5;boo +’n—l.¢ 'sbco
e Transformar y. a concentracion ( x.) con la ecuacion de la curva de calibrado:

tn—l,n ' sbco

4

X =

c

(x es la pendiente de la curva de calibrado).
¢ (Calcular:

1. El Limite de Decision es x,
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2. El Limite de Deteccion: x, = LOD =2-x,
3. El Limite de Cuantificacién: x, =10-x,

Las definiciones mas modernas de la IUPAC32!definen los siguientes factores
multiplicativos “ k ” segun se trate de limites de decision, deteccion o cuantificacién:
V=Yoo t k5,
Donde para cada nivel de deteccién se define un valor distinto de &:
Limite de decisién: y=y,, k=k.=1.645
Limite de deteccion: y=y,; k=ks=3.29
Limite de cuantificacion: y=y,, k=k=10

El limite de decisién corresponde (con un n>30) a una probabilidad de falso
positivo del 5% (a=0.05), aunque con un n igual a cuatro, esta probabilidad es
cercana al 10%.

El limite de decisién no nos protege adecuadamente contra los errores de tipo Il
(falso negativo), puesto que la sefial de una muestra que se encuentra justo en el nivel
de la sefial de decision tiene una probabilidad de falso negativo (B) que es del 50%,
independientemente del valor de a elegido, tal como se ve en la Figura 3.3. Esto hace
muy probable que no detectemos la presencia del analito aunque este se encuentre
presente. Por lo tanto, es necesario aumentar la distancia entre la sefial critica y la

sefial de deteccién disminuyendo la probabilidad de falso negativo.

3.6.2 ¢Cbébmo logramos una probabilidad de falso negativo menor al 50%7?
Una probabilidad de falso negativo del 50% es bastante alta, y seria deseable

balancear ambos tipos de error. Para ello es necesario que las distribuciones de la
muestra y del blanco se encuentren mas separadas. Una solucidn es definir el limite de
deteccion a una distancia igual al doble de la distancia escogida para el limite de
decision. En el caso de la definicion IUPAC, se define la “Sefial de Deteccion (yg)”
como aquella que se calcula utilizando un valor de k& igual a 3.29 veces s,.,. De esa
manera, la distancia entre la media.de la sefial del blanco y la media de la sefial de la

muestra se duplica y de este modo, la probabilidad de falso positivo y de falso

negativo son iguales (a=p=0,05 para n>30) (Figura 3.4.)

' Debe usarse la distribucién de una cola porque sélo existe la posibilidad de obtener sefiales mayores
que el blanco y nunca menores (salvo inestabilidad del instrumento).
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Es sumamente engorroso realizar 30 réplicas del blanco como sugiere la definicién
de la IUPAC. Los limites de deteccion siempre se calculan para valores de n que estan
entre 3 y 10. En este caso, es necesario obtener las probabilidades a través de la
distribucién t de Student y no a través de la distribucién Normal. Dados los grados de
libertad (n-1) y dada la probabilidad deseada, se busca el valor de ¢ en tablas y se lo

multiplica por dos para obtener k; . Esto implica usar un valor de k =2t

n-la*

En el caso de los limites de deteccién calculados para el sistema FI-ETA-AAS en
los Capitulos | y 2, se ut.ilizé un n=4 y un valor de k;=3 lo que trae aparejadas
probabilidades del 11.5% para ambos errores®®. Si hubiésemos aumentado el nimero
de réplicas a 10 las probabilidades de error hubiesen disminuido al 8.4%. Veremos
mas adelante como varian estos limites de deteccién para cualquier valor del error,
inclusive si a es distinto de p.

El limite de cuantificacién se define como la concentracion que podemos
determinar con una desviacién estdndar relativa aceptable. Si deseamos una RSD%

del 5%, debemos usar un valor de k,=20, puesto que RSD%=7:—. La definicién de la

9
IUPAC utiliza una RSD% del 10%.

En cualquier caso, los significados y utilidad de los limites aqui definidos es
distinta. El Limite de Decisién es el nivel de concentracién al cudl uno decidird a
posteriori, si el analito ha sido o no detectado. El Limite de Deteccién es el minimo
nivel al cudl se puede confiar que a priori el analito puede ser detectado. El Limite de
Cuantificacion es el nivel al cudl se puede obtener una determinacién cuantitativa

satisfactoria (con una buena RSD%).

3.6.3 Determinacion de los limites de deteccion a través de la curva de
calibrado.

Hasta ahora nos hemos ocupado de la incertidumbre de las seiiales pero, para
transformarlas en valores de concentracion, es necesario utilizar la ecuacion de la
curva de calibrado. La curva de calibrado también se determina experimentalmente y
por lo tanto esté sujeta a distintas fuentes de error como por ejemplo, la preparacién

de los estdndares de éalibrado, el lavado del material, etc.

$ Esto vale si a=p.
5% Un valor de k,=3 es una préctica estdndar y en este caso implica un valor de f5,,53=1.5
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La definicion de la IUPAC ignora el error en el calibrado. Simplemente se
calcula el LOD interpolando el valor de la sefial de deteccién (v en la curva de
calibrado, obteniéndose la concentracion equivalente al Limite de Deteccioén (Figura
3.5, x4).

Una alternativa que tiene en cuenta la incertidumbre en los parametros de
ajuste de la recta de regresion es utilizar las hipérbolas de confianza de la regresion,
tomando la peor situacién posible (Figura 3.5, x4). Una solucion intermedia entre esta
situacion pesimista y la que acepta un error del tipo II del 50% (limite de decisién) es
la que presentaremos aqui. Aplicaremos luego, las ecuaciones descriptas al sistema de
preconcentracién FI-ETA-AAS,

(Como se calcula el limite de deteccién teniendo en cuenta la incerteza del
calibrado?

La primera etapa del calibrado consiste en una regresién lineal mediante
cuadrados minimos entre la sefial de absorbancia (y) y la concentracién de iones en la
fase acuosa (x). De este ajuste se obtienen los estimadores de los parametros de la
recta de regresion: el estimador “b,” de la pendiente veridica (B1) y el estimador “by”

de la ordenada al origen veridica (Bo) tal que:

y=b,+b -x+¢
Donde € es un error aleatorio con media cero y desviacién estandar uno.
Una vez hecha la regresion, es posible derivar intervalos de confianza para las
futuras sefiales, puesto que ya contamos con una distribucién de probabilidad para la

sefial a cualquier concentracién. Con esta distribucién, obtenemos expresiones para la

esperanza y la varianza de una seiial:
E())=b, +b -x
Var($)=w? s,

Las variables s, y w, tienen el siguiente significado:

_7\2
wf=%+l+ n(x x)
n —
Z(x,—x)
im]
S-3)
2 fm]
s, =
n-2
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Donde 7 es el nimero de patrones de calibrado y N es el nimero de réplicas
que realizamos de cada muestra. En algunos libros de texto322 al valor s, se lo llama
sy Esta desviacién estdndar es la desviacion estdndar de las medidas de absorbancia.
Esta desviacion estandar mide la bondad del ajuste de los valores experimentales (de
absorbancia) a los valores predichos por la curva de calibrado.

El intervalo de confianza para cualquier sefial de absorbancia y, predicha por
la curva de calibrado,: viene dado por las hipérbolas de prediccién (Figura 3.5) con

probabilidad o para la hipérbola superior y probabilidad B para la hipérbola inferior:
Yo=E()+1,,., -JVar() (hipérbola superior).

Yo = E(§)~ty,, [Var(p) (hipérbola inferior).

En el caso especial de la sefial del blanco (xo=0), el intervalo superior para esta
seflal es la seflal de decisi6n (o sefial critica, ver Figura 3.5). Si elegimos a, podemos
calcular el valor de y.. Una vez obtenido el valor de la sefial correspondiente al limite
de decisién, podemos calcular el LOD (x,) para cualquier valor de B despejandolo de
la expresién para Ia hipérbola inferior.

El LOD determinado de esta manera puede ser mejorado aumentando: la
precision de las medidas (disminuyendo s.), el nimero de patrones (n) y el nimero de
medidas realizadas para la muestra (V). Ademés, el valor de LOD es influido por el

disefio de la curva de calibrado a través del denominador (x, —~X)’y la sensibilidad

del método (by).

Es importante notar que la desviacién estandar del calibrado (s¢) debe ser
similar a la que sufrirdn cada una de las muestras incognita. Si el calibrado se realiza
con patrones sencillos y la muestra sufre un tratamiento previo el limite de deteccién
calculado puede no representar la realidad.

Las curvas caracteristicas de deteccién32} consisten en un grafico del LOD
vs. B, repetido para distintos valores de N, es decir, del nimero de réplicas. Estas
curvas permiten describir un método analitico en términos de su “capacidad de
deteccion” y poseen la informacién necesaria para establecer la dependencia del LOD
con parametros tales como la probabilidad de falso negativo y el numero de réplicas.
Es posible calcular las curvas caracteristicas de detecci6n utilizando como definicién
del Limite de Deteccién la que se obtiene a partir de la curva de calibrado como

hemos visto en esta seccion. Analizaremos los Limites de Deteccidon calculados
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mediante este enfoque y los compararemos con los calculados segin la definicion de
la IUPAC para el sistema de preconcentracion FI-ETA-AAS presentado aqui.

3.7 Sensibilidad

En general, la sensibilidad se define como la pendiente de la curva de calibrado. En
AAS la sensibilidad también se define como la concentracién o masa de analito que
produce una absorbancia de 0.004343, es decir, una absorcién del 1%. La sensibilidad
nos indica qué tan bien podemos distinguir entre dos concentraciones similares.
Muchas veces, se dice coloquialmente que un método es “mas sensible” cuando se
hace referencia, en rigor, a que el método tiene un menor Limite de Deteccién. La
sensibilidad en si misma no es una de las figuras de mérito principales y tiene
importancia cuando se la informa junto a alguna medida de la repetitividad de los
datos ya que es mucho mas importante la relacién sefial-ruido que el valor absoluto de
la sefial.

La sensibilidad de un método puede depender fuertemente de la matriz en la
que el analito se encuentra por lo que es necesario verificar este efecto previo al
calibrado. Para saber cual es la menor diferencia de concentraciones que podemos
distinguir a través de una curva de calibrado (d), se ha propuesto la siguiente
expresion que tiene en cuenta la relacién entre la sefial (b;) y el ruido (repetitividad,
“g”) 312,

) V2 (i ttig) s
by

d

Para n =10 y a=B=0.05, la ecuaci6n anterior se transforma en:

d

§s
b,
En la zona del limite de deteccion, d es aproximadamente igual a 2 veces el LOD.
Para el sistema de preconcentracién (ver Capitulo 1), esto significa que no podemos

distinguir una diferencia menor que aproximadamente 3 partes por trillon de Cd y 2

partes por trillén de Pb cuando operamos cerca del LOD.

3.8 Selectividad

Cuando otra sustancia presente en la muestra tiene un efecto sobre la sefial que no fue
tenido en cuenta en la etapa de desarrollo del método, se producen errores

sisteméticos con pérdida de exactitud, es decir, resultados sesgados. No hay mucho
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consenso sobre el uso de la palabra “sclectivo” y principalmente se usa la palabra
“especifico” para describir la capacidad de un método para lidiar con potenciales
interferencias. La estadistica no ayuda mucho en el momento de decidir sobre la
especificidad de un método analitico, aunque queda claro que las interferencias
pueden producir errores sistematicos relativos (cambio de la pendiente de la curva de
calibrado) y errores sistematicos absolutos (interferencias de ordenada al origen).

La selectividad del método debe probarse en presencia de distintas matrices y si
es posible, utilizando patrones certificados. En el caso del anlisis de agua de mar es
comun encontrar interferencias multiplicativas (disminuyen la sefial en un porcentaje
relativo y se manifiestan en un cambio de pendiente) y aditivas (en general por fondo
espectral). En el proceso de preconcentracién, podemos buscar dos situaciones: una
situaciéon donde el éoporte se muestre selectivo sélo para el ion de interés o una
situacién donde el soporte se muestre selectivo para un grupo de iones mientras que
otros iones son desechados (metales pesados vs. metales alcalino-térreos). El primer
caso es el mas dificil puesto que involucra un extractante altamente especifico o un
extractante medianamente especifico operado en la zona de selectividad (saturacion).
El segundo caso es mas facil de obtener puesto que se basa en la diferencia de
afinidades de “grupos” de metales. Ya hemos probado la selectividad del método en
los capitulos anteriores, tanto de la etapa de preconcentracién, como de la etapa de
deteccion, por lo que contamos con un método que produce sefiales totalmente
especificas para la determinacién de distintos metales pesados.

En sistemas poco selectivos, es necesario reformular los conceptos para todas
las figuras de mérito antes descriptas, puesto que es necesario calibrar con algoritmos
multivariantes en vez de algoritmos univariantes. Esta extension de las figuras de
mérito es un area candente en Quimica Analitica e inclusive ha catalizado la Teoria

conceptual de la Quimica Analitica Moderna324,

3.9 Resultados y Discusiéon
3.9.1 Analisis de la repetitividad del sistema.

Si operamos dentro del ambito lineal del instrumento, la sefial de absorbancia
medida en un instrumento de atomizacién electrotérmica es dependiente de la masa de
analito inyectada dentro del atomizador y de la sensibilidad especifica del elemento de

interés, que depende a su vez de la matriz que lo acompafia:

. AMU(S’M = mﬂlllﬂ‘lm 'x
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Donde el subindice denota que se trata de una muestra incdgnita. La sensibilidad
especifica se mide inyectando un volumen conocido de un patrén de calibrado (std) y

en este caso la expresamos en unidades de absorbancia/masa:

Asld
m std

Z:

Reemplazando en la primer ecuacién obtenemos:

muesira

m muesira = A ’ m.ml
std

Esta simple aproximacién no tiene en cuenta la contribucién del blanco de
reactivos y supone una calibraciéon con un solo punto, pero es util para analizar la
contribucion de los distintos factores experimentales a la precisién total. La varianza
de la masa de muestra es la suma de las varianzas de la sefial de la muestra, de la sefial
del patron de calibrado y de la masa del analito preconcentrada e inyectada. Si
normalizamos la desviacion estandar respecto del valor medido obtenemos la RSD%
para cada uno de los pardmetros experimentales. La propagaciéon de errores en
términos de RSD% es equivalente a la propagacion de varianzas3?2, por lo que la

desviacion estandar relativa para la masa de analito en la muestra puede calcularse

2 2 2 2
mmuulm Amuulm A.ml m.ml

Lo que significa, traducido a RSD%:
RSD, _ =RSD) __+RSD} +RSD] (1)

como:

muesira

O sea, que la incertidumbre que podemos esperar para la determinacién de un
analito depende no sélo de la sefial obtenida para el analito, sino también de la
incertidumbre asociada a la masa de analito inyectada como patrén y a la sefial de este
patrén. Dentro de la RSD% para las sefiales, agrupamos todos los procesos que
ocurren en ausencia de preconcentracion, esto es, la imprecision en el volumen de la
jeringa de inyeccion, en el proceso de calentamiento y en el de atomizacién. Esta

desviacién estandar relativa para la determinaciéon de Cd por horno de grafito en
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condiciones normales es del 4%; (usando una matriz similar al eluyente de la columna
de preconcentracién). En condiciones o6ptimas, la RSD% de las medidas de
absorbancia pueden llegar a tener una precision del 2%.

Sin embargo, cuando la masa de analito inyectado proviene de un proceso de
preconcentracion, existen fuentes de variabilidad adicionales que no se encuentran cn
el analisis tradicional. La masa de analito retenida es funcién del volumen de muestra
preconcentrado y por lo tanto, su repetitividad depende de la repetitividad del flujo de
la bomba peristaltica, de la repetitividad del control de tiempo y de la velocidad de
conmutacion de las vélvulas solenoides. Ahora necesitamos saber si la etapa FIA de
preconcentracién aporta una imprecision significativa al proceso global.

Como ya hemos dicho en el Capitulo 1, la determinacién de Cd se realiza
restando a las sefiales obtenidas la sefial del blanco, por lo que debemos contemplar
esta situacion al momento de hablar de precision. En tal caso, la seflal obtenida para
una muestra desconocida es funcién no sélo de la masa de analito quc existe cn la

muestra, sino también de la masa de analito presente en el blanco de reactivos:

Amuulm = (mmue.rlm + mhco ) x

Realizando los mismos reemplazos hechos anteriormente, se llcga a la siguiente

expresion para la precision en la determinacién de Cd en una muestra incégnita:

2
RSD?__ =RSD:__ +RSD: +RSD}_+RSD} .| Tte_|
wreestra mvestra sid std 'beo mmu“,,-a

En este caso se agrega un nuevo término que contiene la desviacion estdndar
de la masa de analito en el blanco de reactivos, ponderado por la relacién de masas en
el blanco y en la muestra. Esto quiere decir que cuanto menor sea la masa de analito
en el blanco con respecto a la de la muestra, mejor serd la precision obtenida. Los
resultados se muestran en las Tablas 3.1 y 3.2,

Hemos visto en el Capitulo anterior que la repetitividad global del sistema es de un
5.5% para la preconcentracion sobre I-HOx y de un 5.0% para Chelex-100.
Remplazando los valores de la RSD% del flujo de muestra en la ecuacion | y usando

como RSD, _ =RSD, =4% obtenemos un valorde RSD,_  que es equivalente

a la precision total del método.
La imprecision del blanco es levemente superior a la de la muestra, probablemente

debido a que involucra un mayor cambio en la posicion de las valvulas. Sin embargo,
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para niveles de concentracién tipicos encontrados en el calibrado (100 ppt Cd) esta

ecuacién produce resultados similares a la Ecuacién 1 puesto que el factor

2
m,. - . o e
[———""‘ ) vale 0.04. Para valores de concentracién cercanos al LOD, la precision
m

muestra
empeora levemente y la RSD% total tiene un valor aproximado del 6% para Chelex-
100 y del 5.7% para I-HOx. Los resultados muestran que la desviacion estandar
relativa es aproximadamente constante en todo el &mbito de concentraciones, como es
esperable para un analizador (ETA-AAS) con un a&mbito lineal pequefio. La
desviacion estdndar obtenida para el blanco de reactivos en el Capitulo 1 es del 3%
aproximadamente, sin embargo, este valor es obtenible en condiciones 6ptimas, tanto
de pureza de reactivos, como de performance del espectrometro y debe ser
considerado como el mejor posible. Una precisién de aproximadamente el 5% es mas
realista y se corresponde con la performance normal de trabajo.

Considerando que la mejor precisioén obtenible para el anélisis directo puede estar
entre el 2% y el 4%, vemos que el proceso de preconcentracion no aporta
significativamente imprecision ya que la precisién del método estd dada por la del
ciclo de atomizacién. Los resultados muestran ademas que el tiempo de
preconcentracion no es una variable que contribuya significativamente?® a la

precision (n=4, Test Fo o5 (z),3_3)m.

3.9.2 Curvas caracteristicas de deteccion: calculo de limites de deteccién

para distintos valores de probabilidad de error del tipo 1 y I1. (a y B)

En la Figura 3.6 se muestran las curvas caracteristicas de deteccion para la
preconcentracion sobre I-HOXx considerando un valor de a de 0.05.

Para calcular estas curvas es necesario utilizar la desviacién estandar de las sefiales
de calibrado (s.). Los limites de deteccion se calculan para distintos nimeros de
repeticiones de las determinaciones (1, 2, 3, 4, 5 e infinitas). En la Figura 3.6
podemos observar que para N=3 y p=0.05 el método tiene un LOD igual a 18 ppt de

Cd. Este valor se calcula utilizando como estimador de la dispersién de los datos a la
desviacion estandar de todos los patrones de calibrado (s.). Si disminuimos el nimero

de replicas (N=1) manteniendo constante B (linea punteada, Figura 3.6), el LOD
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aumenta hasta un valor de 26 ppt de Cd. Este valor es uno de los peores obtenibles ya
que proviene de la situacién mas “conservadora” correspondiente a una sola réplica y
a una probabilidad de falso negativo menor que el 0.0005%.

Es interesante la comparacion entre los limites de deteccion calculados mediantc la
definicién de la IUPAC y los calculados mediante el uso de las hipérbolas de
confianza del calibrado (Tabla 3.3). La comparacién entre los limites de deteccion
calculados de distintas maneras se muestra en la Tabla 3.3. En esta tabla se muestran
por comparacién los limites IUPAC calculados en condiciones Optimas de
repetitividad del blanco (RSD%=2%) y en condiciones normales (RSD%=5.5%)

De los resultados mostrados en esta tabla, podemos sacar algunas conclusiones:

e Los limites de detecciéon calculados con las hipérbolas de confianza y
probabilidades idénticas a y B, son un orden mayor que los calculados segun la
definicién IUPAC. Esto se debe a que los limites de deteccitn calculados segun
la deﬁnidién de la IUPAC (Limites “3c™) utilizan sélo la desviacién estandar
del blanco mientras que los calculados mediante las hipérbolas de confianza de
la recta de regresion incluyen la variacién en todos los patrones de calibrado y
no solamente el blanco, lo que empeora la precision.

¢ Los limites “36™ son similares a los calculados con las hipérbolas de confianza
utilizando como s, la desviacion estdndar del blanco y una sola repeticién. Si
aumentamos el nimero de repeticiones (N), el LOD disminuye de 1 ppt a 0.5
ppt para una RSD% del 2% y de 3 a 2 ppt para una RSD% del 5.5%.

e Para obtener un menor error (5%) se pueden lograr los mismos limites de
deteccion aumentando el nimero de repeticiones.

Podemos concluir que un limite de deteccién de 3 ppt de Cd parece un valor
acertado, puesto que involucra una desviacién estindar razonable y sé6lo una
repeticion. Limites mayores, si bien nos dan un margen dc seguridad mayor, no
representan la detectabilidad del método. Similares resultados se obtuvieron para el

sistema que utiliza Chelex-100 como relleno de columna.

3.9.3 Influencia del tiempo de preconcentracién en el LOD y el Ambito Lineal
de calibrado.

Hemos visto-en el Capitulo 1 que existen dos clases de sistemas de
preconcentracién 138 187: Jos sistemas basados cn volumen y los basados en tiempo

(“volume-based” y “time-based”).
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Los sistemas basados en volumen inyectan en la microcolumna un volumen fijo
de muestra a través de un tramo de tuberia calibrado y fijo que se conecta en una
valvula rotatoria de 6 vias (tipo Rheodyne). En el caso de analizar muestras
desconocidas con 4mbitos de concentracién muy variables, este sistema es muy poco
flexible puesto que para variar la cantidad de muestra que se preconcentra es
necesario cambiar el “lazo” de la valvula inyectora y por lo tanto desarmar el sistema
de flujo con una alta probabilidad de contaminacién.

Los sistemas basados en tiempo permiten variar de manera continua el volumen
de muestra que atraviesa la columna usando temporizadores electrénicos que
controlan la conmutacién de valvulas en el sistema de preconcentraciéon. En este caso
la reproducibilidad del sistema de flujo viene dada por el mayor o menor desgaste de
las mangueras de la bomba peristaltica y su repetitividad viene dada por la
confiabilidad del sistema de conmutacién y de las valvulas solenoides. Como vimos
en la primera seccion, el sistema de flujo es lo suficientemente repetitivo como para
no contribuir a la imprecisién total. Una caracteristica interesante de los sistemas
basados en temporizadores es que son altamente flexibles, permitiendo obtener altas o
bajas sefiales cambiando el volumen de muestra preconcentrado adaptando la
concentracion al ambito lineal del calibrado.

Los limites de deteccion se calculan a partir del valor del blanco para distintos
tiempos de preconcentracion segun los métodos antes descriptos. También es posible
calcularlos “a priori”, si conocemos las contribuciones del eluyente y del buffer de
preconcentracion al blanco de reactivos. Para ello necesitamos deducir una expresién
que vincule al blanco de reactivos con las variables de flujo y las concentraciones de
analito en cada reactivo. Los detalles de la deduccion de esta expresion se dan en el
Apéndice junto al significado de cada variable y las aproximaciones realizadas
(Ecuacién 12):

0,15ty +2, + 1, )Bpuger E% oy + V..
t p '¢mu¢.ﬂra E%

eluyente .I

LOD =

Esta expresion es til para analizar cualitativamente las precauciones a tener en
cuenta al disefiar un sistema de preconcentracion para optimizar el LOD :

¢ El 4cido usado para elucién debe ser lo mas puro posible (Ceruyene pequefio)

125



¢ El volumen de elucién (V,) debe ser el minimo compatible con la elucién total
de la microcolumna.

¢ Los tiempos de preacondicionamiento de la microcolumna y de lavado (¢ y 1))
deben ser los minimos compatibles con una preconcentraciéon y separacién
eficiente.

 El buffer de preconcentracién debe ser de alt{sima pureza (csup- baja) . Este es
uno de los puntos clave del sistema. La purificacion del buffer de
preconcentracién puede hacerse “on-line” y “off-line”127,

e La relacién de flujos entre la muestra y el buffer (dmuestra /Pourmer) debe ser alta,
sin perjudicar el ajuste de pH.

e Los tiempos de preconcentracién (t,) seran lo suficientemente largos como para
alcanzar la sensibilidad deseada pero no tanto como para disminuir el dmbito

lineal.

Desde el punto de vista cuantitativo, los limites de deteccién calculados “a priori”
en funcién del tiempo de preconcentracién se ajustan bien a los valores obtenidos
directamente a través de las curvas de calibrado, por lo que podemos concluir que la
Ecuacién 12 responde correctamente a los limites de deteccién experimentales. La
Figura 3.7 muestra los limites de detecciéon calculados “a priori” en funcién del
tiempo de preconcentracién junto al intervalo lineal de calibrado. Vemos que
mediante la modificacién del tiempo de preconcentracién podemos variar la
sensibilidad deseada de manera de adecuar los limites de deteccion y el ambito lineal
al juego de muestras analizadas. Una caracteristica unica del sistema FIA-ETA-AAS
(controlado por tiempo y no por volumen) es que permite variar de manera continua
los limites de deteccién y el &mbito lineal. Los sistemas controlados por volumen no
flexibilizan de esta manera las figuras de mérito.

Debemos destacar que el tiempo de preconcentracion afecta mucho mas
pronunciadamente al 4mbito lineal que al LOD. Por ejemplo, aumentando el tiempo
de preconcentracion de 60 s a 90 s, el LOD casi no varia (puesto que aumenta el
blanco pero también aumenta la sensibilidad) pero el limite superior de la curva de
calibrado pasa de 140 ppt de Cd a 90 ppt de Cd.
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3.9.4 Frecuencia de analisis
La frecuencia de andlisis es inversamente proporcional al tiempo que demanda un

ciclo de extraccién/eluciéon y no es influenciado por el tiempo que demanda el
programa de calentamiento, que se hace en paralelo y es de menor duracién que la
preconcentracion. Si el programa del homo es mas largo que el ciclo de
preconcentracion, la frecuencia de anélisis estard dada por su duraci6n, pero este no es
el caso en el procedimiento propuesto. El tiempo que se invierte en un ciclo de
extraccion se compone de los tiempos invertidos en las siguientes etapas del anélisis:
el enjuague del sistema, el acondicionamiento de la columna, la preconcentracion, el
lavado de la columna, el enjuague de la jeringa del autosampleador, la aspiracién del
eluyente y la inyeccién del eluyente. Si el ciclo de extraccién es mas largo que el
programa de calentamiento, podemos realizar simultineamente las operaciones de
preconcentracion y de atomizacién, por lo que el ciclo de atomizacién no disminuye
la frecuencia de analisis. Esto es valido para cualquier tiempo de preconcentracién si
los flujos no son modificados (puesto que el minimo tiempo que demora un ciclo de
extraccion es de 126 segundos y el programa de calentamiento demora 96 segundos).
En la Figura 3.7 vemos que un aumento en el tiempo de preconcentracién produce
una mejora en la sensibilidad y en el Limite de Deteccién, pero un empobrecimiento
de la frecuencia de andlisis, lo que obliga a seleccionarlos como resultado de una

situacién de compromiso que involucra el sacrificio de uno u otro segun el caso.



TABLAS DEL CAPITULO 3:

RSD% para el volumen del Buffer de preconcentracién (blanco de reactivos)
Flujo (ml min™)
Tiempo de 1.21 0.78
preconcentracion (s)
60 2.3% 0.9%
120 2.2% 0.6%

Tabla 3.1: Precision volumétrica del blanco de reactivos.

RSD% para el volumen de muestra preconcentrado

Flujo (ml min™)

Tiempo de 5.09 1.40
preconcentracion (s)

60 0.4% 0.7%

120 0.2% 0.1%

Tabla 3.2: Precisién del volumen de muestra preconcentrado.



Medida de la LOD Probabilidad | Probabilidad de Forma de Célculo
Repetitividad (ng ' Cd) de falso falso negativo.
utilizada positivo.

Repetitividad del 18 11.5% 11.5% Hipérbolas de confianza
calibrado (s.) del calibrado (N=1)
Repetitividad del 12 11.5% 11.5% Hipérbolas de confianza

calibrado del calibrado (N=3)
(5e)
RSD% del blanco: 1 11.5% 11.5% Célculo segin IUPAC
2% (n=4) (Ver Tabla 2.9)
RSD% del blanco: 3 11.5% 11.5% Célculo segun IUPAC
5.5% (n=4)
RSD% del blanco: 1 11.5% 11.5% Hipérbolas de confianza
2% del calibrado (N=1)
RSD% del blanco: 0.5 11.5% 11.5% Hipérbolas de confianza
2% del calibrado (N=3)
RSD% del blanco: 3 11.5% 11.5% Hipérbolas de confianza
5.5% del calibrado (N=1)
RSD% del blanco: 2 11.5% 11.5% Hipérbolas de confianza
5.5% del calibrado (N=3)
Repetitividad del 18 5% 5% Hipérbolas de confianza
calibrado del calibrado (N=3)
(so)
Repetitividad del 1 5% 5% Hipérbolas de confianza
blanco del calibrado (N=3)
(se)

Tabla 3.3: Distintos limites de deteccién para la preconcentracién de Cd sobre I-HOx.
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3.10 Apéndice: Calculo del LOD para distintos tiempos de
preconcentracion:

La manera de calibrar un espectrémetro de absorcion atomica es mediante la regresion
de la concentracion de la muestra sobre la sefial obtenida, construyendo una funcién

lineal mediante regresion por cuadrados minimos:
A=bc+A4,, 3)

Donde 4 es la absorbancia pico, b es la sensibilidad experimental expresada en
AU. ml pg’, c es la concentracién del analito en la muestra o en el standard (en pg ml’
'Y y Ay, €s la sefial producida por el blanco de reactivos. Siguiendo la definicion de la
IUPAC vista anteriormente el limite de deteccion (LOD) se calcula como:

LoD = 2Shmete @
b

Para vincular el LOD con el tiempo de preconcentracion debemos expresar la
sensibilidad y la desviacion estandar del blanco en funcion de variables del sistema de
flujo.

Las seilales en Absorciéon Atémica con Horno de Grafito (ETA-AAS) son
dependientes de la masa de analito inyectada dentro del atomizador y no de la
concentraciéon del analito en la muestra, puesto que el solvente es evaporado en el
ciclo de calcinacion previo a la atomizacion. Si el volumen de inyeccion es constante,
la sefial se relaciona directamente con la concentracion (c). La sefial obtenida para una

muestra dada es:

A = mmuexlra'x (5)

muestra
Donde Amyesira €5 1a seiial obtenida para una muestra desconocida que contiene

Mmuesira Picogramos de analito y y la sensibilidad especifica en unidades de sefial por

picogramo de analito (ver seccidn anterior).

En sistemas de preconcentracion acoplados a ETA-AAS, la masa de analito

introducida en el horno es la masa de analito retenida en la microcolumna de

separacion, corregida por la eficiencia del proceso de transferencia de masa.

Siempre que operemos el sistema de flujo en condiciones de no saturacién de la resina

quelante, la masa retenida.es funcioén lineal del volumen de muestra y por lo tanto, del

tiempo de preconcentracion:

m = tp '¢m 'E% 'Cmue.rlra (6)

muesira
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Donde /£, es el tiempo de preconcentracion, @, es el flujo de muestra, £% es la
eficiencia de preconcentracién (0.71) y Cuuesra €S la concentracién de analito en la
muestra (pg mi™).
La pendiente de la curva de calibrado (sensibilidad) también es funcién del tiempo de
preconcentracion :
b=t,4,.E%.x (7

La desviacion estandar de la seiial del blanco se obtiene como :

3 Spco,a8s = 3-StcomasaX ®)
Asumiendo un valor constante de la repetitividad (RSD%) del 5% en el rango de
seflales usadas en la practica, Spcq,masa S€ puede calcular como :

3Sseomasa = 3-(0,05).m,, )

La masa de analito en el blanco de reactivos es una suma de dos
contribuciones: la del buffer de preconcentracion y la del 4cido eluyente. La
contribucién del buffer de preconcentracion depende del tiempo que se lo hace
circular a través de las distintas etapas de la secuencia de operacién del sistema de
flujo: el tiempo de pre-acondicionamiento de la columna (f), el tiempo de
preconcentracién (#;), y el tiempo de lavado (#). La contribucién del eluyente
(bCOetucionmasa) €S fija, puesto que el volumen es constante. Podemos explicitar estas

contribuciones para la masa del blanco de la siguiente manera:
mbm = [Z ’I '¢l 'E%‘cl + bcotlucldn,m] (l 0)
!

Donde :

beo =V,.c

elucidn,masa eluyente

Reemplazando myc, en (9) y 3.Spco,masa €0 (8), Obtenemos :

.

3 S0 = 0,15-[z:,¢,.5%c, +V,.c,,,,_,,,,]-z (11)
Reemplazando (11) y (7) en (4) obtenemos la ecuaci6én deseada :

015ty + 4, + 1)y E% Loy + Voot

LOD -
t P ‘¢mueslra ‘E /0

(12)

Donde @pyze- es el flujo de buffer de preconcentracién, y csyp- €s la concentracién de

analito en el buffer.
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CAPITULO 4







Queria movimiento, no una existencia sosegada, Queria emocién y peligro, asi como
la oportunidad de sacrificarme por amor. Me sentia henchido de tanta energia que no
podia canalizarla a través de la vida tranquila que llevdbamos.

Leén Tolstoi, Felicidad Familiar

4 Capitulo 4: Metales Pesados: Influencia de la forma
quimica' en su incorporacion a organismos vivos.

4.1 Biodisponibilidad y bioacumulacion de metales pesados.

Los organismos vivos tienen un rol central en los ciclos de elementos tales como el
carbono, hidrogeno, oxigeno y nitrégeno. Junto a estos elementos centrales, también
son procesados otros elementos minoritarios entre los que se encuentran los metales
pesados. Una vez que los metales pesados son liberados al ambiente por el hombre,
pueden ser incorporados a los tejidos de los organismos vivos. El ingreso de
contaminantes inorganicos a los distintos reservorios naturales puede causar en los
seres vivos que los habitan, efectos benéficos (solo con algunos metales esenciales),
toxicidad crénica y en casos extremos toxicidad aguda o muerte, dependiendo de su
concentracion. Para los seres humanos, la asimilacién de contaminantes por los
organismos que los rodean produce una disminucién en su calidad de vida debido a la
degradacion de sus recursos naturales.

Las vias de ingreso de los contaminantes a los seres vivos son diversas. Las
plantas terrestres incorporan los contaminantes de los suelos a través de sus raices y
los contaminantes gaseosos a través de sus hojas. Los animales terrestres lo hacen a
través de la inhalaciébn o a través de la ingesta de otros organismos a su vez
contaminados. Los organismos acuéticos son los mas sensibles a los contaminantes
puesto que se encuentran en contacto permanente con la fase acuosa que contiene los
toxicos disueltos. A diferencia de la contaminacién de suelos, la contaminacién de
aguas afecta espacios mayores dado que ocurre en un medio fluido y por lo tanto, los
procesos de transporte de contaminantes son mas eficientes. La incorporacién de
téxicos a los organismos acuéticos ocurre por contacto directo entre el agua
contaminada y el tejido del organismo o bien por transferencia a lo largo de la cadena

tréfica. Los primeros eslabones de esta cadena, tales como el fitoplancton, el

139



zooplancton, los crusticeos y las plantas acuéticas son de especial cuidado. La
incorporacion de metales pesados a sus tejidos puede producir su mortandad repentina
o puede propagar la contaminacién a todos los organismos que los utilizan como
fuente de alimento. Entre los ecosistemas acuéticos, el ecosistema marino es el que
brinda la mayor cantidad de alimento a la raza humana y a su vez es, aquel en el cual
se descargan grandes cantidades de desechos de las grandes ciudades e industrias. La
“bioacumulacién” de metales pesados en nuestros organismos marinos refleja el
impacto de la actividad del hombre sobre uno de nuestros recursos mas ricos lo que
hace vital su estudio.

El término “bioacumulacién” se utiliza para describir la magnitud con la que
un organismo concentra un contaminante de su entorno. El factor de bioacumulacién
(a semejanza del factor de enriquecimiento definido para procesos de intercambio
i6nico) es el cociente entre la concentracién del téxico en el tejido y en el medio
desde el cudl lo incorpora. La “bioacumulaciéon” estd modulada por la
“biodisponibilidad”. La “biodisponibilidad” de un elemento es el porcentaje de la
concentracién total de éste que puede ser efectivamente incorporado por un
organismo. La biodisponibilidad de un elemento est4 directamente relacionada con su
especiacién puesto que las diferentes formas quimicas de un mismo elemento pueden
ser acumuladas en magnitudes muy diferentes.

La bioacumulacién de téxicos inorganicos en ambientes marinos ocurre por tres
vias principales:

e Absorcién directa de la forma biodisponible del elemento en la fase acuosa a

través de membranas celulares o tejidos respiratorios.

e Absorcién directa de la forma biodisponible del elemento en los sedimentos,

por contacto directo o por alimentaci6n por filtracién.

eIngesta de otros organismos contaminados.

A bajos niveles de concentracion, ciertos metales pesados como el Cu y el Zn
actian como micronutrientes. Otros metales como ¢l Cd y el Hg son téxicos siempre,
ain a muy baja concentracién. Para un dado elemento metalico, el limite de
concentracion en el cuél éste comienza a ejercer efectos perjudiciales es funcién de la
especie que lo acumula, de su edad y del tamaiio del individuo de esa especie. Incluso
puede ser funcién de la época del afio en la que ocurre la exposicion. Cuando se

supera el umbral de toxicidad se manifiestan efectos negativos en la tasa de
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reproduccién, en la sensibilidad a enfermedades, problemas nutricionales, problemas
de crecimiento, cambios en el comportamiento e inclusive defectos a nivel
genético326. Si la concentracién es aun superior a éste umbral, se producen
disfunciones severas a corto plazo e inclusive muerte.

Este mecanismo de umbral-dafio tiene una correlacién quimica directa en los
tejidos de los organismos marinos dado que los metales incorporados son retenidos en

dos fracciones predominantes de proteinas3?’;

eUna fraccion de sistemas enzimaticos de alto peso molecular que requieren de
metales (micronutrientes) para su funcionamiento. Este es el sitio de accién
toxica de los metales esenciales cuando son incorporados en exceso.

eUna fraccion de proteinas de peso molecular -intermedio llamadas
metalotioneinas que actian detoxificando al organismo de especies

metalicas.

Cuando los metales esenciales como el Cu y el Zn se hallan en exceso su
concentracion en la primer fraccion es anormalmente alta. Si el proceso de
acumulaciéon continua, el exceso aparece en las metalotioneinas. Cuando la
contaminacion se produce con metales no esenciales como el Cd, la acumulacion se
produce directamente en las metalotioneinas, que se encargan de anular sus efectos
toxicos. Cuando la capacidad de asimilacién de las metalotioneinas se ve superada por
cualquiera de los metales en exceso, éstos reaccionan con otras enzimas que son
criticas para el funcionamiento del metabolismo, apareciendo los sintomas de

toxicidad.

4.2 Mecanismos de incorporacién de metales a organismos vivos.

Los mecanismos de absorcién de metales por organismos acuaticos son complejos
pero podemos resumirlos de manera sencilla en tres etapas. La primera es la
migracion de la especie bioacumulable hasta la superficie celular y su fijacién sobre
ésta. La segunda es el transporte a través de la membrana celular. La tercera es la

particién del total del elemento incorporado entre los distintos sistemas proteicos

descriptos anteriormente.
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4.2.1 Transporte a través de la membrana celular

Todas las células vivas se encuentran separadas de su entorno por una membrana

semipermeable cuya existencia y propiedades bésicas se conocen desde hace mas de

100 afios. La membrana celular esté formada por una bicapa de fosfolipidos con sus

extremos hidrofilicos mirando hacia los lados internos y externos. Esta bicapa es

permeable a moléculas orgénicas liposolubles, pero virtualmente impermeable a iones
pequefios. La permeaci6n de los iones es posible debido a la presencia de una gran
variedad de proteinas. Algunas de éstas proteinas se encuentran asociadas sélo a la
capa externa de la membrana y son ficilmente removibles mientras que otras,
atraviesan la membrana de lado a lado y sélo pueden ser extraidas si se la destruye.

Las propiedades de la membrana celular estn dadas por la composicién de sus lipidos

mientras que las funciones de transporte a través de ella estan dadas por sus proteinas.
Las protefnas de membrana son las responsables del transporte de iones a través

de la misma. Este transporte presenta cierta selectividad para distintos iones debido en
general, a restricciones de tamafio de las estructuras de las proteinas. Las vias por las
que los iones pueden_ atravesar ]a membrana son diversas3?8, a saber:

R

1. Disolucién hidrofébica en la membrana. Sélo posible para especies neutras y/o
hidrofébicas (metilmercurio, tetraetilplomo, tributilestafio).

2. Unién de los iones a proteinas y carbohidratos presentes en la periferia de la
membrana. Los complejos formados son transportados a través de la membrana
por endocitosis. Un ejemplo cldsico es el transporte de hierro por la transferrina
presente en el suero la que es capturada en la superficie celular por receptores de
transferrina. El complejo receptor-transferrina migra hasta sitios especializados
(“pozos de clatrina”) donde se produce un endosoma que es incorporado a la
célula. Otra via de transporte la constituyen los “ion6foros”. Estos ionéforos son
proteinas que unen jones metdlicos, pudiendo generar luego un poro transitorio a
través de la membrana o directamente migrar a través de ella. Un ejemplo de esta
clase de mecanismo es el transporte de K* mediado por el antibiético valinomicina
que, una vez que se une el cation, puede difundir a través de la membrana.

3. Permeacién a través de poros. Los poros son estructuras proteicas que atraviesan
la membrana de lado a lado. Pueden ser inespecificos, en cuyo caso el transporte

de iones es simplemente difusivo. También pueden ser selectivos para ciertos
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iones. Una de las proteinas mas comunes que conforman estos canales es la
porina. Los poros tienen forma de doble embudo con un cono expuesto hacia la
superficie extracelular que posee cargas negativas capaces de atraer cationes,
luego un “cuello” que presenta selectividad en base al tamafio del ion y por @ltimo
otro cono que se expande hacia adentro de la célula por donde los iones son
ingresados en el medio plasmaético. Todos los poros son permeables a varios iones
con afinidades y velocidades de transporte variables. La preferencia de un ion
respecto de otro se produce en funcién de la similitud entre el tamafio del ion y el
diametro del poro o en funcién de lo favorables que resulten las interacciones
electrostaticas entre cada ion particular y las paredes del poro. Ademas, los
cambios en el pH extracelular afectan fuertemente la unién de iones a la superficie
de la membrana puesto que los H' compiten por los grupos funcionales. Desde
otro punto de vista, el pH cambia la especiacién de los iones en solucidn.

4. Transporte activo asociado a hidrélisis de ATP mediante ATPasas. En
muchos casos existen mecanismos activos de incorporacién o excrecién de ciertos
iones. Esto se logra con sistemas proteicos especificos para cada ion. Estos
sistemas capturan al ion y lo translocan a través de la membrana. Este cambio
conformacional que produce la migracién del ion esta acoplado a la hidrélisis de
ATP mediante una ATPasa, constituyendo un proceso activo donde se gasta
energia. Estas moléculas transportadoras que atraviesan la membrana se conocen

como “carriers”.

4.2.2 Transferencia de los metales desde la solucién a la superficie celular.

Desde un punto de vista quimico, los diferentes mecanismos de incorporacién de
metales en el interior de una célula comienzan con una reaccién superficial entre una
especie disuelta en la fase liquida y un grupo funcional en la superficie celular. Esta
reaccion heterogénea se encuentra sumamente influenciada por la concentracién del
ion metalico en solucién y por la forma quimica en la que éste se encuentra, es decir,
por su especiacion.

Cuando un ion metélico difunde hacia la superficie celular de un organismo
vivo, encuentra primero una capa protectora de polisacaridos o glicoproteinas
(paredes celulares o mucus de células animales). Estas paredes poseeh grupos
funcionales que contienen oxigenos cargados negativamente, por lo que los cationes

se ven atraidos hacia su interior. Moviéndose a través de esta pared los iones se
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encontraran con la membrana celular, entrando en contacto con un gran nimero de
proteinas transportadoras y de poros proteicos. Todas estas moléculas constituyen
sitios potenciales de uni6n para las especies metalicas que hayan migrado.

Este proceso de difusiéon y unién de los metales desde la solucién hasta la
superficie celular puede modelarse. El modelo mas aceptado es el Modelo de la
Actividad del Ion Libre (“Free Ion Activity Model”, FIAM32%) que predice que la
concentracién intracelular de iones metalicos es proporcional a la concentraci6n del
ion libre en la solucién que rodea al organismo.

Segun el modelo FIAM, la reaccion superficial de los iones metalicos consta
de cuatro etapas que se esquematizan en la Figura 4.1:

e Migracidn convectiva-difusiva hasta la superficie celular.

o Difusién del metal a través de la pared celular o mucus glicoproteico.

e Adsorcién o complejacién superficial sobre la pared celular o sobre

proteinas de la membrana celular.

¢ Internalizacién del metal mediante transporte a través de poros o moléculas

transportadoras.

La reaccién entre las especies en solucidn y el grupo superficial celular viene
dada por las siguientes reacciones:

En solucién, el ion metélico M puede estar en equilibrio con distintos ligandos

M+LssML ¢}

Una vez que el ion difunde, reacciona con el grupo superficial proteico P para
dar el complejo superficial MP.

M+ P&y MP 2)

Si la tunica especie que reacciona con la superficie celular es “M”, la adicién
de un ligando L que forma un complejo ML inerte, disminuye la acumulacién del
téxico metélico.

Sin embargo, el complejo superficial puede generarse también a través de una
reaccion de intercambio-de ligandos si la especie que reacciona es el complejo ML del
metal, por lo que la especie téxica no sélo puede ser M sino también ML.

ML+P«S—5>MP+L 3)
Despejando las concentraciones de las especies en las ecuaciones (1), (2) y (3)

de las correspondientes expresiones de sus constantes de equilibrio (K;, K> y Kj3),
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obtenemos la dependencia de la concentracién del complejo superficial con la
concentracién del ion libre:
[MP]=K, - K, -[P]-[M] 4

Vemos que la concentracién del complejo superficial depende de la actividad
del ion libre. Cuanto mayor sea la concentracién del ion libre, mayor sera la
acumulacién. Si agregamos ligandos L cuyos complejos ML pueden reaccionar con
los grupos superficiales (reaccién 3), éstos también aumentaran la bioacumulacién de
M.

Si “MP” se forma en sitios de membrana con una funcién biolégica definida,
la formacion del complejo superficial producira una respuesta biolégica directa, como
ocurre en las branquias de los peces. Si el sitio sélo tiene la funcién de transporte
hacia el citosol, un aumento en la concentracién superficial de MP producira un
aumento en la concentraci6n intracelular de M.

El modelo FIAM hace uso de dos hipdtesis que pueden no cumplirse,

conduciendo a aparentes excepciones al mismo:

1. La interacci6én con la superficie celular es a través de una reaccién
superficial, lo cudl es valido sé6lo si los metales existen libres o en la forma
de complejos hidrofilicos que no pueden atravesar directamente la
membrana plasmatica.

2. Tras la difusién del metal en solucién, las reacciones de complejacién
superficiales y las de intercambio de ligandos en la superficie celular son
mas rapidas que la reaccién de incorporacién del metal al interior de la
célula. De ésta manera la superficie celular se encuentra en “pre-equilibrio”
con la solucién. Por el contrario, si las reacciones su;;erﬁciales son lentas, el
FIAM no es vélido dado que toma en cuenta consideraciones puramente
termodinamicas ignorando las consideraciones cinéticas: la velocidad de
bioacumulacién vendra dada por la velocidad con la que los metales son
transportados hacia la superficie o por la velocidad con la que éstos son

liberados de los complejos que formen en solucién.
Dado que los grupos proteicos superficiales y las especies en solucién se

encuentran relacionados por equilibrios multiples, cualquier especie puede ser

potencialmente toxica. En general se piensa que la Ginica especie t6xica es el ion libre,

145



pero esto no es completamente cierto: la concentracién del ion libre nos da una idea
de la reactividad del sistema, del grado de toxicidad y de la facilidad con la que éste
puede interactuar con la superficie celular.

El modelo FIAM predice adecuadamente el proceso de bioacumulacién en la
mayoria de los casos, sin embargo, existen algunas situaciones donde el modelo
parece no ser valido a simple vista.

Una de esas situaciones es cuando el metal se encuentra en equilibrio con
ligandos lipofilicos como el DDTC o los xantatos. En éste caso, la presencia de un
ligando “amplifica” la bioacumulacién porque el complejo ML puede atravesar
directamente la membrana celular diferencidndose de complejos formados con
ligandos hidrofilicos tales como el EDTA y el NTA.

Otra aparente excepcién al FIAM ocurre cuando se forman complejos neutros
de bajo peso moleculat como por ejemplo AgCl® o CdCL,°. Estos complejos sélo se
forman si la salinidad es muy baja, ya que con exceso de ligando, como en el agua de
mar, se favorece la complejacion con un niimero de coordinacién mayor (Cd(Cl)4?).

Una situacion poco estudiada es la de la aplicabilidad del FIAM en presencia de
materia orgénica disuelta (DOM, Dissolved Organic Matter). Este es una situacion
muy comun puesto que muchas veces junto a la descarga de metales pesados también
se descargan efluentes cloacales con abilidad para complejar a los iones metalicos,
disminuyendo su actividad. En la mayoria de los casos, la materia orgénica disuelta se
comporta como una mezcla compleja de ligandos hidrofilicos y por lo tanto, las
predicciones del FIAM son vélidas

Un analisis de la bibliografia existente referida al modelo FIAM32% pone de
manifiesto una grave deficiencia en la mayoria de los estudios de bioacumulacién
llevados a cabo en sistemas modelo: la ausencia de métodos de andlisis que permitan
medir concentraciones de ion libre menores a 10”7 M condiciona los metales a estudiar
y la aplicabilidad de los resultados a sistemas naturales. Es evidente que los sistemas
de preconcentracién acoplados a ETA-AAS tienen mucho que ofrecer en el estudio
del fenémeno de bioacumulacién debido a los bajos limites de detecciéon y a la

efectiva aislacion del analito.
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4.3 Bioacumulacién y preconcentracion por intercambio iénico.

No es sélo debido a su enorme sensibilidad que los métodos de preconcentracion por
intercambio i6nico acoplados a horno de grafito tienen mucho que ofrecer. Estos
métodos de preconcentracién tienen similitudes ‘“‘conceptuales” con el proceso de
bioacumulacién. Tanto en el proceso de bioacumulacién como’en el proceso analitico
de preconcentracion la reaccién que une al ion metélico con la superficie procede por
intercambio idnico. En ambos casos se trata de una reaccion heterogénea de
complejacidn con un primer paso difusivo y un segundo paso de reaccion quimica. Si
se buscan condiciones experimentales adecuadas en las cudles la reactividad del
material de intercambio iénico es moderada (flujos de muestra altos, grupos
funcionales de afinidad mediana por los metales) la fraccién de metales retenidos
puede estar relacionada con la fraccion de metales capaces de reaccionar con la
superficie celular.

No todos los procesos de transporte de membrana son similares a la
preconcentraciéon por intercambio iénico: es imposible “simular” mediante
intercambio i6nico un proceso de transporte activo acoplado a gasto de energia como
es el que ocurre con las ATPasas de membrana, pero si es factible simular los
procesos de complejacién con los grupos funcionales de la pared celular.

Es esta similitud entre los procesos de preconcentracién por intercambio i6nico
y de complejacion celular lo que ha llevado a los quimicos analiticos a “poner el carro
delante de los caballos” y usar materiales biolégicos como soporte de

preconcentracion de metales pesados330.331,

4.4 ¢Porqué estudiar la bioacumulacién de Cd y Pb?

La seleccion de Cd y Pb como analitos en agua de mar no es casual. A diferencia de
metales como el Fe, Cu, Mn y Co que pueden actuar como micronutrientes, el Cd y
Pb son elementos denominados toxicos, cuyos efectos nocivos siempre se
incrementan conforme su concentracion crece por encima de los niveles de tolerancia.

El cadmio es un elemento raro en la corteza terrestre y hay pocos minerales
que lo contienen. En aguas naturales su concentracién se encuentra en el rango de
0.010 a 3 ppb. La World Health Organization (WHO) propone como valor guia para
aguas de consumo humano una concentracién maxima de 3 ppb. Es un metal

altamente téxico (LDso=1.3mg kg™') que se acumula en los rifiones de los mamiferos y

147



puede causar insuficiencia renal. En los humanos, la exposicién cronica a éste metal
produce dafios en el rifion que se manifiestan por la presencia de protefnas
(microglobulinas) en la orina. La aspiracién repetida de aerosoles de Cd puede
producir enfisema y otras enfermedades agudas de pulmén. Se vuelve volatil a los 400
C, por lo que puede dispersarse como aerosol si se calientan mezclas de metales a esa
temperatura.

El cadmio es un metal “moderno” puesto que se lo comenzd a utilizar en los
aflos 60 en aplicaciones tales como la prevencién de la corrosidn, la estabilizacién de
polimeros, baterias de Ni-Cd, fésforos de TV y pigmentos332. Tiende a ser menos
fuertemente adsorbido y complejado que otros metales divalentes, por lo que es mas
14bil en suelos (vida media en suelos: 15 a 1100 afios) y méas biodisponible en aguas.
Es uno de los metales que mas facilmente se traslada a lo largo de la cadena tréfica,
tanto a través de organismos marinos, como a través de plantas terrestres. Las fuentes
de Cd mas importantes son los efluentes cloacales, los fertilizantes fosfatados y las
emisiones industriales (combustién de carbén y petréleo)333. Otra fuente importante
de contaminacién son los procesos de obtencién minera y de fundicién del ZnS,
puesto que en general se los encuentra juntos. Un caso masivo de intoxicacién crénica
con Cd se produjo en Japén en los afios 50 donde mas de 200 personas mostraron
insuficiencias renales agudas y deformidades en los huesos debido a que tanto el agua
que bebian asi como el arroz que consumian estaba contaminado con una cantidad de
Cd 10 veces superior a la tolerada por humanos. La causa de esta contaminacién eran
las operaciones de minerfa que se llevaban a cabo en valles cercanos y que
contaminaban las napas de agua.

El plomo también es un elemento no esencial. En aguas naturales su
concentracién promedio es mayor que la de Cd y se encuentra en el rango de 0.030 a
13 ppb. En especial, en agua de mar, su concentracién es uno o dos 6rdenes mayor
que la de Cd (ver Tabla 4.1). El Pb es una neurotoxina y proviene de una enorme
variedad de fuentes32. La World Health Organization (WHO) propone como valor
gufa para aguas de consumo humano una concentracién maxima de 10 ppb. Las
principales fuentes de plomo en el ambiente son el petréleo (en el aire por la
combustién, pero también en suelos y en aguas por derrames), particulados en
chimeneas de escape de combustién de gas-oil o fuel-oil, pinturas de vieja tecnologia
con alta cantidad dé Pb, soldaduras y barnices de interiores de latas de alimentos,

cafios de Pb usados en la distribucion domiciliaria de agua, algunos pesticidas en base
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a mezclas Pb/As, todo tipo de municién cuyos proyectiles estan fabricados con Pb,
mineria y fundicién del Pb (en especial de yacimientos de PbS, produciéndose la
contaminacién por drenado de efluentes acidos que contienen Pb soluble, humos de
fundicién y material particulado de desecho que contamina aguas y suelos).
Comparativamente, el Pb no es tan téxico ni tan biodisponible'm como el cadmio
(LDso=70 mg kg™, vida media en suelos: 740 a 5900 afios), pero es omnipresente en
el ambiente ademads de ser téxico acumulativo en mamiferos. La acumulacién ocurre
en la médula 6sea donde se produce la formacion de eritrocitos (hematopoyesis).
Cinco pasos de la sintesis del grupo hemo, como minimo, son afectados por el Pb. En
particular, la maxima afeccién se registra sobre dos enzimas: la §-aminolevulin-
dehidrogenasa (ALA-D) y la ferroquelatasa. Esta inhibicién de la sintesis del hemo
resulta en anemia. La intoxicacién crénica con Pb también produce daiio renal. La
intoxicacién aguda con Pb produce edema cerebral, pero dosis menores pueden
producir trastornos de comportamiento y dificultades en el aprendizaje.

La absorcion de Cd y Pb en plantas produce cambios en la permeabilidad de la
membrana celular y union a grupos sulfidrilos de muchas proteinas y enzimas criticas.
Esto produce inhibicién de procesos enzimaticos, y trastornos en la respiracion,
transpiracién y fotosintesis. Tanto el Cd como el Pb son fuertemente acumulados por
los organismos marinos tal como se muestra en la Tabla 4.2. El cadmio es mas
biodisponible que el plomo, pero el plomo casi siempre se encuentra en mayor
concentracion. La incorporacién de Cd a los organismos marinos se produce a través
de difusién a través de poros. Se ha encontrado que los inhibidores de ATPasas
producen un aumento en la concentracion intracelular de Cd lo que no indica un
proceso activo de acumulacién sino, mas probablemente, un proceso activo de
detoxificacion que puede ser inhibido. El plomo se incorpora a las células de la misma
manera que el calcio, dada la similitud de sus radios iénicos (0.099 nm para Pb y 0.12
nm para Ca). Ademds, muchas vias metabdlicas permiten que el Pb reemplace al Zn
debido a que posee mayor carécter “B” que éstett,

En los estudios de bioacumulacion lievados a cabo en nuestros laboratorios!8!
hemos elegido como organismo de estudio para la bioacumulacién de Cd y Pb, a las

macroalgas marinas. Estas algas concentran metales téxicos con gran facilidad en

! A diferencia del Cd, el Pb forma muchas sales insolubles en los suelos, con carbonatos, fosfatos,
sulfatos y materia himica.
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cantidades subletales, lo que las hace tiles como biomonitores de la contaminacién
de su entorno’34-337, Por otro lado, como son organismos fijos al lecho oceénico,
reflejan la exposicion del sitio de muestreo a los contaminantes. En el caso de las
algas, los metales sélo pueden ser incorporados a través de su exposicién directa al
organismo puesto que no hay incorporacién a través de la dieta, lo que hace que los
resultados sean mas faciles de interpretar.

Los estudios de bioacumulacién de Cd y Pb requieren de herramientas analiticas
muy eficientes y confiables puesto que es necesario determinar bajisimas
concentraciones de los mismos en agua de mar, asf como en los tejidos de las algas,
donde, si bien la concentracién es mayor, requiere una digestién previa. El sistema FI-
ETA-AAS es un método excelente para la determinacion de partes por trillén de estos
metales en el agua de mar en la que habitan las algas, mientras que para la
determinaci6n del contenido intracelular es necesaria la mineralizacion de la materia
orgénica utilizando un método en el cuél no se volatilicen los analitos (recordemos la
alta volatilidad de ciertas sales de Cd y Pb). Para ello se ha hecho uso de la digestion
por microondas que resulta la técnica mas adecuada para la destruccion de la materia

orgénica en el andlisis de vestigios inorgénicos.

4.5 Resultados y Discusién.

Estudios previos de bioacumulacion en nuestros laboratorios han mostrado que ciertas
especies de macroalgas del Atlantico Sur (zona del Golfo Nuevo, Patagonia) tales
como Lessonia, Gigartina, Adenocystis, Leathesia y Colpomenia son capaces de
acumular arsénico!”. Ademds, pudo demostrarse que ¢l arsénico es acumulado
intracelularmente como especies organoarsenicales, no reactivas para la generacién de
arsina. En trabajos posteriores!80 se investigd la acumulacién de Cd, Pb y Al en la
misma zona, por las mismas especies. Muchas de estas especies (Macrocystis,
Gigartina) son cosechadas con fines alimenticios ya sea como materia prima en la
fabricaciéon de alimentos, o para su consumo directo en alimentos dietéticos. Los
resultados muestran que la bioacumulacién de Cd y Pb se encuentra directamente
ligada a la actividad humana en la zona de muestreo: las algas que habitan los sitios
de mayor impacto, presentan mayor contenido intracelular de Cd y Pb.. Este mismo

estudio muestra que la concentracién de Cd y Pb intracelular esta rclacionada con la

88 El car4cter B 0 “S” (Acidos “blandos” de Pearson) de un metal est4 relacionado con la afinidad por
el azufre, nitrégeno y fésforo que posee. Estos metales tienen una esfera electrénica polarlzable.
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concentracién en el agua circundante. Sin embargo, puesto que no fue posibie realizar
estudios de especiacion, s6lo estan disponibles datos de la concentracion total de los
iones. Es evidente que si estos iones se encuentran en la forma de especies que pueden
ser retenidas por las paredes y membranas celulares, la concentracién total de iones
tendra relacién directa con la cantidad de esos metales que puede ser acumulada. Por
el contrario, si los iones se encuentran en la forma de complejos muy estables o
asociados fuertemente a material coloidal en suspension, la concentracion total de los
contaminantes carece de utilidad para predecir la magnitud de la bioacumulacién.

Para predecir la cantidad de metal acumulado por las algas, es necesario contar
con una medida de la reactividad de los iones metélicos en el agua de mar
circundante. Diversos autores han sugerido que la fraccién “reactiva” o “l&bil” de los
iones metalicos, se encuentra directamente relacionada con la fraccién que puede ser
retenida por columnas de intercambio iénico’ ¢ 167. 183, Teniendo en cuenta que las
similitudes entre el proceso de bioacumulacién y el de intercambio i6nico son
evidentes, la fraccion de metales retenida por la microcolumna de intercambio i6nico
del sistema FI-ETA-AAS bajo ciertas condiciones de contorno, podria resultar una
buena estimacion de la biodisponibilidad de los metales en el agua de mar objeto de
nuestro estudio.

Para verificar esta hip6tesis, se buscaron ambientes con grados de actividad
humana muy diferentes. De los lugares de muestreo descriptos en la Tabla 4.1 se
seleccionaron dos sitios que cumplen estos requisitos: Punta Borja (45° 52’ S 67° 29’
W) y Punta Maqueda (46° 01’ S 67° 34 W). El primero es una playa rocosa muy
influida por la proximidad de la ciudad de Comodoro Rivadavia. Esta ciudad, situada
en la provincia de Chubut, tiene una poblacién aproximada de 75000 habitantes, se
caracteriza por su industria pesquera y por la explotacién de petréleo ya que es un
puerto de embarque y descarga de grandes barcos-tanque transportadores de
combustible. Esto hace que en la zona portuaria los derrames de petréleo
(accidentales o por lavado indebido en la cercania de la costa) sean frecuentes.
Ademas, la ciudad tiene una gran deficiencia en sus plantas de tratamiento de
efluentes cloacales, por lo que muchas veces el exceso de aguas servidas es
directamente vaciado al mar. Punta Maqueda, por el contrario, es un sitio
geograficamente protegido que carece de poblacién y de actividad humana y por lo

tanto, resulta util como sitio control para estimar la concentracion basal de Cd y Pb
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tanto en las aguas como en los tejidos de las algas. Las diferencias en cuanto a la
actividad humana en ambos sitios hacen suponer “a priori” que la especiacién de los
metales en el agua sera diferente.

Los resultados para la determinacién de Cd y Pb en los tejidos de las algas se
muestran en la Tabla 4.3!8!, La concentraci6n de los metales corresponde a una etapa
de contaminacién temprana. Se ve claramente que el plomo es acumulado
intracelularmente con mayor preferencia por E. prolifera y por U. lactuca mientras
que el Cd es acumulado preferentemente por P. columbina. Estas diferencias pueden
ser explicadas solamente en términos de las diferentes vias de incorporacién
metaboélica que no son conocidas hasta el momento. Sin embargo, las diferencias entre
las especies, sirven para seleccionar el biomonitor adecuado.

Los resultados del andlisis del contenido de metales en el agua de mar
circundante muestran que en Punta Borja la concentracién total de ambos metales es
mayor que en Punta Maqueda, o sea el sitio impactado presenta mayor concentracion
de metales que el sitio control. En lo que se refiere a la acumulacién en los
organismos, las algas en el sitio poluido (Punta Borja) acumulan mas plomo que en
Punta Maqueda (sitio control), lo que se correlaciona con el mayor-contenido de
plomo total y labil en el agua de mar de Punta Borja (Tabla 4.4). La alta
bioacumulacién de Pb en Punta Borja (Tabla 4.3), determinada por las condiciones
ambientales que impone la actividad humana, estd de acuerdo con resultados
publicados con anterioridad33s.

La bioacumulacién de Cd no presenta una explicacion tan sencilla (Tablas 4.3
y 4.4). Un hecho llama poderosamente la atencién: el contenido de cadmio
intracelular presenta una inversién ya que en el sitio control las algas acumulan mas
Cd que en el sitio poluido. Este fenémeno puede explicarse observando la
concentracion de metal 14bil en ambos sitios de muestreo : a pesar de que el contenido
total de cadmio en Punta Borja es mayor que en Punta Maqueda, en Punta Borja la
biodisponibilidad de este metal es menor como lo indica el andlisis de la fraccién
14bil. Los resultados sugieren que las especies bioactivas de Cd en agua de mar estén
correlacionadas con la fraccién “14bil” retenida por la resina Chelex-100.

Muchos autores han sugerido que la complejacién de los metales por ligandos
orgénicos puede influenciar su especiacion y por lo tanto controlar su
biodisponibilidad, tal como predice el Modelo del Ion Libre3?%. La disminucién de la

biodisponibilidad del Cd en Punta Borja puede deberse a la presencia de quelantes
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con una alta afinidad por este ion que lo secuestren en fases disueltas, coloidales o
particuladas inertes. Estos quelantes pueden provenir de la materia orgénica aportada
por los efluentes cloacales o por los quelantes naturales que existen en el petréleo
como las petro-porfirinas.

La utilidad de un método rdpido de especiacién operacional es evidente
(fueron procesadas mas de 30 muestras, cada una con sus respectivos replicados). Este
método, ademéds de poseer una alta frecuencia de andlisis, posee la sensibilidad
suficiente como para distinguir las variaciones de concentracién entre ambos sitios de
muestreo. La determinacién del conjunto de especies que conforman la “fraccién
1abil” (especiacién operacional con correlato funcional) es de suma utilidad. Sin
embargo, es importante conocer cudles especies se comportaran como labiles y cudles
no, de manera de poder predecir el efecto de ligandos especificos sobre la
biodisponibilidad de éstos iones. La caracterizaciéon de la fraccion labil de Cd
permitiria conocer el efecto que tiene la contaminacién con materia organica sobre la
biodisponibilidad de téxicos inorganicos. Resulta parad6jico que la contaminacién
con materia organica tenga efectos “protectores” de contaminacién por metales
pesados para la fauna y flora acuatica, disminuyendo la posibilidad de incorporacién
en sus tejidos.

La presencia de ligandos afecta mas significativamente al Cd que al Pb puesto
que atn pequefias concentraciones de ligandos pueden modificar sustancialmente la
cantidad complejada del primero, ya que al encontrarse a niveles de ultratrazas es fécil
encontrarse en una situacion donde el ligando esté en exceso. En lo que resta de éste
trabajo estudiaremos qué ligandos componen la fraccion “labil” de Cd y
desarrollaremos un procedimiento automético para la determinacién de las dos
fracciones mayoritarias de éste elemento: la fraccion “14bil” y la “inerte” (accesibles y

no accesibles al organismo acuético, respectivamente).



TABLAS DEL CAPITULO 4:

Sitio Ubicacién | Actividad | Gradode | Cd(ugl") | Pb(pgl™)
Humana | Exposicién

Caleta 45°43’ S Puerto Mediano ND 0.616 +
Cordova 67°20°' W 0.020

PuntaBorja | 45°52° S Industrial, Mediano 0.031 1.360
(Comodoro | 67°29° W Urbano Alto 0.005 0.040

Rivadavia) Puerto. Muy alto

PlayaRada | 46°00° S Turistico Mediano 0.033 0419+
Tilly 67°33° W 0.006 0.014

Punta 46° 01’ S Ninguna Ninguno 0.063 0.708 £
Maqueda 67° 34 W 0.010 0.023

Tabla 4.1: Concentracién de Cd y Pb en muestras de agua del Mar Atlantico Sur

(costa patagénica). Las concentraciones se determinaron mediante el sistema FI-ETA-

AAS descripto en el Capitulo 1.




Metal

Organismo

Algas y

Macrofitas

Moluscos

Crusticeos

Peces

Cadmio

(no esencial)

e Factores de
concentracién tan altos
como 10000x.

e  Las velocidades

de detoxificacién son
lentas.

e CaMgySr
compiten con los sitios
de unién.

. La
biodisponibilidad

o Factores de
concentracidn de
10000x,
preferentemente en
rifiones y glamdulas
digestivas.

e La
bioacumulacién
aumenta al disminulr la
salinidad.

. La detoxificacién

e Los niveles mas
altos se encuentran en
las visceras y los mas

- bajos en los musculos.

e Factores de
concentracion de hasta
600x, con una vida
media en ¢l organismo
de un afio.

. El mecanismo
mas eficiente de

¢  Los niveles mas
altos se encuentran en
¢l higado y otras
visceras,

. La acumulacién
s mayor en individuos
jévenes, a baja
salinidad y alta
temperatura del agua.
o Detoxificacion a
través de

disminuye con la se produce a través de | acumulacién a altas metalotioneinas.
presencia de quelantes | metalotioneinas. concentraciones es a e  Lasviasde
. Muy lenta la través de las branquias | ingreso son a través del
detoxificacion y a bajas agua y la dicta.
concentraciones & . La exposicién
través de la intermitente o en bajas
alimentacion. concentraciones del
e Secunca téxico puede no ser
metalotionelnas significativa.
intestinales.
Plomo o  Factores de e  Experimentos a e Factores de e Seacumulaenel
concentracion entre largo plazo muestran concentracién esqueleto con factores
(no esencial) 1200x y 82000x acumulaciones entre promedio de 100x. de acumulacién de
200x y 20000x. e  Selocalizaen el 100x.
¢  Laacumulacién exoesqueleto y se

méxima se produce en
las branquias, rifones y
tracto digestivo.

¢  Los individuos
pequefios y jovenes
muestran una velocidad
de absorcién altay de
detoxificacion lenta.

e  Laacumulacién
disminuye si aumenta
[a salinidad.

e  Laacumulacion
del plomo en los
sedimentos es inhibida
por altos niveles de Fe.
e Lasviasde
ingreso son a través del
agua y de la
alimentacion.

pierde con las mudas.
e Latoxicidad y
acumulacioén son
mayores a bajas
salinidades y altas
temperaturas.

Tabla 4.2: Caracteristicas del proceso de bioacumulacién de Cd y Pb en distintos organismos marinos.




U. lactuca

E. prolifera

P. columbina

(macro-alga roja)

(macro-algas verdes)

Elemento  Punta Borja Punta Punta Borja Punta Punta Borja Punta
(ng/g, peso Maqueda Maqueda Magqueda
seco) (sitio (sitio (sitio

control) control) control)
Pb 3.68+025" 1731033 6.10£090 4.1010.40 <0.2 <0.2
Cd 0.12+0.01 0551044 0.141£002 0.70+£0.07 0.68+0.04 834¢1.

"media poblacional 1 desviacién estdndar (n=6)

Tabla 4.3 : Contenido de Cd y Pb en tejidos de distintas especies de algas (media + desv. std.). El valor

informado corresponde a muestras tomadas en la misma fecha.

Sitio de Coleccién

Elemento Punta Borja Punta Maqueda
Media" Rango® Media Rango Anual
Anual

Pb Metal Total® 17 1.5-2.3 0.8 0.7-1.1
Metal L4bil* 1.40 1.30-1.50 0.70 0.60-0.90

Cd Metal Total 0.7 0.6-0.9 0.2 0.1-03
Metal Labil 0.03 0.01-0.04 0.06 0.06-0.09

Notas :

* Expresada como ¢l promedio de las medias de § determinaciones de cada muestra.
® Rango de las medias observadas para cada metal en las muestras colectadas bimestralmente en ¢l perfodo 1993-1994,

¢ Determinaclén por extraccién con APDC/MIBK.

‘Determinacién mediante FI-ETA-AAS usando Chelex-100 como soporte de preconcentracion.

Tabla 4.4 : Especiacion operacional de Cd y Pb en agua de mar.
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Figura 4.1: Modelo de bioacumulacion “FIAM™.
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“Would you tell me, please, which way I ought to go from here? "-[said Alice].
“That depends a good deal on where you want to get to", said the Cat.
“Idon’t much care where "-said Alice.

“Then it doesn’t matter which way you go, "said the Cat.

“-so long as I get somewhere, "Alice added as an explanation.

“Oh, you're sure to do that”, said the cat, "if you only walk long enough.”

Alice’s Adventures in Wonderland, Lewis Carrol (1865).

5 Capitulo 5: Caracterizacion de la fraccion labil de Cadmio.

En los primeros capitulos nos hemos centrado en el anélisis de la performance
del sistema FI-ETA-AAS para la determinacion de Cd y Pb a través de sus figuras de
mérito. Sin embargo la cantidad de iones retenidos en la microcolumna no sélo es
funcién de las variables del sistema de flujo sino también del entorno quimico en el
que se encuentra el analito, lo que permitira el anélisis de especiacién. En el capitulo
anterior hemos comprobado que la fracciéon de Cd retenida por la microcolumna se
encuentra relacionada con la fraccion de iones metalicos capaces de interaccionar con
organismos vivientes. Es deseable comprender cudl es la causa de esta correlacion, o
sea, cuales son los motivos que hacen que la fraccion “labil” (retenida por quelacién
en fase sdlida), sea también la fraccion “biodisponible”.

Llamaremos “discriminacién cinética” a la capacidad del soporte de
preconcentracion de discriminar entre especies quimicas en funcién de la velocidad
con la que ellas reaccionan con las resinas quelantes. Nuestra hipétesis de trabajo
consiste en que solo aquellos iones que se encuentren como complejos cinéticamente
labiles339 serdn retenidos por los soportes quelantes (Chelex-100 y I-HOx). No
debemos confundir “labilidad cinética” con “estabilidad termodindmica” ya que
como veremos, ciertos complejos muy estables termodindmicamente son retenidos en
la columna mientras que otros complejos menos estables no lo son debido a su

lentitud para reaccionar.

5.1 Especiacion por discriminacién cinética.

Los iones metalicos que aparecen en medios naturales no sélo se encuentran
como acuo-complejos, dado que el medio natural provee una gran variedad de
ligandos inorgénicos (cloruros, carbonatos, etc.) y organicos (aminodcidos, 4cidos

humicos). En el caso de sistemas acudticos modificados por la actividad humana
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debemos tener en cuenta ademas, la presencia de ligandos sintéticos utilizados en la
formulacién de productos de uso doméstico que son vertidos a los desagues (i.e. NTA,
EDTA).

Como los iones metalicos se encuentran, en general, en bajas concentraciones,
es muy probable que los ligandos se encuentren en exceso respecto a ellos. En nuestro
trabajo nos ocupamos de metales toxicos como el Cd, de origen netamente
antropogénico’33 que se encuentra en aguas naturales no poluidas en concentraciones
de 10® M o menores. En este entorno quimico, es probable que gran parte del Cd se
encuentre formando compuestos de coordinacién con los ligandos presentes340.

Desde el punto de vista ambiental es necesario conocer si los iones metalicos
se encuentran 6 no en la forma de especies que puedan ser incorporadas a los tejidos
vivos. El modelo del Ion Libre (Free Ion Model, FIAM3?9) predice que la
concentracién intracelular de iones metalicos es proporcional a la concentracién del
ion libre (acuo-complejo) en la solucién que rodea al organismo. Este modelo utiliza
solamente consideraciones termodindmicas donde la variable principal son las
concentraciones en el equilibrio. Una de las condiciones de contorno del FIAM es que
las reacciones en la fase acuosa sean mucho mas rapidas que la velocidad de
acumulacién intracelular. Es por ello que en general se reemplaza la concentracion del
ion libre por la concentracién de todos los complejos inorganicos labiles,
indistinguibles experimentalmente unos de otros puesto que estan relacionados a
través de equilibrios muy rapidos.

En el caso de complejos hidrofilicos muy estables con altas velocidades de
formacién (como los formados con el EDTA), la presencia de ligandos sélo puede
disminuir los efectos tdxicos del Cd ya que la reaccién de liberacion del ion metalico
es lenta lo que impide su incorporacién al organismo vivo. Existen también ligandos
que forman complejos menos estables que los anteriores pero cuyas reacciones de
disociacién del complejo son muy lentas, con lo cual el tiempo de liberacién del metal
puede ser mayor que el de adsorcién e incorporacion en la célula dejando al téxico
como “no disponible”. Este es el caso de la materia organica disuelta, como los acidos
himicos (HA) dénde las concentraciones del equilibrio se alcanzan con lentitud34!. 342,
Cuando los metales se encuentran unidos a ligandos para dar complejos cinéticamente
inertes, el proceso de bioacumulacién no puede ser predicho s6lo en base a

consideraciones termodindmicas, puesto que aunque el cquilibrio esté favorecido
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hacia la adsorcién sobre la célula, ello puede ocurrir muy lentamente por lo que el
metal no se acumula.

Desde el punto de vista de la quimica analitica aplicada a procesos de
bioacumulacion, es necesario contar con un sistema de anélisis que sea capaz de
detectar no solo la estabilidad de los complejos metalicos frente a grupos quelantes
superficiales, sino también su labilidad es decir, la velocidad con la que intercambian
sus ligandos por otros. Es deseable que sean retenidos s6lo aquellos complejos labiles
cuya reaccion de intercambio de ligandos con la resina sea favorable, esto es, aquellos
que formen complejos de baja o media estabilidad con los ligandos. La idea
emergente es utilizar una técnica analitica rdpida que reproduzca a grandes rasgos el
proceso de bioacumulacién y que brinde informacién sobre la especiacion de manera
operacional (fraccion labil y no 14bil).

Este tipo de especiacién operacional puede llevarse a cabo por discriminacion
cinética. La especiacion por discriminacién cinética es un método cinético de anélisis,
como lo son también los métodos cataliticos?43. Podriamos clasificar a los métodos de
discriminacion cinética en flujo como una clase especial de métodos cinéticos de
andlisis diferencial. Estos métodos utilizan como estrategia las diferencias en las
velocidades de reaccién de dos o mas analitos (o dos especies de un mismo analito)
con un Gnico reactivo, que en nuestro caso es el material quelante.

La discriminacion cinética puede llevarse a cabo en un sistema FIA dadas sus
caracteristicas inherentemente dindmicas. A pesar de ello, la mayoria de los métodos
de andlisis no explotan las caracteristicas de trabajo en condiciones de no-equilibrio
del FIA3% y se centran principalmente en automatizar técnicas que trabajan en el
equilibrio.

La caracterizacion de una fraccion como “bioacumulable” dependerd de
variables quimicas del entorno tales como pH, fuerza i6nica, concentracion y clase de
ligandos y metales concomitantes. Por lo tanto, los resultados siempre deben
considerarse como provenientes de una especiacién “operacional” y no de una

especiacién quimica completa.

5.2 Polimeros naturales Complejantes de metales pesados.

La biodisponibilidad de los metales pesados se ve afectada por ligandos presentes en
la materia organica natural. La materia organica de suelos y aguas consiste en una

mezcla de productos de origen animal y vegetal en distintos estadios de
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descomposicién. Junto a ella es posible encontrar sustancias sintetizadas biol6gica o
quimicamente a partir de éstos productos de descomposicién34s.

La fraccién no-humica de esta materia organica esta compuesta por sustancias
de estructura conocida con grupos quimicos definidos tales como: carbohidratos,
proteinas, péptidos, aminoacidos, grasas, ceras, resinas, pigmentos y otras estructuras
de bajo peso molecular. En general la vida media de estas sustancias es corta ya que
son facilmente atacadas por la flora bacteriana y es por eso que la mayor parte de la
materia orgénica en suelos y aguas, corresponde a sustancias htimicas.

Las sustancias himicas son amorfas, marrones o negras, 4cidas e hidrofilicas ;
y poseen un rango de pesos moleculares que abarca desde cientos a varios cientos de
miles. Se trata de una mezcla de polimeros de diversos pesos moleculares que tiene
como caracteristica principal el de ser “polidispersa”. La polidispersidad (D) describe
la homogeneidad de pesos moleculares de una mezcla de polimeros y se define como :

D=M\/M,
Donde M, y My, son la masa molecular media en nimero de p'am'culas y la masa
molecular media en peso respectivamente:

Mr=Z(NiM)/N;

M=Z(NM2)/NM;
(Ni es la abundancia de la fraccién con masa molecular M;). Una polidispersidad
mayor o menor que | indica que la distribucién de pesos moleculares no es
homogénea y que es asimétrica con respecto al peso molecular medio.

Las sustancias himicas se dividen de acuerdo a su solubilidad en tres
fracciones mayoritarias :

e Acidos humicos (HA), solubles en NaOH 0.5 M, pero
insolubles a pH=2.

e Acidos fulvicos (FA), que es la fraccién de acidos humicos
solubles a pH=2.

e Huminas, que no pueden extraerse del suelo ni con acidos
ni con bases.

Las sustancias himicas se hallan en todo tipo de muestras ambientales: suelos,
sedimentos, cenizas volcanicas, carbén, agua de mar, lagunas, rios y estuarios. Su
sintesis se basa en residuos vegetales que contienen ligninas, carbohidratos y

proteinas.
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Desde el punto de vista estructural, las tres fracciones que componen las
sustancias himicas son similares, difiriendo solamente en peso molecular y en el
porcentaje relativo de algunos grupos funcionales (los FA son mas livianos y mas
ricos en grupos carboxilo). Hasta el presente no existe una estructura exactamente
conocida para los HA pero se acepta la presencia de grupos fenélicos, carboxilicos, y
quinoideos.

La determinacion de pesos moleculares que, como hemos dicho, abarcan un
amplio rango se realiza por distintos métodos, entre ellos :

e Presion osmotica, destilacién y crioscopia para determinar
el M,.
e Viscosidad y filtracién de geles para determinar el My,.

Puesto que los HA y FA son polidispersos, los valores de My en general son
mayores que los de M6 (D>1), lo que habla de su inhomogeneidad en pesos
moleculares. Queda claro que las sustancias himicas no son un Gnico compuesto
quimico definido y hasta el presente no se ha logrado consenso sobre ninguna
estructura en particular.

Sin embargo, con los avances en técnicas de modelado molecular, se han
producido algunas mejoras en la comprensién de su estructura. El enfoque clasico
proponia modelar a los HA a partir de compuestos monoméricos conocidos tales
como el acido maldnico, el acido ftalico, el 4cido salicilico, o el catecol. Algunos
autores han propuesto nuevos monémeros mas complejos que responden mejor a las
propiedades fisicas y quimicas del polimero3¥?. 348, Sin embargo, s6lo muy
recientemente se ha descripto un monémero sencillo capaz de ser modelado utilizando
computadoras de mediano costo349. Esta estructura se llama “bloque constructivo” del
polimero de HA y representa una férmula promedio de una molécula real (Figura
5.1). Este mon6émero presenta siete centros quirales por lo que existen muchas
posibilidades para su conformacién y por ende, para la caracterizaciéon de sus
propiedades bioldgicas y quimicas. La polimerizacién de estos mondmeros se hace a
través de enlaces tipo amida entre un grupo carboxilo y el grupo amino. La mayoria
de los isdbmeros generan hélices al azar, pero si el isdémero es el correcto, se genera
una estructura helicoidal compacta y estable. La naturaleza helicoidal del polimero
produce un interior donde se agrupan los grupos funcionales hidrofébicos y una

superficie exterior que contiene grupos funcionales carboxilato, amino y fenolato.
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Estos grupos pueden estar cargados dependiendo del pH y la fuerza iénica de la
solucién y tienen gran importancia porque son capaces de coordinar metales de
transicién.

Desde el punto de vista de la formacién de complejos metélicos, las sustancias
himicas se comportan como biopolimeros tridimensionales que generan huecos de
diferente tamaflo en su estructura. En estos huecos se produce la interaccion metal-
HA. En general la complejacion de metales se produce por quelacién entre grupos
fendlicos y carboxilicos vecinos. En el caso del Cd, si observamos los complejos
formados con los equivalentes monoméricos de los 4cidos himicos, las constantes de
formacién se encuentran en el rango 10°-10”. Sin embargo, se pueden producir
grandes diferencias en las constantes de formacién dependiendo del origen de los HA.

Los é4cidos himicos poseen una diversidad de sitios capaces de complejar
iones, cada uno de ellos con diferente afinidad. En general, se observa que los grupos
que generan uniones débiles s6lo complejaran metales cuando los grupos generadores
de uniones fuertes hayan sido saturados. La manera mas comin de describir las
propiedades de formacién de complejos es a partir de titulaciones complejométricas y

el posterior ajuste de las curvas obtenidas mediante algoritmos matematicos.345.

5.3 Especiacién por efecto de tamiz molecular.

La discriminaci6n cinética se basa en diferencias en la reactividad quimica de los
iones en solucién y en las caracteristicas de los grupos funcionales de los soportes
quelantes, sin embargo, la hipétesis basica de la especiaciéon por discriminacién
cinética es afirmar que el soluto entra en contacto con la resina.

Hemos visto que las resinas de intercambio i6nico se comportan como una red
tridimensional polimérica que contiene poros de distinto tamafio revestidos por una
fase gel. Esta red de poros puede actuar como un “tamiz molecular” y filtrar especies
cuyo tamafio sea muy grande como para ser acomodado dentro del polimero. En las
aguas naturales existen muchas especies solubles y coloidales cuyos pesos
moleculares pueden ser suficientemente altos como para restringir su acceso a los
sitios activos que se encuentran dentro de la estructura de poros de los materiales
quelantes.

Esta propiedad del soporte extiende las posibilidades dentro del esquema de

especiacién: Chelex-100 y I-HOx ofrecen la posibilidad de discriminar entre especies
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por su reactividad quimica a distintos pH, asi como separar especies metalicas
pequeilas de otras macromoleculares o asociadas a coloides por adsorcién y oclusién.
Por ejemplo, algunos autores han reportado que los iones adsorbidos por particulas
coloidales de hidréxido férrico no son retenidos por la resina Chelex-10035°,

En aguas naturales, suelos y sedimentos, es necesario distinguir analiticamente
entre los metales unidos a material disuelto y a material particulado. Esta distincion
no puede realizarse sélo por filtracién porque la distribucién de tamafios de los
componentes acuaticos varia de forma continua entre los angstroms y los micrones343.
En éste trabajo, todas las muestras analizadas, fueron filtradas previamente por
membranas de poros de 0.45 pm. Sin embargo, el limite arbitrario de 0.45 um puede
no ser suficiente para retener ciertos coloides y, sobre todo, ciertos compuestos
macromoleculares formados por sustancias himicas. El uso de resinas de intercambio
iénico para separar especies i6nicas de especies coloidales estd4 mucho menos sujeto a
posible contaminacién que otros como la didlisis o la filtracién secuencials. Este
método esta basado en la suposicion de que el tamafio de poro efectivo de la resina es
demasiado pequefio como para permitir la entrada de particulas coloidales.

Los solutos con un peso molecular superior al denominado corte de pesos
moleculares de la resina (MWCO) son totalmente excluidos y s6lo entran en contacto
con la superficie externa de las particulas de polimero. Esta superficie externa
contribuye s6lo en una pequefia fraccion a la superficie total del polimero (que esta
mayormente compuesta por la superficie del “laberinto” de poros), por lo que la
reaccion de complejacion es despreciable. Los solutos con pesos moleculares menores
al MWCO penetran paulatinamente en la red de poros a medida que sus dimensiones
hidrodinamicas se hacen mas pequeifias. Esto hace que los tiempos de contacto soluto-
resina aumenten progresivamente alcanzando un maximo para moléculas de pequefias
dimensiones. La morfologia de las resinas tiene, por lo tanto, un efecto significativo
sobre la especiacién por discriminacién cinética ya que los tiempos de contacto son

funcién del tamafio hidrodinamico del soluto en la solucién.
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5.4 Resultados y discusioén.

5.4.1 Ligandos que acompafian al cadmio en aguas naturales. Calculo de
concentraciones de especies en el equilibrio en soluciones modelo.

Los iones metélicos en aguas naturales estan acompafiados de una gran variedad
de ligandos (Tabla 5.1). Estos ligandos pueden formar complejos de alta, mediana o
baja estabilidad con los iones, disminuyendo su actividad y por lo tanto su
biodisponibilidad.

Los ligandos inorganicos se encuentran bien caracterizados y debido a su alta
concentracién respecto de la de los metales pesados, pueden determinar su
especiacion. A diferencia de los ligandos inorgénicos, los ligandos organicos no se
encuentran tan bien caracterizados y la mayoria de las veces, sdlo se cuenta con
informacién a través de pardmetros colectivos como CDO, TOC y DOCYS. En
muchas aguas, también se encuentran ligandos dc fuentes antropogénicas tales como
el EDTA y el NTA.

El efecto de los ligandos inorgénicos sobre la especiacion de los metales traza es
similar en agua de mar y en agua dulce excepto en el caso de los metales de la clase
“B”, como el Cd y el Pb, que en agua salada forman complejos clorurados dada la alta
concentracién de este ligando.

En aguas dulces y saladas, también ocurre complejaciéon por la presencia de
compuestos humicos de origen sedimentario?! y, en algunos casos, por ligandos
selectivos de ciertos metales pesados como las fitoquelatinas (ligandos de la clase de
los sideréforos exudados por algunos microorganismos en condiciones de deficiencia
nutricional de hierro). Sin embargo, debido a la alta concentracion de metales
alcalino-térreos en el agua de mar y a la menor concentracién de materia orgénica, la
complejacion de metales pesados por sustancias himicas es menor que en aguas
dulces. El efecto de los alcalino-térreos sobre el material hiimico procede a través del
bloqueo de sitios activos por Ca y Mg.. Sin embargo, la complejaciéon por materia
humica en agua de mar puede seguir siendo significativa, como se ha mostrado para
Cuy Pb¥2,

La complejacién por ligandos inorganicos y orgdnicos en aguas naturales ocurre

simultidneamente. Nos enfrentamos a sistemas en los que ocurren equilibrios multiples

5 COD: “Chemical Oxigen Demand”, TOC: “Total Organic Carbon”, DOC: “Dissolved Organic
Carbon”.

165



entre H', ligandos, metales y particulas en suspensién. Estos equilibrios forman una
intrincada red de interacciones cuya situacion de equilibrio puede modificarse
simplemente mediante el cambio de una variable.

Debido a ésta complejidad, la fraccién labil de Cd se-estudié a través de soluciones
modelo sintéticas las que se fabricaron mediante la adicién de distintos ligandos de
ocurrencia natural en concentraciones crecientes. La concentracién de Cd se mantuvo
muy baja (8,89.10™"° M), en un todo de acuerdo a las concentraciones halladas en
aguas naturales (ver Capitulo 4). Muy pocos son los trabajos que utilizan
concentraciones en este rango dada la dificultad de deteccién de las distintas
especies!S. Algunos autores'¢’ han estudiado la influencia de distintos ligandos en la
recuperacién del Cd por resinas quelantes en concentraciones de metal y de ligando
demasiado altas como para ser representativas de un sistema natural, limitacién que
era impuesta por la instrumentacién de dos décadas atras. La concentracion de Cd en
aguas naturales se encuentra en el rango de los ng I y por lo tanto las soluciones
modelo deben ajustarse al caso real.

En nuestras experiencias, la concentracién de todos los ligandos ensayados se
vari6 entre 10° M y 10° M para contemplar situaciones estequiométricas y sobre
estequiométricas como en sistemas reales. Como ligandos modelo se escogieron
distintos compuestos, cada uno de ellos representativo de un grupo particular, a saber:

e EDTA: (4cido etilendiamintetracético) es un poderoso ligando
hexadentado que coordina a través de 4 grupos carboxilato y dos
nitrégenos formando quelatos sumamente estables del tipo ML. Es un
contaminante antropogénico y se lo encuentra en concentraciones tipicas
en el rango de 10® a 107 M4, Se lo ha hallado como contaminante en
aguas naturales de Suiza, Alemania y Estados Unidos. Las fuentes de
EDTA en aguas naturales son diversas, por ejemplo: productos de limpieza
industrial, productos de la industria fotogrifica y detergentes de uso
doméstico. El EDTA no se degrada en las plantas de tratamiento de
efluentes!4y por lo tanto, los cursos de aguas naturales reciben aportes
sustanciales desde las redes cloacales. La concentracién de EDTA en

aguas naturales puede ser entre 10 y 100 veces mayor que la de Cd.
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NTA: (4cido nitrilotriacético). Forma complejos de alta y media
estabilidad con metales pesados en relacion ML y ML,. Es un ligante
tridentado que coordina a través de tres grupos carboxilos. Su origen
principal es el de los detergentes domésticos y su concentracién en aguas
naturales se encuentra en el rango 10 a 10® M35, La principal diferencia
con el EDTA consiste en la menor estabilidad de sus complejos. Ademas,
al tratarse de un ligante tridentado es sustituido por otros ligandos en la
esfera de coordinacién del ion metalico mas rapidamente que sus analogos

hexadentados339.

Glicina: es el aminoacido mas simple. Es un ligando bidentado asimétrico,
que posee un grupo amino y un grupo carboxilo. Se encuentra en sistemas
acuosos naturales en mayores concentraciones que los anteriores (107-107
M) y proviene de procesos de degradacién de proteinas. Sirve como
modelo de un ligando natural de bajo peso molecular que se encuentra en

concentraciones medianas.

Cloruro: dada la alta estabilidad de los complcjos clorurados de Cd y su
alta concentracién en agua de mar, se lo ensayé como el ligando
inorgdnico por excelencia. Su concentracién en aguas naturales puede

variar entre 10°M (en aguas dulces) y 0.5 M (en agua de mar).

La Figura 5.2 muestra las concentraciones en el equilibrio en las soluciones
modelo calculadas con el programa MINEQL+34. Los calculos se hicieron a dos
valores de pH diferentes (5.2 y 9.0), coincidentes con los utilizados para la
preconcentracién con Chelex-100 (buffer 4cido acético/acetato de amonio, pH=5.2
0.2) y con I-HOx (buffer amoniaco/cloruro de amonio, pH= 8.7 £ 0.3). En la Tabla
5.2 se muestran las constantes condicionales de formacién de complejos de Cd para
todos los ligandos a distintos valores de pH. Estas soluciones modelo se sometieron al
proceso de preconcentracion usando el sistema FI-ETA-AAS descripto en el Capitulo
1 usando como rellenos de columna Chelex-100 e I-HOx.

Para el caso del EDTA vemos que en relaciones metal:ligando mayores o iguales a

10, el metal se encuentra completamente complejado, independientemente del pH. Si
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aumentamos la concentracién de EDTA por encima de 10® M la concentracion de
Cd(EDTA)? permanece constante y la concentracion de EDTA libre aumenta. A
pesar de que la concentracién de Cd(EDTA)? es constante en todas las soluciones
modelo con p[ligando] > 8, la cantidad de Cd que se recupera de ellas en el proceso de
preconcentraciéon no es la misma. Esto evidencia que dentro de la microcolumna
ocurre un proceso fuera del equilibrio, como veremos en la préxima seccion.

En el caso del NTA, la complejacién tiene mayor dependencia con el pH: a bajo
PH (Keone<<K;) el Cd se encuentra predominantemente libre, excepto a altas
relaciones ligando:metal. Cuando el pH es alcalino la constante de formacion
condicional tiende a la constante de formaci6n absoluta y la concentracion de Cd libre
es muy dependiente de la concentracion de ligando. S6lo cuando la relacién
ligando:metal es mayor o igual a 100, el Cd se encuentra totalmente complejado.

Las soluciones que contienen glicina presentan muy bajas concentraciones de los
complejos metal-glicina. En éstos sistemas, cuando el pH es alcalino, es importante la
presencia de la especie mono hidroxilada de Cd. Para las soluciones con cloruros
vemos que la formacién del complejo clorurado nunca supera el 5%. Es esperable que
la concentracion de los complejos clorurados aumente si se aumenta la concentracion
de cloruros por encima de éste valor, sin-embargo, la pureza de los reactivos impide
ensayar concentraciones superiores a las usadas, puesto que el blanco de reactivos se

hace muy grande.

5.4.2 Especiacion de Cd en presencia de materia organica disuelta.

Complejacion por compuestos himicos.

Ademads de los ligandos mencionados (EDTA, NTA, glicina y cloruro), se estudié la
especiacion de Cd en presencia de acidos humicos puesto que son los ligandos
mayoritarios en muchas aguas naturales. Las sustancias himicas son un desafio mayor
que los otros ligandos ensayados ya que se desconocen las constantes de formacion de
los complejos de Cd . Para calcular la especiacion en el equilibrio de Cd es necesario
cuantificar las distintas especies. No es posible utilizar constantes de formacién
informadas por otros autores salvo que la muestra de 4cidos humicos utilizada sea
idéntica ya que existe una gran variaciéon de las propiedades quimic.as de las

sustancias humicas dependiendo de su procedencia’’s. También es necesario
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determinar la composicién y peso molecular de la muestra de é4cidos humicos
empleada.

El andlisis por GPC revela que la muestra comercial de 4cidos himicos estd
compuesta por una mezcla de dos compuestos, uno de masa igual a 760 Da y el otro
de masa 391 Da (Figura 5.3 y Seccién 7.3.13). La polidispersidad (“D”) de los dos
picos obtenidos por GPC fue cercana a uno, lo que indica que corresponden a
compuestos practicamente puros.

La determinacién de las constantes de formacién de complejos metéalicos de HA
se lleva a cabo tradicionalmente por titulacién de una solucién de concentracion
conocida de los mismos con voliumenes crecientes de una solucién del metal en
cuestion. La evolucién de la titulacién se sigue a través de un electrodo de ion
selectivo para el metal. En el caso del Cd, no existen electrodos de ion selectivo lo
suficientemente sensibles como para detectar concentraciones en el rango de 10° M,
por lo que se desarroll6 un procedimiento especial para éste ambito de
concentraciones que se describe en Materiales y Métodos.

Una vez obtenidas las curvas de titulacidn, éstas se ajustan mediante el uso de
un modelo del que se pueda obtener el valor de las constantes de formacién de los
complejos y la concentracién de sitios activos. Puesto que la mezcla de 4cidos
humicos estd compuesta por dos componentes, el modelo mas sencillo seria el de dos
ligandos distintos (Tabla 5.4). Sin embargo, el modelo de dos ligandos con distintas
constantes de equilibrio no pudo ajustarse a las curvas de titulacién experimentales.
Durante el proceso de ajuste, el valor de una de las dos constantes de formaci6n
usadas como pardmetros variables se acerca asintoticamente a cero lo que indica que
ese componente carece de importancia quimica y se puede recurrir a un modelo mas
sencillo que reduce el nimero de ligandos a uno336. Se opté entonces, por un modelo
sencillo de un solo ligando de estequiometria “ML” tal como el usado por otros
autores en situaciones similares3s7. 358(Tabla 5.4). Las curvas de titulacién de una
solucién que contiene 7 mg I"' de HA se muestran en la Figura 5.4.

Los resultados del ajuste de las curvas de titulacién se muestran en la Tabla
5.5. El valor de la constante de formaci6n obtenida es de 5,4.10* lo que confirma que
los complejos Cd-HA poseen una estabilidad intermedia entre los complejos de NTA
y los de glicina$9. Estos resultados son.similares a los informados para Cd*?360 y para
otros metales como el Pb*2 y el Zn*?357, A pH 8.7, la concentracién total de ligandos

para una solucién de 7 mg I de HA calculada a partir de los resultados de GPC es 1,1
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.10 M. A valores de pH iguales a 5.2, la concentracién de grupos activos se obtiene
del ajuste de la curva de titulacién. A ese valor de pH, la concentracién efectiva de
ligandos cae a 2,8 .10 M. Esta disminucién en la concentracién de grupos activos en
la solucién se debe a la protonacion de los grupos funcionales capaces de coordinar al
Cd.

De la disminuci6n en la concentracién efectiva de ligandos, es posible estimar
un valor de pKa para los grupos activos. El valor estimado de pKa es de 5.8 £ 0.3.
Este valor concuerda con el valor de pKa de los distintos grupos funcionales presentes
en la estructura tentativa para los acidos humicos mostrada en la Figura 5.1.349, Los
grupos quelantes de los HA corresponderian a compuestos estructuralmente similares
a 4cidos carboxilicos insaturados tales como el 4cido itacénico (CsHgO4, pKa;=3.85,
pKa;=5.45).

Es interesante destacar que la estructura propuesta para el monémero de HA
por Sein et al.34 tiene un peso molecular de 741 Da lo que es muy préximo al valor
obtenido por GPC para el pico de mayor masa. El pico de menor masa podria ser un
producto de hidrélisis del ligando mas pesado, que retuviese la misma clase de grupos

funcionales, por lo que la constante de formacion seria la misma. .

5.4.3 Labilidad en funcion de la concentracion de ligandos para las

soluciones modelo

Conocidas las especies y su concentracién en cada una de las soluciones modelo,
veremos como afectan a la retencién de Cd por parte de las resinas quelantes
utilizadas en el sistema FI-ETA-AAS. Las Figuras 5.5 y 5.6 muestran la recuperacién
del Cd de las soluciones modelo, tanto para el sistema que utiliza Chelex-100 como
para el que utiliza I-HOx. Para caracterizar la labilidad del cadmio en cada caso,
definimos su recuperacién (“X”) como la fraccion de metal retenida en la columna
(CdR) con respecto a la concentracion total (Cdp):

[CdR]

Recuperacion = X =
Cd,

Una primera mirada a los valores de recuperacion con los dos soportes quelantes
nos muestra que I-HOx es mas reactiva que Chelex-100 ya que para el primero, la
recuperacion es del 100 % para todos los complejos formados con, por ejemplo, NTA

a cualquier relacion ligante:metal.
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En la mayoria de los casos, la presencia de glicina no afecta la recuperacion y el
cadmio es retenido tanto por Chelex-100 como por I-HOx, excepto con altas
concentraciones de glicina (10° M) donde la recuperacién con Chelex-100 como
soporte disminuye al 75% aproximadamente.

En presencia de exceso de NTA (10%-107%) Ia recuperacién del Cd frente I-I1Ox es
completa, a pesar de que éste se encuentra completamente complejado. A menores
concentraciones de NTA la concentracién del complejo CA(NTA)" disminuye y parte
del Cd se encuentra libre por lo que Ia labilidad, con mayor razén sigue siendo
completa. La recuperacién del Cd frente a Chelex-100 es completa hasta
concentraciones de NTA menores o iguales que 10 M lo que es légico puesto que el
complejo no es la especie predominante. En el rango de concentraciones de NTA
entre 10 y 10® M la concentracién de CA(NTA)" es cercana al 20% del total de las
especies. Para una concentracién de NTA de 10M la recuperacién frente a Chelex-
100 se corresponde con la fraccién de Cd sin complejar unicamente. Sin embargo
cuando se incrementa la concentracién de NTA 10 veces, la recuperacion de Cd que
deberia ser del 80% (correspondiente a una concentracién de Cd(NTA) cercana al
20%) cae a un valor menor del esperado (50%). Esta discrepancia puede deberse a
impurezas en el NTA (como por ejemplo EDTA) que no pudieron ser removidas a
pesar del proceso de recristalizacién al que fue sometido el NTA (ver Materiales y
Métodos). Podemos concluir que el complejo CA(NTA) es labil frente a I-HOx y
cuasi-labil frente a Chelex-100.

El cadmio en presencia de cloruros no manifiesta una disminucién en la
recuperacion sobre Chelex-100 ni sobre I-HOx, independientemente de la
concentraci6n de ligandos.

Los sistemas que contienen ligandos que forman complejos muy estables como el
EDTA o cinéticamente inertes como los 4cidos humicos presentan los casos mas
interesantes.

En soluciones modelo que contienen EDTA la especie predominante para valores
de pH iguales a 52 y 9.0, es el complejo Cd(EDTA)2 En soluciones con
concentraciones de li.gando muy bajas (10° M) la recuperacién no se ve afectada y es
del 100%, a pesar de que el complejo se encuentra formado en un 100% a pH 8.7 y en
un 85% a pH 5.2. En soluciones con concentraciones de EDTA mayores que 10°M la
recuperacién es casi nula independientemente de la resina utilizada. Cuando la

concentracién de EDTA es igual a 10®M se observa un efecto interesante: a pesar de
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que la formacién del complejo es completa, la recuperacién no es nula, lo que
evidencia que existe disociacién del complejo frente a los ligandos superficiales del
material quelante.

La recuperacion del Cd en presencia de EDTA en una relacién metal:ligando 1:10
depende de la resina que se utilice para la discriminacién cinética. La recuperacién es
mayor en el caso de I-HOx puesto que la constante de formacién del complejo
Cd(oxina)" es mayor que la constante de formacién del complejo Cd(iminodiacetato)*
(Tabla 5.3) y por lo tanto es esperable que la sustitucién del EDTA por los grupos
oxinato inmovilizados en I-HOx sea mas favorable que la sustitucion del EDTA por
los grupos iminodiacetato de Chelex-100.

Cuando se forman complejos entre 4cidos himicos (HA) y Cd la recuperacién es
menor con I-HOx que con Chelex-100 a diferencia de los otros casos estudiados. El
porcentaje de Cd recuperado de las soluciones modelo que contienen acidos himicos
se corresponde aproximadamente al porcentaje de Cd que se encuentra como ion
libre. Como la preconcentracién con I-HOx se lleva a cabo a un pH mas alcalino que
con Chelex-100, la formacién de complejos a ese pH se ve favorecida, por lo que la
concentracién de Cd libre es menor30 y por ende su recuperacién. Esto sugiere que
los complejos Cd-HA no se disocian frente a ninguna de las dos resinas,
probablemente debido a inercia en la reaccion de intercambio de ligandos lo que
también ha sido propuesto por Figura et al con una muestra de acidos humicos
idénticalé’. Si la constante de acidez de los grupos quelantes en la molécula de HA
fuese mayor, la constante de formacién condicional de los complejos Cd(HA) seria
idéntica a pH 5.2 y pH 8.7, por lo que no existirian diferencias en la recuperacion con
Chelex-100 o I-HOx.

Los resultados de recuperacion del Cd en presencia de HA, EDTA, NTA y glicina
frente a Chelex-100 coinciden aproximadamente con los publicados por Figura et al.
para la misma resina!é’. Las recuperaciones de los complejos de Cd con EDTA, NTA
y glicina reportadas por Rodriguez Procopio et al. 342 fueron en todos los casos
menores a las obtenidos en este trabajo, llegdndose incluso a considerar que el
complejo CA(NTA) es inerte, a pesar de que su equilibrio de disociacién es
relativamente rapido (Kuisoc=1.6 s, Raspor et al.3¢!). Obviamente, la definicién de
“inercia” depende del tipo de soporte utilizado para la retencién: los autores han
usado una resina de adsorcién XAD-8 (matriz acrilica) que contiene una pequefia

cantidad de grupos funcionales quelantes. Esta resina es empleada generalmente para
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la retencién de compuestos orgénicos pero no para la retencién de cationes lo que
explica su baja capacidad, que resultaria en una baja velocidad de desplazamiento de
los ligandos.

Los métodos de especiacién que utilizan la particiébn “en batch” presentan
recuperaciones mucho mas bajas que los que utilizan columnas, requieriendo ademas
mayores tiempos de reacciéon. Esto se debe a que en las técnicas en columna la
concentracion de grupos quelantes de la resina se encuentra en una relacién con
respecto al metal que puede ser de 10°:1 o superior. En las reacciones en batch?2, la
relacion resina:metal es en general 100:1, por lo que las reacciones de desplazamiento
de ligandos son mas lentas. Las constantes de velocidad de disociacion de complejos
que se obtienen en las experiencias en batch son mucho menores, dado que las

constantes son de pseudo primer orden y dependen de la cantidad de resina utilizada.

5.4.4 Especiacion por discriminacién cinética: consideraciones generales.
Hemos acumulado mucha evidencia experimental acerca del proceso de

especiacién por discriminacién cinética. Queda claro que la clasificacion de una
especie compleja como “labil” o “inerte” depende no sélo de la clase de ligandos
presentes en la muestra sino también de su concentracién, de lo que dependera la
discriminacién cinética que pueda darse entre varias especies.
La reaccién global que ocurre durante el proceso de especiacién por
discriminacién cinética es una reaccién de intercambio de ligandos:
ML+R& MR+L

Donde R es el grupo quelante de la resina y L es el ligando en solucién (se omiten
las cargas para simplificar). Las especies “ML” pueden ubicarse en un diagrama
ternario segin la velocidad con la que ocurre esta reaccién (Figura 5.7). En este
diagrama las especies se pueden clasificar en labiles, poco lébiles, cuasi inertes e
inertes. Aunque arbitraria, esta clasificacién es util para un andlisis rdpido. La
labilidad de una especie estaré determinada por cuatro efectos:

1. Las altas concentraciones de ligando “L” disminuyen la labilidad de una
especie porque aumenta la velocidad inversa de reaccién. La velocidad de la
reaccion inversa (“back reaction™) depende del valor de la constante de
velocidad de ese paso (k) y de la concentracién de ligandos L (ky.[L] en la
Figura 5.7). Nétese que la importancia de la relacién metal:ligando en la

labilidad operacional de Cadmio ya ha sido reconocida previamente362,
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2. Los ligandos que forman complejos cinéticamente inertes (4cidos humicos)
cuya reaccion de disociacion es lenta tienen baja velocidad para el paso “hacia
adelante” de la sustitucion de complejos, por lo que tienen una baja
recuperacién (i.e. baja constante del paso “forward™: ki Figura 5.7). Si la
formacion del complejo es completa, la recuperacion es cercana a cero.

3. Las resinas muy reactivas, que forman complejos de gran estabilidad con el
metal, secuestran completamente a los iones en solucién haciendo que muchas
especies se comporten como lébiles en un amplio rango de concentraciones de
ligandos™""". Para realizar especiacion por discriminacién cinética es preferible
una resina de reactividad mediana como por ejemplo Chelex-100.

4. Los complejos poco estables (glicina, cloruros, oxidrilos) son labiles y se
disocian en presencia de los grupos funcionales de la resina. Los complejos de
muy alta estabilidad son poco retenidos (i.e. EDTA en relaciones ligando:metal
2100 a todo pH).

5.4.5 Lainfluencia del flujo de muestra

El flujo de la muestra a través de la columna de intercambio determinara el tiempo
de reaccion (o contacto) entre los complejos y el relleno lo que a su vez, determinaré
la magnitud de la recuperacién. Puesto que es posible variar el flujo a través de la
columna, podemos “sintonizar” el sistema para recuperar solamente las fracciones
mas labiles de los metales toxicos obteniendo, de esta manera, un correlato biolégico.

Como primer paso, es necesario explicar la reaccién de disociaciéon de los
complejos metalicos frente a la resina de intercambio i6nico por lo que utilizaremos
un modelo cinético. Existen dos mecanismos posibles. Uno de ellos tiene como
primera etapa la disociacién del complejo metélico y como segunda la complejacién
del ion liberado por la resina:

CdL<=Cd+L
Cd - CdR

Este mecanismo se conoce como mecanismo “ABX” o mecanismo disyuntivo3é3-
365, Otra posibilidad es un mecanismo adjuntivo donde la substitucién de ligandos

ocurre concertadamente, sin liberacion previa del metal.

**** Si 1a retencién de los metales es extremadamente fuerte, su elucién puede ser incompleta e incluso
imposible, recordemos el caso de la resina impregnada con 4cidos alquilditioditiofosféricos, SIR-1.
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En nuestro sistema la reaccién global de intercambio de ligandos ocurre con una

estequiometria global que responde a la siguiente reaccion:

CdL+R—L—>CdR+L

Donde L es el ligando y R representa al grupo superficial quelante de la resina. A
pesar de que las reacciones de sustitucién de ligandos pueden ocurrir a través de los
dos mecanismos mencionados (disyuntivo y adjuntivo), por el momento
englobaremos todos los procesos dentro de una constante global de velocidad “k/".
(f=forward).

Dado que la reaccibn de intercambio i6nico es :‘ muy favorable
termodindmicamente, muchos autores des;precian el paso inverso de la reaccién de
intercambio de ligandos:

CdR+L—*>CdL+R  (b=back)
Sin embargo, la existencia de este paso se corrobora por dos hechos experimentales
corroboran su existencia:

e La resina puede ser eluida con complejantes fuertes concentrados (EDTA
0.5 M por ejemplo).

e Un aumento en la concentracién inicial de ligandos produce una
disminucién en la cantidad de metal retenido en la columna. Si el paso
inverso de la reacci6n no fuese tenido en cuenta, la concentracién inicial
de ligandos no deberia tener efecto sobre la velocidad de reaccion y la
recuperacion seria funcién s6lo de la concentracién de complejo tal como

plantean algunos autores!86.

Por lo tanto la reaccién global debe ser planteada correctamente como:
CdL+R«%e>CdR+L

donde L y R son los grupos quelantes deprotonados y la constante de equilibrio de

intercambio de ligandos (K|,) es:
K, = £ (le=ligand exchange)

La velocidad de aparicién del complejo es:

d[i:iL] = -k, -[CdL]-[R]+k, -[CdR]-[L]
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Utilizamos unidades de concentracion en moles I para todas las especies y en
el caso de los grupos funcionales de la resina, calculamos su concentracién dentro del
volimen de liquido contenido en los poros.

El balance de masa para la solucién es:
Cd, =[CdL]+[CdR]

Para simplificar las ecuaciones cinéticas definimos constantes de pseudo
primer orden que incluyen las especies cuya concentracién permanece
aproximadamente constante:

k, =k, -[R]
kl.) =k, -[L]

Podemos suponer que [R] ser4 aproximadamente constante si no trabajamos a
saturacion de la columna. En las experiencias realizadas nunca se supera el 0.003% de
la capacidad por lo que esta suposicion es correcta. La concentracion del ligando sera
constante en relaciones ligando: metal iguales o mayores a 10:1 (con una méxima
variacion del 10%).

Utilizando el balance de masa, las definiciones de constantes de pseudo primer
orden y reordenando las ecuaciones, la variacion de la concentracion de complejo
puede expresarse como:

d[CdL]
ar

=k; -Cdy —(k; +k;)-[CaR]

En la ecuacion anterior:

d[CdL] . N d[CdR]
dt dt

lo que nos permite integrar la ecuacion diferencial si incluimos la definicion de

recuperacion (X = %). Integrando con respecto a la recuperacion “X™ se obtiene
0

la siguiente expresion:

N € 1 ) DL Y £
]n[l_(”K,z-[R]) X]— k/[HK,,-[R]j t. (1)

Esta ecuacion nos dice que un grafico de In(AX) versus el tiempo de contacto “t”

deberia dar una linea recta de cuya pendiente es posible calcular k', .

Los tiempos de reaccion “t” son los tiempos de contacto entre la solucién y la

resina que se calculan con la siguiente expresion:
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eV,

T=

Donde € es la fraccién de volumen muerto de la resina (0.75 para Chelex y 0.29
para [-HOX), V¢q es el volumen del lecho de la columna y ¢ es el flujo a través de la
misma.

Para tener una visién mas completa de la influencia de las distintas variables en la
retencion de los complejos sobre la resina, debemos incorporar dos fenémenos
adicionales al modelo:

1. Los mecanismos adjuntivos'y disyuntivos de intercambio de ligandos.

2. Ladependencia de la concentraciéon de L y R con el pH.

En el Apéndice se detalla como se incluyen estas variables dentro de la
expresion (1). La relacién entre la recuperacion y el tiempo de contacto que se obtiene

es la siguiente:

ml1-{1s—% L) x =k, 1o te ), )
K, -az R, K.-ap R,

Donde los simbolos tienen el siguiente significado:

e ¢a;: grado de disociacion del ligando en solucion (por ejemplo EDTA).

e ap: grado de disociacién de los grupos quelantes de la resina (cantidad de
grupos en la forma oxinato en I-HOx por ejemplo).

e Ly concentracion total de ligandos en solucién. (concentracién analitica de
EDTA por e¢jemplo).

e Ry concentracion total de grupos quelantes inmovilizados en el volumen
de poros de la resina. (capacidad especifica de la resina / volumen de poros
especifico).

e K. constante de equilibrio de intercambio de ligandos.

e ki constante de velocidad de pseudo primer orden de la reaccién de
intercambio de ligandos directa (“hacia delante™).

e X: recuperacion.

e (: tiempo de contacto.

La expresion (2) es similar a la expresién (1) pero en este caso los términos se

encuentran desarrollados para mostrar las contribuciones del pH. Ademais, el
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significado de &/, es diferente. Dentro de la constante experimental de particién &, se

encuentra la contribucién de los mecanismos disyuntivo y adjuntivo ya que
ky = Ky + ko < [R].

Si intentamos explicar el proceso de retenci6n en la resina solamente a través
de la disociacion ML — M + L e ignoramos la reversibilidad de la reaccién, se

cometen los siguientes errores en la determinacion de k} :
e Al aumentar la concentracién de ligandos, no habria cambio en k}, sin
embargo, el valor de k'f debe aumentar si la recuperacion es la misma.

e Al aumentar Ky, el efecto del paso MR+ L — ML+ R se hace menos

notorio y cualquier modelo da los mismos resultados de k', .

e Siaumenta la capacidad de la resina o el grado de ionizacion de sus grupos
quelantes (por aumento de pH), k', aumenta sélo si usamos el modelo
reversible.

e Siaumenta o, el valor de k'f disminuye y converge al valor obtenido si

solamente consideramos el paso de disociacién del complejo sin incluir el
paso de vuelta.

e Si ignoramos el mecanismo adjuntivo, sobrevaloramos la labilidad del
complejo, puesto que la retencién no sélo se debe a la disociacién del

mismo, sino también a la concentracion de grupos funcionales de la resina.

Analicemos la influencia del tiempo de contacto en la recuperacion del Cd en
una solucién del complejo Cd(EDTA)? con una relacién inicial metal:ligando 1:10.
(Este sistema se ha seleccionado debido a que, en este caso, la recuperacion del
analito es intermedia y es posible observar con mayor facilidad las diferencias en
recuperacion que produce la variacién del tiempo de contacto).

Los solidos que contienen 8-hidroxiquinolina inmovilizada forman complejos
1:1 con los metales de transicion 366 y lo mismo ocurre para la resina Chelex-100309,
por lo que la estequiometria para las reacciones anteriores es correcta. La constante de

equilibrio de intercambio de ligandos ( K, ) puede calcularse a partir de las constantes

de formacion de los complejos entre Cd*? y las resinas quelantes usadas, teniendo en

cuenta la fraccién de ligando libre (a) (Tabla 5.3). El valor de a para los grupos
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funcionales de I-HOx a pH=8.7 es cercano a uno, por lo que todos los grupos
funcionales son capaces de complejar Cd. La constante de intercambio de ligandos del
sistema EDTA/Cd/I-HOX a pH=8.7 vale aproximadamente 1.10* por lo que la
reacciéon de desplazamiento del EDTA por I-HOx es desfavorable. Sin embargo,

debido a la alta concentracion superficial de ligandos'!

y a la baja concentracion de
EDTA libre en cl sistema (=10® M), la reaccién procede hacia la formacién del
complejo Cd-oxina.

En la Figura 5.8(a) se muestra la influencia del flujo de la muestra en la
recuperacion sobre I-HOx. Se observa que, al aumentar el tiempo de contacto
(disminuir el flujo), la retencién aumenta lentamente. La fraccién de Cd retenida
puede interpretarse como la fraccién labil. Para flujos muy altos, la fraccion labil
tiende asint6ticamente a un valor que corresponde al 10% de la concentracion de Cd
lo que significa que para flujos altos, el complejo Cd(EDTA)? se comporta en un
90% como una especie inerte. El uso de altos flujos de muestra previene la
disociacién del complejo Cd(EDTA)? y produce una mejor distincion entre el Cd
unido a ligandos y el Cd libre. El valor de flujo de muestra al cual la concentracién de
Cd “labil” tiende a un valor constante aumenta si se disminuye la concentracion
inicial de EDTA. En el caso de soluciones que tienen una concentracion de EDTA
diez veces menor a la mostrada en la Figura 5.8, no es posible, desde un punto de
vista operativo, acortar los tiempos de contacto lo suficiente como para recuperar
menos que el 100%. A la inversa, en soluciones con una relacién Cd:EDTA 1:100, no
es posible aumentar los tiempos de contacto lo suficiente como para recuperar mas
que el 0%.

De la variacién de la recuperacién de Cd con el flujo de muestra es posible
determinar la constante de velocidad de la reacci(m-(k'f ), que da una medida de la
labilidad del complejo.ML. Si hacemos una regresién lineal utilizando la ecuacién (2),
de la pendiente podemos calcular un valor de k'f = 6 seg” . Este valor es mayor que la
constante de velocidad de disociacién del complejo Cd(EDTA)? asumiendo un
mecanismo puramente disyuntivo.

Diversos autores342 asignan a la reacciéon de sustitucion de ligandos un

mecanismo disyuntivo. Si este mecanismo fuera vélido la velocidad de retencioén de

un complejo por la resina quelante estaria dada solamente por la velocidad de

1 La concentracion de ligandos en el espacio de los poros es aproximadamente 2M.
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disociacion del complejo metélico. Un mecanismo disyuntivo de intercambio de
ligandos implicaria que el agua debe reemplazar secuencialmente a los grupos
carboxilos del EDTA hasta disociar completamente el ligando, lo cuél es poco
probable3¢? haciendo que la apertura del anillo quelato sea extremadamente lenta.
Ademés, la recuperacién del complejo CdA(EDTA)? seria siempre nula,

independientemente de la concentracion de ligandos. El valor estimado de &, del

disoc
complejo Cd(EDTA)? es de 4.107 5719 por lo que la disociacién directa del complejo
no es factible. El complejo Cd(EDTA)? puede disociarse a través de un intermediario
protonado Cd(HEDTA)" sin embargo, a pH 8.7 este intermediario no existe en
concentracion considerable. El valor obtenido de la constante de velocidad de
intercambio de ligandos (k) es de 2.8 s lo que hace pensar en la existencia de otro
mecanismo paralelo al disociativo para la retencién de la especie Cd-EDTA que,
probablemente, sea adjuntivo. Este mecanismo debe ser mas rapido que el mecanismo

disjuntivo de manera tal que k, =k, .

Tal como dijéramos antes, trabajos recientes?4? clasifican a los complejos
Cd(EDTA)? como inertes. Sin embargo, hemos visto en nuestras experiencias que
estos complejos pueden ser retenidos frente a resinas de intercambio. La aparente
inercia observada es debida a la alta relacion metal:ligando usada (1:125) y no a un

bajo valor de k, (justificable solamente con un mecanismo disyuntivo). Ademas, en

el trabajo citado, los complejos con glicina son considerados cuasi-labiles (con
recuperaciones del 40% para los mismos tiempos de contacto), mientras que para I-
HOx son completamente labiles en idénticas concentraciones de ligandos. Si el
mecanismo de disociacion fuera puramente disyuntivo, los resultados no deberian

variar con el tipo de resina utilizada.

5.4.6 Comparacion de técnicas de especiacion por discriminacién cinética.

Como método analitico, la particion en resinas quelantes ha sido utilizada por
diversos autores!é. 167, 184-186, 362, 368 E] método mas usado ha sido la particién via
resinas quelantes contenidas en columnas semimicro analiticas!é 67 aunque existe una
cantidad considerable de trabajos que realizan la especiacién en batch362, Las técnicas
en columna brindan la posibilidad de obtener tiempos de contacto menores que los de

las experiencias cn “batch”. Con la aparicién de las técnicas de preconcentracién en
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flujo se hizo posible el uso de columnas ain més pequefias. Los pequefios volumenes
de lecho de estas microcolumnas (10 pl aproximadamente) y los flujos
moderadamente altos (0.2 a 10 ml min")l hacen que los tiempos de contacto puedan
variarse entre 10 ms y 3 s342 lo que permite retener con buena selectividad la fraccion
mas labil seleccionando un flujo de operacién lo suficientemente alto. Ademas, si se
varia el flujo, puede obtenerse una estimacién de la constante dc velocidad de
disociacion k.

La ventaja de los sistemas FIA que utilizan microcolumnas acopladas a detectores
discretos como el horno de grafito es que trabajan con volumenes de lecho del orden
de 10 pl lo que, a los flujos estandar del trabajo en FIA, se traduce en tiempos de
contacto del mismo orden que el correspondiente a los métodos voltamperométricos
mas rapidos. La técnica de particion sobre I-HOx en un sistema FIA presentada en
este capitulo tiene tiempos de contacto que pueden variarse entre 0.10 y 0.01
segundos, dependiendo del flujo utilizado. Las técnicas voltamperométricas como la
voltametria diferencial de pulso con electrodo colgante de mercurio (DPASV-HMDE)
y la voltametria diferencial de pulso con electrodo de film de mercurio (DPASV-
TMF-RGCDE) !¢ tienen tiempos de contacto que son de 1s y 0.1 s respectivamente!®.

Desde el punto de vista de los tiempos de contacto, la labilidad de las especies en
FI-ETA-AAS deberia ser similar a la labilidad en DPASV-TMF-RGCDE. Sin
embargo, en el primer caso la labilidad es mayor que lo predicho a través de los
tiempos de contacto ya que en el proceso de particién interviene el ligando
inmovilizado que desplaza al metal de su complejo. Este mecanismo esta ausente en
las técnicas electroquimicas, que logran una menor recuperacién. De esta manera, las
técnicas de particién en columnas como las preseﬁtadas aqui, ain operadas a muy
bajos tiempos de contacto, incluyen dentro de la fraccién de metal 14bil a algunos
complejos de mediana estabilidad. Esta desventaja desde el punto de vista operacion-
funcién estd compensada por la facil operacién, alta frecuencia de andlisis y gran
sensibilidad.

Existen fenémenos secundarios que pueden complicar el anélisis de especiacion
mediante voltametrias. Uno de ellos es la reduccion sobre el electrodo de los ligandos
presentes en “ML”, lo que puede volver inerte a ML y complicar innecesariamente el
trabajo tal como ocurre cuando L es NTAI, Otro inconveniente es la posible

adsorcién de compuestos humicos sobre la superficie del electrodo de mercurio
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cuando existe materia organica en solucién, lo que altera las medidas de DPASV.

Cuando se usan resinas quelantes ninguno de estos problemas existen.

5.4.7 Efectos adicionales: influencia de la morfologia de las resinas sobre
los tiempos de contacto.

La matriz polimérica de los soportes quelantes influye en los tiempos de contacto de

los solutos dentro de la microcolumna ya que éstos son funcion de la fraccion de

volumen libre (“void volume”) del relleno de la columna (g):

_E Ve

¢

Este valor “¢” depende no solo del tipo de resina (Chelex-100 es mucho menos

T

M

densa que I-HO;('sy por lo tanto su € es mayor) sino también del peso molecular del
soluto.

Las considéraciones cinéticas que realizdramos en apartados anteriores no
incluyeron la posibilidad de modificacion del tiempo de contacto debido al peso
molecular del soluto, sin embargo, existe una “dimensién” adicional en la cual los
soportes ensayados actian selectivamente: el efecto de “tamiz molecular” que
produce la matriz tridimensional de los soportes de intercambio i6nico puede
disminuir el tiempo de contacto entre el soluto y los grupos funcionales quelantes. Si
el tamafio del soluto es muy grande, el tiempo de contacto puede ser cercano a cero y,
por lo tanto la liberacion de los atomos metalicos presentes en el mismo sera nula mas
alla de su labilidad.

Este efecto adicional de especiacion por tamafio puede evaluarse
cuantitativamente si el factor de volumen vacio “€” se calcula como una funcién del
diametro hidrodinamico de los solutos (r) que atraviesan la columna, es decir:
e=¢(r).

Para calcular el tiempo de contacto entre un soluto de didmetro hidrodinamico r y
Chelex-100 o I-HOx, hacemos uso de los modelos utilizados para describir los
macroporos de estas resinas (Capitulo 2, seccién 2.1.1). El volumen de poros que un

soluto de diametro***? r debe atravesar antes de eluir de la columna viene dado por:

1132 En el Capitulo 2 hemos llamado L al didmetro hidrodinmico, pero evitamos aqul esa nomenclatura
para no confundirlo con los ligandos “L”.
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V. =¥e), = 2K, , @

Donde V., V., K. Ly Vp son el volumen de elucion, el volumen muerto del
sistema, el coeficiente de particion del soluto de dimensiones r en el poro “i” y el
volumen de ese poro, respectivamente. Puesto que conocemos el flujo de la muestra a
través de la columna, podemos calcular el tiempo de contacto soluto/resina dividiendo
el volumen de elucién corregido por el flujo de la muestra:

Yh
4

Este volumen de elucion es funcién del tamafio molecular: los solutos muy

T

3)

grandes eluyen en un volumen de elucién igual al volumen muerto (V,—V)) y por lo
tanto su tiempo de contacto con el relleno de la columna es casi cero.

El modelo que hemos usado para describir los poros de I-HOx y Chelex-100
consta de dos fracciones de poros cilindricos (fraccién I y fraccion 1) de 4 y 8 nm de
diametro respectivamente. Para calcular el tiempo de contacto para un soluto debemos
calcular el volumen de elucion corregido (V,-Vp) que tendria ese soluto en una
experiencia ISEC. Para ello obtenemos coeficientes de particiéon K para el soluto de
tamafio  en las dos fracciones de poros (I y II) aplicando el modelo de poros
cilindricos. Esto produce un juego de coeficientes de particion K, y K, para cada
soluto. Con estos coeficientes de particion, el volumen de elucién corregido por efecto

de tamiz molecular puede calcularse como:
0] n
V-V, =K, ¥+ K.y 4)

Si reemplazamos la expresién (4) en la ecuacién (3) podemos calcular el tiempo
de contacto para cualquier soluto dentro del intervalo de pesos moleculares usados en
el calibrado de las corridas ISEC. Es importante destacar que nuestra discusion es
vélida s6lo si la discriminacién ocurre por tamaiio y no existen otras interacciones

La Figura 5.9 muestra la disminucién relativa en los tiempos de contacto para
Chelex-100 e I-HOx en funcién del peso molecular del soluto. Para flujos idénticos,
Chelex-100 presenta tiempos de contacto mayores que I-HOx. Esto caracteriza a I-
HOx como un soporte con menor resolucién en pesos moleculares. Cuando sc
calculan los tiempos de contacto entre los solutos y la resina, siempre se debe tener en

cuenta el efecto de tamiz molecular que produce una disminucién en los mismos.
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Los complejos de Cd con glicina, NTA, EDTA y cloruros se encuentran por
debajo del corte de peso molecular de ambas resinas (1500 Da) por lo que ninguno de
ellos se ve completamente excluido, aunque sus tiempos de contacto sufren cierta
disminucion a medida que aumenta su peso molecular.

Los tiempos de contacto de las resinas con los complejos de 4cidos himicos
también se ven parcialmente disminuidos. Los resultados obtenidos por GPC (Figura
5.3) muestran un pico de Mr= 760 Da (rango entre 1536-502) y otro de Mr=391
(rango entre 453-238). Para el primer pico, la reduccién en el tiempo de contacto es
del 25 % si se usa Chelex-100 como soporte y del 40% si se usa I-HOx. El pico de
mayor peso molecular sufre un retardo mayor: en el caso de Chelex-100 el retardo es
del 35% y de I-HOx del 45%. Este pico presenta, ademds, una pequefia cola a masas
mas altas que se extienden hasta 1500 Da aproximadamente. Para estos compuestos
minoritarios el retardo es severo.

En el Capitulo 2 hemos asignado a ambas resinas un corte de peso molecular
(MWCO) de 1500 Da, siguiendo la definicién de Neue et al.2!5, que define al MWCO
como la masa del compuesto cuyo didmetro hidrodindmico es igual a un tercio del
diametro de poro medio de la resina. Esta definicién es insuficiente para nuestra
discusion en base a tiempos de contacto. Vemos que para un peso molecular igual a
1500 Da, el tiempo de contacto se reduce en un 65% para I-HOx y sélo en un 45%
para Chelex-100. Esto se debe a que el volumen de poros de Chelex-100 es mucho
mayor. Debemos usar la definicién d¢e MWCO s6lo como un parametro indicativo.
Para que el tiempo de contacto se reduzca en un 75% (tres cuartos del maximo) el
peso del soluto debe ser de 3600 Da para I-HIOx y de 4100 Da para Chelex-100.

Estos resultados indican que todos los complejos de HA entran en contacto con la
resina sin sufrir una exclusién completa por peso molecular. Una exclusién completa
recién ocurriria cuando el peso molecular del soluto supere los 6000 Da (entre 4 y 6
nm de diametro hidrodinamico). Este podria ser el caso de complejos con é4cidos
himicos de mayor peso molecular, pero no el nuestro. Podemos concluir que en las
soluciones modelo ensayadas no ocurre exclusién por efecto de tamiz molecular por

lo que la especiacion se produce sélo por discriminacién cinética.
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Tablas:

Ligandos Aguas Dulces Agua de Mar
Log conc. (M) Log conc. (M)
HCOy -4a-23 -2.6
COy* -6a-4 -4.5
Ccr -5a-3 -0.26
SO4? -5a-3 -1.55
F 6a—4 4.2
HS/S™? (condiciones andxicas) -6a-3 ---
Amino 4cidos -7a-5 -7a-6
Acidos organicos -6a—4 6a-5
Grupos superficiales unidos a -8a-4 -9a-6
particulas

Tabla 5.1: Rango de las concentraciones de algunos ligandos comiinmente presentes
en aguas naturales!%.

Cd(CDy Cd(NTA) Cd(EDTA) Cd(gly)
pH=5.2 2,51.10° 2.10° 8,00.10° 1,17.10°
pH=9.0 2,51.10 1,59.10° 6,67.10" 6,67.10°

Tabla 5.2: Constantes de formacién condicionales de los complejos de Cd con los
ligandos ensayados en los estudios de especiacion.

K’r K. (R) aRr
Silica-8- Cd(I-Ox):  Ka=2,81.10" Ooxy = 1
Hidroxiquinolina 2,70.10° Ke=5,62.10 (pH=8.7)
(I-HOx)
Ref219
CHELEX-100 Cd(IDA):  Ku=1,26.10" aupA = |
(Acido 2,22.10°®  Kg=3,16.10" b2 = 5.107
iminodiacético, IDA) Cd(IDA): (pH=5.2)
Ref 308 1,1.102®

Suponlendo que el IDA actia como ligando bidentado. Para una discusién exhaustiva ver Hashemi el al 369
® Suponiendo que el IDA actua como tridentado.

Tabla 5.3: Constantes condicionales de formacién de los complejos de Cd con los
grupos funcionales de Chelex-100 e I-HOx. Constantes de acidez y grados de
disociacién.
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Modclo Concentracion de ligandos (C)

Constante de formacion

condicional (K)

M+L;->ML, Varias concentraciones

Varias constantes de formacién

M+L,;>ML, ajustables de ligandos. ajustables segtin la afinidad de los

M+L->ML Ajustable u obtenida de otros

datos experimentales (GPC).

distintos ligandos

ajustable

Tabla 5.4: Distintos modelos ensayados para el ajuste de las curvas de titulacién

complejométricas de acidos himicos con Cd.

Condiciones de la CM) Log (K)
titulacién
Modelo 1: 1.14e-5M 4.73 £ 0.04
7 mg I, pH=8.7 (obtenido de los datos de  (ajustado con FITEQL a partir de la
GPC) curva de titulacién a pH=8.7)
Modelo 2 278 e-6 M 473 £0.04
Tmgl!, pH=5.2 (ajustado con FITEQL a (obtenido de la experiencia 1)
partir de la titulacién a
pH=5.2)

Tabla 5.5: Valores experimentales de las constantes de formacién de los complejos

Cd-HA.
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Figura 5.1: Mon6mero de 4cido humico.
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Figura 5.2:Concentraciones en el equilibrio de las especies mayoritarias en las soluciones modelo
utilizadas para el estudio del efecto de discriminaci6n cinética.
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Figura 5.3: Analisis por Cromatografia de Permeacién por Geles (Gel Permeation Chromatography) de
los 4cidos himicos usados en las experiencias de especiacion por discriminacion cinética. pH=10, 70
mg I de HA.
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Figura 5.4: Titulacion de Acido Hiamico, 7 mg I, pH=8.7 (arriba) y pH=5.2 (abajo)
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Figura 5.5: Recuperacién de Cd en soluciones modelo usando Chelex-100 (100-200 mesh) como
soporte de preconcentracién. Las concentraciones de écidos humicos son 0.2, 2 y 20 mg I
respectivamente.
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Figura 5.6: Recuperacién de Cd en soluciones modelo usando 8-hidroxiquinolina inmovilizada sobre
silica gel (I-HOx) como soporte de preconcentracion. Las concentraciones de 4cidos humicos son 0.2, 2
y 20 mg I'' respectivamente. '

192






Kie =k / ko

[Ligando] +

Figura 5.7: Definicion de la labilidad de las especies segun el esquema de especiacion operacional.
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Figura 5.8 (a) (arriba): Influencia del flujo de solucién en la labilidad del complejo Cd-EDTA sobre I-
HOx. [Cd],=8.89¢-10 M, [EDTA],=8.89e-9 M, K;.=I.le-4, [R];=2 M
Figura 5.8 (b) (abajo): Determinacion de la constante operacional de velocidad de intercambio de

ligandos.
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Figura 5.10: Disminucién del tiempo de contacto por efecto de tamiz molecular.






5.4.8 Apeéndice al Caplitulo 5.
Los mecanismos adjuntivo y disyuntivo ocurren simultineamente como

reacciones paralelas. El mecanismo disyuntivo de disociacién de CdL involucra dos
pasos: el primero es la disociacién del complejo CdL para dar metal libre y el segundo
paso es la complejacién en fase s6lida:

CdL«*a=—Cd + L

Cd + R—2=— CdR

El mecanismo adjuntivo involucra la formacién de un complejo ternario Cd-L-R
como intermediario:

CdL + R «*+* 3y CdLR
CdLR—*>CdR + L

Asumiendo que la etapa lenta para el mecanismo disjuntivo es la disociacién del
complejo CdL y asumiendo estado estacionario para el intermediario CdLR podemos

obtener sendas constantes de velocidad para cada mecanismo:

k,-k
k=it =+
o k_+k,
kdl.v'=kdisoc

Teniendo en cuenta el sistema de reacciones paralelas, y la reaccién “reversa” (“back

reaction”) de intercambio de ligandos CdR+L—%—>CdL+ R, la velocidad de

cambio de la concentracién de complejo queda:

- d[if” = kg, -[CdL)+ k,, -[CdL]-[R] - k, -[CdR]-[L]
Reemplazando y agrupando:
d[CdL
AL ks LRD-[CAL] - Ky -[CARY-[L]

Si definimos constantes de pseudoprimer orden:

k; =k, -[L]

y

klj = (kdi.roc : +ka«0‘ [R])

=
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El cambio en la concentracion de cadmio retenida por la resina puede expresarse

como:

d[CdR]

=k, -Cd, - (k, +k,)-[CdR]

Antes de integrar debemos incorporar la dependencia del pH en las constantes
de velocidad de pseudo primer orden. En ellas se encuentra la dependencia de “/R]” y
“[L]” con el pH. Estas especies son los ligandos libres capaces de formar complejos
con el Cd, es decir, las especies deprotonadas (Y* enel EDTA y oxinato en [-HOx).
Para relacionar su concentracion en el equilibrio con la concentracién inicial, usamos
la definicion de la fraccién de ligando libre “a”370,
[Rl=ay - R,
[L]=a, L,
Las fracciones “o” de ligando deprotonado son funcién del pH a través de las
constantes de acidez de los mismos. En el caso del par EDTA/I-HOXx, el valor de oy,
es 0.5 para el EDTA y ag es 1 para I-HOx (oxinato) a pH=8.7.
Las constantes de velocidad de intercambio de ligandos no son independientes

entre si, puesto que estan relacionadas por la constante de equilibrio K.

_[CaR}-[L] _ Kin
“ [CdL)[R] K.,
. _[CdR) _k,
“cdL) ok,

Usando todas las relaciones anteriores e integrando, se llega a la expresion:

i 1-[14—2ch_|.x =k, UL ) IR
K, -a,-R, K, -ap R,



CAPITULO 6







Muchos afios después, frente al pelotén de fusilamiento, el coronel Aureliano Buendia
habia de recordar aquella tarde remota en que su padre lo llevé a conocer el hielo.

Cien afios de soledad. Gabriel Garcia Marquez. (1967).

Nunca deja de sorprenderme el largo camino que recorremos guiados por nuestras

ambiciones.

6 Capitulo 6: Especiacion de Cadmio por extraccion
secuencial en un sistema FIA-ETA-AAS bicolumna.

6.1 Introduccién:
La identificacion y cuantificacion de los efectos nocivos de metales como el Cd en

ambientes acudticos contaminados es una tarea dificil. Las dificultades se deben
principalmente a la gran variedad de contaminantes presentes y a la incertidumbre
sobre la concentracion de las distintas especies en. el sistema. Para entender
completamente fendmenos tales como la toxicidad, la biodisponibilidad y el ciclado
geoquimico, es necesario determinar la distribucién y concentracion de sus especies.

La especiacion de Cd se ha llevado a cabo en matrices tales como suelos,
alimentos, muestras bioldgicas y aguas naturales. Krishnamurti et al.37! desarrollaron
una modificacion al esquema tradicional de especiacién de metales en suelos
propuesto por Tessier’. Estos autores mostraron que en suelos calcareos, €l cadmio se
encuentra unido principalmente a materia organica y a complejos formados entre ésta
y 6xidos de aluminio, hierro y manganeso. Este hecho es muy importante puesto que
los suelos son una de las principales fuentes de sustancias himicas en el ambiente, las
cuales serian responsables entonces, de la fraccién organica predominante en aguas
naturales. Estos autores también han demostrado que la fraccién organoligada de Cd
en suelos esta correlacionada con la fraccién disponible en plantas372.

En sistemas biol6gicos, la especiacion de Cd se ha llevado a cabo
principalmente mediante cromatografias liquidas acopladas a espectrometrias
atomicas. La especiacién de Cd en alimentos y muestras biolégicas ha prodicido un
gran interés debido a la existencia de oligopéptidos con una alta afinidad por éste

metal. Estos oligopéptidos son una clase de proteinas de bajo peso molecular llamadas
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metalotioneinas (MT) en el caso de¢ animales y, fitoquelatinas en cl caso de plantas.
Las metalotioneinas estdn caracterizadas por secuencias de aminodcidos muy
especificas entre las cuales se encuentran veinte pares de cisteinas (Cys) capaces de
unir diversos iones metalicos en dos sitios que tienen estequiometrias del tipo M3Cyso
y MCys,. Olayinka et al.3”3 realizaron la especiaciéon de Cd en alimentos a base de
carne de cangrejo utilizando cromatografia liquida de alta performance (HPLC) con
deteccidon por Absorcién. Atémica con Horno de Grafito GF-ETA-AAS, en modo
“off-line”. Wang et al.374 especiaron Cd en muestras sintéticas del complejo Cd-MT
mediante extraccién con CO; supercritico y posterior inyeccién del concentrado en un
sistema de cromatografia de exclusiéon por geles acoplado a un espectrémetro de
absorcion atémica con llama (GPC-FAAS). High et al.3?s han emplcado un sistema
HPLC a un espectrémetro atémico equipado con un , atomizador por
termonebulizacién (Thermospray Nebulization Atomizer) para determinar la
especiacion de Cd en tejidos de bivalvos sometidos a estudios de bioacumulacién.
Estos autores determinaron que el 96% del Cd en el tejido del organismo se
encontraba unido a metalotioneinas.

La especiacién de Cd en aguas naturales esta siendo cada vez mas estudiada
debido al interés ecotoxicol6gico y a la disponibilidad de instrumentos cada vez mas
sensibles. El cadmio en aguas naturales se encuentra en un rango de concentraciones
que varia entre 10" y 10® M y puede encontrarselo unido a distintos ligandos en
proporciones que van entre el 2% y el 50%. En el caso especial del Cd es sumamente
importante determinar qué porcentaje del mismo se encuentra como ion libre y qué
porcentaje ligado a moléculas organicas ya que éstas no son facilmente
bioacumulables. Hemos visto en el Capitulo 2 que la descarga de grandes cantidades
de materia organica en agua reduce la cantidad de cadmio que puede ser acumulada
por los organismos marinos. Sin embargo, no existe ningin método ampliamente
aceptado para determinar la especiacién del Cd en aguas naturales. Para interpretar los
resultados obtenidos en estudios de bioacumulaci6n es util contar con una especiacién
operacional de Cd que distinga entre la fracci6n 1abil y la fraccion inerte al proceso de
bioacumulacién.

La fracci6n labil de Cd en aguas naturales puede determinarse mecdiante
particién en columnas quelantes!67. 182,342,362 métodos potenciométricos3?6, y métodos
voltamétricos34%. Los métodos de particion en columnas quelantes y los métodos

voltamétricos han sido los mas utilizados, sin embargo, con la aparici6n de electrodos

199



de ion selectivo mas sensibles, los métodos potenciométricos pueden ser en el futuro
una alternativa conveniente.

La concentracién de la fraccion inerte puede determinarse: de modo indirecto
a través de titulaciones complejométricas's, directamente a través de métodos
cromatograficos acoplados a ICP-MS 23! o, como la simple diferencia entre el
contenido total y la concentracion de la fraccién 14bil3¢8, Muchos de los métodos
existentes para la determinaciéon de la fraccién inerte de Cd (no 14bil) son
insatisfactorios desde el punto de vista analitico. Algunos de ellos utilizan
espectroscopias tales como FAAS368, que tienen una sensibilidad insuficiente para el
habitual ambito de concentraciones de Cd en aguas naturales por lo que es necesario
pre-concentrar, volimenes de muestra de al menos 500 ml. Aquellos que poseen la
sensibilidad suficiente como para trabajar en el ambito de concentraciones adecuado
son muy lentos, con frecuencias de andlisis que pueden ser de 1 muestra por hora!s.
En otros casos, a pesar de que la sensibilidad es adecuada, el método es interferido
seriamente por iones concomitantes tales como el Cu(ll), Fe(Ill) y Pb(II)3?6, por lo
que es necesario enmascararlos. Los problemas de sensibilidad pueden ser
solucionados mediante el uso de espectroscopias mas sensibles, tales como el ICP-MS
acopladas a un método separativo?3!pero el analisis es complicado y costoso.

Los métodos FIA acoplados a ETA-AAS son atractivos puesto que combinan
la alta sensibilidad del ETA-AAS con la gran flexibilidad en el pre-tratamiento de
muestra y la alta frecuencia de analisis de los sistemas FIA. El uso de la
Espectrometria Atomica con Atomizacién Electrotérmica en estudios de especiacion
de iones metalicos ha sido recientemente revisadal. Las dos técnicas mas comunes
para la scparacion de especies organometdlicas de aguas naturales son la extraccién
liquido-liquido y la adsorcién sobre soportes poliméricos (por intercambio i6nico,
adsorciéon o particion), siendo ésta tdltima la mds usada. Una ventaja es que los
sistemas de extraccion en fase s6lida pueden ser encadenados en serie de manera que
cada reactivo solido retenga selectivamente a una cierta fraccion de interés. La
operatoria de cstos procedimientos se facilita si se utilizan sistemas FIA con dos o tres
columnas en serie.

Distintos autores han utilizado sistemas de columnas en seric para la
determinacion de las fracciones ldbiles y no ldbiles de Cd en aguas naturales.
Groschner et al.377 utilizaron un sistema batch con tres columnas que contenian silica

C-18, Dowex 1-X8 y Chelamine, para retener respectivamente la fraccién de Cd
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orgénico-ligado, la fraccién cargada negativamente y la fraccién labil. La deteccién se
realizé off-line mediante ETA-AAS. Liu et al. usaron un sistema FIA con dos
columnas, una que contenia la resina aniénica AG-MP-1 para retener complejos
orgéanicos y otras especies negativas como Cd(EDTA)’2 y otra con Chelex-100 para
retener los complejos labiles de Cd y los iones libres. Este sistema estaba acoplado
on-line a un espectrémetro de absorci6én atémica con llama, por lo que la sensibilidad
era insuficiente. Las muestras debieron ser adicionadas con los iones metalicos lo que
le da al método escaso valor desde el punto de vista préctico. Lewis et al. usaron un
sistema de tres columnas para el andlisis de agua de mar empleando materiales de
intercambio catiénico, anidnico y otro capaz de retener los compuestos coloidales de
Cd (i.e.:CdS coloidal):

En el presente capitulo describimos un sistema automaético capaz de determinar
directamente la fraccién 14bil y la fraccién orgénico-ligada de Cd. La fraccién labil
corresponde al ion libre y a complejos poco estables, como los formados con glicina,
que se disocian sobre Chelex-100 y a la que llamaremos “Cd-L,”. La fraccién inerte
corresponde a complejos formados entre el Cd y la materia orgénica disuelta en el
medio (por ejemplo, 4cidos huimicos) que son retenidos en una microcolumna que
contiene silica C-18. Estos complejos son mas inertes que los formados con los

ligandos L, y se los conoce como fraccion “Cd-L;”.

6.2 Resultados y Discusioén.

6.2.1 Grupos funcionales presentes en los acidos humicos. Seleccién de
resinas para su extraccion.

Con el objetivo de identificar los grupos funcionales presentes en los 4cidos himicos
ensayados se obtuvieron espectros IR de su sal sédica. El espectro obtenido present6
las siguientes bandas de importancia, con sus respectivas asignaciones:

e 3433 cm™ (ancha e intensa) correspondiente al estiramiento O-H en estructuras
con puente hidrégeno intermolecular tales como grupos carboxilicos o grupos
fenolicos.

o 2918 cm™ y 2849 cm™: corresponde al estiramiento de C-H aliféticos.

e 1576 cm’: Estiramiento del grupo C=O carboxilico con interacciones

intermoleculares muy intensas378,
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e 1385 cm™: Estiramiento de grupos carboxilato unidos a metales tales como Na* o

a impurezas como Fe(III), Cu(II) o Cr(II1)357,

e El pico agudo en 871 cm™ corresponde a sustituciones multiples en el anillo
aromatico (meta, para o tri-sustituidos).

e La banda ancha a 466 cm’' puede asignarse a la presencia de carboxilos
aromaticos similares al acido benzoico.

Estos datos estan de acuerdo con la estructura promedio para HA que hemos
mostrado en capitulos anteriores. Las moléculas de 4cidos humicos estan conformadas
por sub-unidades con grupos fenélicos y carboxilicos. Existen anillos aromaticos, tal
como muestra la zona de frecuencias entre 900 cm™ a 400 cm™, lo que es confirmado
por la alta absorcion de radiacién UV de 254 nm (ver Materiales y Métodos).
Aparentemente, tal como describieran Fukushima et al.378, los complejos metalicos se
forman por unién a grupos carboxilos. Este hecho estd de acuerdo con la estimacién
de pKa que hemos hecho para los grupos complejantes presentes en la molécula. La
alta absorcion de la banda de 1600 cm™ se corresponde con una sustancia humica de
alto grado de descomposicién (humificacion) y bajo peso molecular3”9.

Debido a la baja concentracién de iones metalicos y sus complejos con sustancias
humicas en aguas naturales es necesaria una etapa de preconcentracion previa al
andlisis. Las sustancias humicas pueden separarse en base a su peso molecular3”? pero
lo mas usual es hacer uso de las caracteristicas quimicas de sus grupos funcionales
como herramienta para la separacién3®0. Los complejos Metal-Acidos Himicos en
aguas naturales estan cargados negativamente debido a la deprotonacién de los grupos
fendlicos y carboxilicos . Por éste motivo, pueden ser separados por intercambio
aniénico a través de resinas aniOnicas fuertes o débiles?®0. Sus caracteristicas
hidrofébicas conferidas por la presencia de grupos arométicos, hacen posible que
también puedan ser retenidas por adsorcién o particién sobre resinas de la familia
XAD38! (resinas de adsorcién) o sobre fases estacionarias usadas en cromatografia
tales como la silica unida a grupos octadecilos (C-18)382. La presencia de grupos
fenolicos y carboxilicos permite, ademads, extraer estas sustancias con resinas que
formen pares i6nicos con estos grupos funcionales3#. Otra posibilidad, es explotar su
alta afinidad por los metales utilizando soportes cromatograficos saturados con
cationes tales como el Cu(II)3#%4. La cantidad e identidad de los compuestos retenidos

por alguno de estos materiales debe considerarse como una fraccion definida por el
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método analitico de separacién y por lo tanto, los resultados deben tomarse como
provenientes de una especiacion operacional38!.

Dependiendo del tipo de resina utilizada y del pH de la muestra extraida, la
fraccién aislada poseera caracteristicas diferentes. Aquella aislada sobre resinas
ani6nicas fuertes corresponde a la fraccién cargada negativamente. Sin embargo, este
tipo de resinas presenta una interaccién muchas veces irreversible con los 4dcidos
himicos lo que depende, principalmente, de las propiedades del soporte polimérico.
Aquellas con soportes estireno-divinilbenceno, tales como la AG-MP-1 ensayada en
este estudio, sufren mas la unién irreversible a moléculas de HA que las resinas con
soportes mas hidrofilicos (acrilicos) como la IRA-958. Otro problema grave de las
resinas ani6nicas fuertes es su inespecificidad, que las bloquea en presencia de
grandes cantidades de sales inorganicas, como es el caso del agua de mar. En
contraste, poseen una alta capacidad que las hace interesantes para su aplicacién en
microcolumnas que contienen poco relleno.

Las resinas aniénicas débiles presentan ventajas sobre las fuertes ya que la
retencién de acidos débiles se ve menos influenciada por la presencia de electrolitos
inertes. Una de las resinas mas usadas para separar las especies humicas cargadas
negativamente es la resina DEAE-25 (dietilamino etilcelulosa) 38!. 385, Sin embargo,
ésta resina se obtura bajo las presiones utilizadas normalmente en FlA. Para la
recuperacion de fenoles y acidos carboxilicos, también son importantes las resinas que
contienen bases débiles piridinicas (polivinilpiridinas). Las resinas de intercambio
ani6énico en base a grupos piridina son mas resistentes a la temperatura y a los
reactivos oxidantes. Ademas, retienen menor cantidad de electrolitos como sulfato y
cloruro, debido a que la piridina es una base mas débil que las aminas aliféticas3®3. A
pesar de su alta afinidad por los compuestos fendlicos y carboxilicos, este tipo de
resinas no se han empleado para la retencién de sustancias hiimicas. La resina Reillex-
425 ensayada en el presente trabajo consiste cn un polimero de polivinilpiridinas
entrecruzadas. Se la usa principalmente en la remocién de 4cidos y fenoles de
efluentes industriales. La capacidad para fenoles y 4cidos es alta en un amplio rango
de pH mientras que los cationes divalentes sélo son retenidos?3¢ en un rango de pH
cercano a 4.

De todos los ]igandos aniénicos presentes en aguas naturales, solo una fraccién
es suficientemente hidrofébica como para-ser retenida por resinas tipo XAD lo que se

debe a que éstas resinas retienen sustancias himicas por adsorcién a través de fuerzas
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débiles del tipo van der Waals. Si la molécula no es lo suficientemente hidrofébica
como para que su adsorcidén sea favorable, la retenciéon no ocurre. Este caricter
hidrofébico viene dado por la estructura molecular y por el pH. La presencia de
grupos aromaticos o de sistemas de dobles uniones conjugadas hace que existan en la
estructura molecular nubes de electrones capaces de producir uniones débiles con
resinas de adsorcién. Ademds, cuanto mayor sea el grado de protonacién de los
distintos grupos fendlicos y carboxilicos de la molécula, mayor serd su
hidrofobicidad, ya que su carga disminuye.

Existen resinas XAD de distinta polaridad, en nuestro caso, empleamos una
resina poco polar (XAD-16) con un tamafio de poro que no impide el paso de solutos
de gran masa molecular.

La extracciéon de sustancias humicas mediante métodos de adsorcién o
particién es interesante puesto que las fuerzas involucradas no son extremadamente
fuertes lo que hace que la etapa de elucion sea mas sencilla que con los
intercambiadores aniénicos. Sin embargo, las resinas del tipo XAD retienen no sélo
moléculas organicas, sino también una fraccién importante de iones libres debido a la
oxidacion parcial de la matriz polimérica. Esto es una grave dificultad para el andlisis
de especiacion. Algunos autores han intentado evitar este fenémeno saturando los
sitios cationicos de las resinas XAD-2 con iones trivalentes como por ejemplo el
In(II1)38, Sin embargo, la operacion es util sélo si no involucra el pasaje de 4cidos a
través de la resina como en nuestro caso. Cuando un 4cido pasa a través de una resina
XAD saturada en In(IIl) los sitios catidnicos se regeneran y la resina recupera su
capacidad de retener cationes.

Otro tipo de materiales que utilizan interacciones de baja energia para retener
compuestos hidrofébicos son los soportes cromatograficos en base a silica unida a
grupos octadecilo (silica C-18). La cantidad de sustancias himicas que son retenidas
por la silica C-18 es funcion de la hidrofobicidad de los solutos y del pH al cudl se
procesa la muestra. A altos pH, sélo se retendran los compuestos més hidrofébicos,
mientras que a bajos valores de pH se retendrd una fracciéon mayor ya que la carga
neta de las moléculas disminuye. Esto permite utilizar al pH de procesamiento de la
muestra como una variable que “sintoniza” la retencién hacia compuestos mas 6
menos hidrofobicos. La silica C-18 ha sido utilizada extensamente en la aislacién de
sustancias humicas de aguas naturales’82. 384, Aparentemente, la retencién de las

sustancias humicas depende de su grado de oxidacion. La oxidacién de estas
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sustancias cs mas importante cuindo la concentracion de oxigeno disuelto es alta (i.e.:
aguas superficiales) o cuando la actividad bacteriana es intensa. Las sustancias poco
oxidadas (como las provenientes de aguas profundas, con menor cantidad de grupos
ceténicos, fendlicos y carboxilicos) son muy retenidas, mientras que cuando la
materia orgénica se encuentra muy oxidada la retencién disminuye. Este efecto puede
compensarse mediante una reduccién del pH de procesamiento de la muestra. El
fenémeno de retencién de sustancias humicas por las silicas alquiladas no es
completamente conocido pero se supone que consiste en una adsorcién sobre el film
superficial de grupos octadecilos o bien en una particién de la materia orgénica
disuelta en una fase liquida constituida por el recubrimiento alquilico asociado a
moléculas del solvente. Es sabido que la extraccién de los complejos metélicos de las
sustancias himicas con silica C-18 no perturba apreciablemente el equilibrio en
solucién3®2 lo que lo hace muy atractivo para el analisis de especiacion.
Independientemente del grupo funcional presente en las resinas empleadas
para la retencién de los complejos himico-metal, éstas deben poseer un MWCO
elevado ya que la materia organica disuelta puede estar distribuida en fracciones que
van entre 100 y 1 KDa3?. Por ese motivo, las resinas seleccionadas, resultaron

aquellas con el mayor MWCO posible.

6.2.2 Capacidad dinamica de distintos materiales para la retencion de acidos
humicos.

La seleccién de materiales para la retencién de compuestos hiimicos debe ser hecha
en base a sus propiedades dindmicas ya que las operacion en FlA, a diferencia de la
operacién en “batch”, posee caracteristicas dindmicas, Las determinaciones de
capacidad total se realizaron con un sistema que operase a flujos similares a los
empleados en las etapas de preconcentracién y elucién. A diferencia de las
determinaciones de capacidad en “batch”, que trabajan en condiciones de equilibrio,
los experimentos en flujo brindan informacién de la maxima capacidad de retencién
de una resina en condiciones de no equilibrio. O sea que, brindan informaci6n sobre la
capacidad méxima del material ensayado y sobre la velocidad de quelaci6n resultando
de suma utilidad en el momento de comparar diferentes materiales quelantes.

Las experiencias realizadas involucran la carga a través de la resina de la
solucién que contiene los 4cidos humicos, detectando la concentracién de los mismos

a la salida. Estas experiencias se realizaron a distintos flujos y a distintos pH con el
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objetivo de ver la influencia de los equilibrios de ionizacién de los ligandos en el
proceso de retencvién.

Los resultados de los experimentos de carga y eluci6n a flujos de muestra de
1.40 ml min™ (“curvas de aparicién”) se muestran en la Figura 6.1. Los experimentos
a mayores flujos produjeron muy bajas eficiencias de sorcién por lo que se prefiere
trabajar a un flujo bajo. Ademas la caida de presion en un sistema bicolumna a flujos
altos es muy grande produciendo imprecisiones en el flujo y compactamiento
excesivo de las resinas.

Todas las resinas ensayadas mostraron una capacidad mucho mayor durante el
primer ciclo de carga y descarga que en los ciclos sucesivos lo que indica que existe
cierto porcentaje de retencion irreversible sobre estos materiales, lo que se manifiesta
por el cambio de color de blanco a marrén claro. Sin embargo, el porcentaje de
retencion irreversible no fue idéntico para todas las resinas siendo méximo para
algunas resinas anionicas fuertes (AG-MP-1). Las capacidades totales se midieron
sobre los materiales previamente tratados con varios ciclos de carga y elucién de
manera de no sobreestimar su capacidad. Los resultados obtenidos para todos los
materiales ensayados se muestran en la Tabla 6.1. Estas eficiencias son muy
dependientes del pH al cudl se ajusta la muestra por lo que, el acondicionamiento del
medio previo a la concentracién es imprescindible dado que al pH propio de la
muestra los valores de recuperaciéon pueden modificarse y no ser coincidentes con
aquellos de los patrones de calibrado.

La resina que presenta la mayor capacidad es la resina Reillex 425, lo que se
debe a su altisima afinidad por los fenoles y 4cidos carboxilicos y a su gran area
especifica. Esta resina fue ensayada a un pH levemente acido (pH=5.2) dado que se
debe encontrar en la forma protonada para intercambiar aniones. Ademads ésta resina
puede intercambiar fenoles por un mecanismo de formaci6én de pares i6nicos, proceso
favorable cuando los grupos piridinicos se encuentran deprotonados3®3. La resina
puede retener tambien ciertos metales como el Cu y el Ni a valores de pH mayores
que 5, pero no demuestra afinidad apreciable por el Cd30. En el caso de realizarse
analisis de Cu o Ni, es necesario que la resina quelante (columna C1) situada antes de
la columna C2 retenga el 100% de los iones metalicos. La capacidad a pH=8.7 resulté
practicamente nula, lo que sugiere que la retencién procede por un mecanismo de
intercambio idnico o a través de la formacién de pares i6nicos con los grupos

carboxilos protonados. Aparentemente no-hay una retencién significativa de acidos
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himicos a través de grupos fenélicos, a pesar de que el espectro IR parece sugerir su
presencia. La elucién de los compuestos himicos puede hacerse con metanol o
NH4NO; 2 M, o también puede usarse una mezcla HNO3; 2M / metanol (1:1).

Las resinas ani6nicas fuertes AG-MP-1 e IRA-958 fueron las siguientes en
orden de capacidades, mostrando valores cercanos a la Reillex-425 en el primer ciclo
de carga. Sin embargo, para AG-MP-1, ésta capacidad se redujo a 0.55 mg HA/ml
resina luego de cuatro ciclos de carga y descarga, mientras que para IRA-958 la
capacidad se mantuvo en un valor de 2.54 mg HA/ml resina. Esta marcada diferencia
se debe a que a pesar de que ambas resinas tienen grupos funcionales similares, la
adsorcién irreversible sobre AG-MP-1 es mucho mayor puesto que su soporte es
hidrofébico (estireno-divinilbenceno). El soporte de IRA-958 es acrilico, mucho mas
hidrofilico que el anterior. Estas resinas s6lo pueden aplicarse a muestras de baja
salinidad ya que en presencia de concentraciones elevadas de sales la capacidad
disminuye fuertemente. Puesto que actian por un mecanismo de intercambio iénico,
la elucién debe hacerse con soluciones concentradas de los aniones NO3’, OH o CI".

Otros materiales ensayados, fueron la resina de adsorcién XAD-16 y la silica
C-18 que funciona por particion. Ambos materiales presentaron muy bajas
capacidades a valores altos de pH, probablemente debido a que los grupos carboxilos
de los ligandos se encuentran deprotonados, lo que confiere un mayor caracter
hidrofilico a las moléculas. A valores de pH é4cidos, ambas resinas mostraron buenos
valores de capacidad aunque inferiores a los de IRA-958. La resina XAD-16 presenta
un problema grave: debido a la oxidacién parcial de su soporte polimérico
adquiriendo de esta manera funcionalidades quelantes que retienen eficientemente al
Cd. De hecho, fue posible obtener curvas de calibrado lineales para los iones Cd(II)
preconcentrandolos sobre XAD-16, lo que concuerda con lo observado por otros
autores 342. 380, L a sflica C-18 no retiene iones libres a pH=5.2, lo que constituye una
de sus ventajas. Otra ventaja de la silica C-18 frente a la Amberlita XAD-16 es su

mayor eficiencia de preconcentracién para los ligandos libres HA.

6.2.3 Curvas de elucién de acidos humicos. Operacién del horno de grafito:
influencia del eluyente.

Para que un material de sorcién sea til en aplicaciones de FI-ETA-AAS debe reunir:

una alta capacidad por unidad de volimen junto a una facil elucién con un solvente
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que no interfiera en las determinaciones por horno de grafito. Desde este tltimo punto
de vista, el solvente mas deseable es el metanol, puesto que se evapora
completamente en la etapa de secado y no afecta la sensibilidad, que termina siendo
idéntica a la de las soluciones acuosas. La elucién con mezclas de sales es posible si
el detector empleado utiliza tolera la matriz salina. En el caso particular del horno de
grafito, la alta concentracion de sales constituye una interferencia seria en la
determinacion de Cd (linea de resonancia en 228.8 nm) debido a la alta absorcion
molecular en el intervalo de longitudes de onda entre 200 y 300 nm.

Los acidos himicos son compuestos muy dificiles de eluir de cualquiera de los
materiales en estudio dado que son polielectrolitos con grupos aromadticos. En la
Figura 6.2 se muestran las curvas de elucién obtenidas para las distintas resinas
cargadas con 35 mg de 4cidos humicos. Vemos que para la resina Reillex-425 sélo se
logra una elucién parcial con metanol. Con una mezcla NH4NO3; 2M / NHj 0.5 M se
logra una elucién completa pero muy lenta, requiriéndose de 20 volimenes de lecho
para completarla, lo que equivale a 400 pl. Este volumen sélo puede inyectarse en el
horno en un minimo de 4 inyecciones y eluciones sucesivas de 100 pl cada una. Este
procedimiento consume mucho tiempo (aprox. 5 minutos), lo que disminuye
significativamente la frecuencia de analisis. En conclusion, a pesar de que Reillex-425
presenta la mayor capacidad de retencién de HA, no resulta adecuada en sistemas que
requieren de pequeiios volumenes de elucion.

Tanto AG-MP-1 como IRA-958 pueden ser eluidas con pequefios volumenes
de solucidn concentrada de NH4NO;. No fue posible eluirlas con metanol, acetato de
etilo o soluciones concentradas de NH;, HNO3; o (NH4),CO;. A pesar de que la
elucién con una mezcla NH4;NO3; 2M / NHj3 0.5 M fue satisfactoria desde el punto de
vista del ancho del perfil de elucion, la alta concentracion de este eluyente produce
seflales de absorcion de fondo muy pronunciadas en el atomizador electrotérmico (1.5
a 2 AU). No fue posible eliminar éstas sefiales, ni siquiera mediante el uso de
modificadores de matriz. Dado que la unica posibilidad de elucién de estas resinas es
el uso de eluyentes anidnicos, no fue posible utilizarlas en nuestro sistema de
preconcentracion.

Desde el punto de vista de la performance de la elucién, la resina Amberlite
XAD-16 y la silica C-18 son los materiales mas promisorios. La elucién con

acetonitrilo muestra un efecto “pseudo-cromatografico” que demuestra la complejidad
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de la mezcla de himicos empleada. Tal como era esperable, no hay elucién apreciable
con el eluyente i6nico, siendo la elucién con metanol sumamente satisfactoria en
términos de la estrechez de los picos. Los perfiles de elucién muestran que es posible
eluir a la silica C-18 con 150 ul (7.5 volimenes de lecho) de metanol y a la resina
XAD-16 con un volumen similar. El ancho del pico de eluci6én de la silica C-18 es
mas angosto que el de XAD-16, lo que indica que la elucién es mas rapida. Dada su
facil elucién con un eluyente adecuado para el horno de grafito, la inercia para la
retencion de cationes y la mas que aceptable capacidad de retencién de humicos, se

selecciond a la silica C-18 como soporte de extraccién de estos ultimos.

6.2.4 Esquema de analisis con dos columnas en serie.

Existen pocos sistemas FIA usados para la extraccién y preconcentracién en linea de
sustancias himicas y sus complejos metalicos. Los sistemas de extraccién secuencial
mediante columnas citados en la bibliografia, utilizan como detector FAAS o bien
operaciones manuales para el procedimiento de preconcentracion con posterior
deteccién del/los analito/s en los eluidos por GF-AAS 377, El uso de dos
microcolumnas en serie en un sistema FIA acoplado a un ETA-AAS combina la
limpieza obtenida por la automatizaciéon del procedimiento, con la alta sensibilidad
del detector.

En el esquema de dos columnas propuesto, las especies solubles de Cd
presentes en la muestra se dividen en dos fracciones: la fraccién M1 que se retiene en
la columna C1 rellena con Chelex-100 y la fraccién M2 retenida en la columna C2

88888 [as caracteristicas de ambas fracciones se discutieron

rellena con C-I
anteriormente. En la columna C2 se retienen los complejos de Cd suficientemente
hidrofébicos como para ser extraidos por la silica C-18, encontrdndose los metales
asociados a materia .c;rgénica dentro de esta fraccion. Los complejos de metales con
ligandos de muy alto peso molecular pueden ser excluidos de esta resina debido a su
MWCO. Las especies metalicas no retenidas por ninguna de las dos columnas pueden
incluir especies coloidales o materia orginica muy oxidada que no sea lo

suficientemente hidrofilica como para ser retenida por C2.

¥4 Para la nomenclatura de las columnas seguimos la utilizada por Liu e Ingle?%, que las numera de
acuerdo al orden en el que se presentan ante la corriente de flufdo.
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En los sistemas bicolumna es critico que la resina quelante (i.e.: Chelex 100)
sea puesta en la linea de flujo antes que la columna de extraccién de la fraccién M2
(M-L,) dado que todos los materiales que fueron ensayados para la extraccién de M2
presentan cierto grado de adsorcion irreversible de acidos humicos, por lo que la
columna adquiere cierta cantidad de sitios capaces de intercambiar cationes. Si los
iones metélicos no son extraidos de la muestra antes de encontrar la columna C2
podrdn ser retenidos por ésta resultando la fraccién M2 sobrevalorada. Esto es
especialmente cierto en el caso de usar resinas que poseen una pequeiia cantidad de
grupos de intercambio catiénico como en el caso de XAD-16. Si el relleno de la
columna C1 posee una eficiencia de preconcentraciéon (P) menor que el 100 %, cierta
porcion de los iones metalicos pueden ser preconcentrados en el soporte contenido en
C2. En nuestro caso hemos elegido C-18 que no presenta adsorcién de iones Cd(II) al
pH de operacioén, lo que brinda un margen de seguridad para sesgar positivamente la
magnitud de la fraccién M2.

Distintos materiales pueden ser empleados como relleno en Cl y-C2
dependiendo del flujo deseado y del pH de operacién. En la Figura 6.3 vemos todas
las posibles combinaciones. Las combinaciones mas factibles, a nuestro entender son:

o Chelex-100 (C1) y C-18 (C2): Ambas resinas deben operarse a valores

de pH bajos. La retencién de especies negativas y positivas sobre la silica C-18

es nula y por lo tanto no es necesaria (aunque deseable en términos de

performance) una eficiencia de preconcentracién del 100%. Una deventaja es
que los soportes inorganicos como la silica C-18 poseen un MWCO maés bajo
_que los polimeros organicos tales como la resina XAD-16.

o Chelex-100 (C1) y XAD-16 (C2): Esta combinacién es posible dado

que ambas resinas deben operarse a valores de pH levemente 4cidos (cercanos

a 5.5). Sin embargo, es necesario asegurar una eficiencia de preconcentracién

del 100% sobre Chelex-100 disefiando una microcolumna que, con operacién

a flujos bajos, asegure un contacto eficiente entre la muestra y la resina.

. I-HOx (C1) y IRA-958 (C2): Esta combinacién puede utilizarse a pH

neutro o levemente alcalino. Tiene la ventaja de que es posible calibrar la

fraccién retenida en C2 mediante algin complgjo de Cd .cargado

negativamente como el Cd(EDTA)?, sin embargo, no es factible usar ésta
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combinacién de materiales en muestras de alta salinidad debido a la saturacién

de la resina IRA-958 con los aniones de la matriz. (i.e. Cl" en agua de mar).

El pH al cudl se opera el sistema es de vital importancia puesto que determina
la especiaciéon de los iones metdlicos. Algunos autores3?’” han criticado la
preconcentracién en condiciones débilmente &cidas como las usadas con Chelex-100
puesto que modifica el equilibrio de complejacién de la materia organica liberando los
metales. Sin embargo, desde el punto de vista de la acumulacién de téxicos es
importante determinar la especiacién en condiciones de leve acidez de la muestra
(metales potencialmente recuperables), puesto que la especiacién a esos valores de pH
nos indica la maxima concentracién de iones metélicos que puede ser retenida por la
materia orgédnica en condiciones de acidificaciéon de las aguas naturales®0, A la
inversa, la determinacion de la especiacién a pH levemente alcalino, puede indicar la
maxima capacidad de asimilacién de metales del sistema. En cualquier caso, la
principal utilidad de la especiacién operacional es la de comparar las fracciones M1 y
M2 entre distintos sitios de coleccién de muestras, las cudles se analizan bajo

condiciones idénticas.

6.2.5 Calibrado del Sistema Bicolumna. Blancos. Figuras de mérito.

La determinacién cuantitativa del contenido de Cd en ambas fracciones requiere del
desarrollo de un protocolo de calibracién. La concentracién de Cd en la fraccién M1
se determiné por calibracién con patrones acuosos de Cd(II) que fueron sometidos al
procedimiento de preconcentracién completo tal como indicamos en el capitulo 1.

La concentracidén de Cd en la fraccién M2 es maés dificil de determinar, puesto
que no se cuenta con un complejo orgdnico de Cd para usar como estandar de
calibrado. Se ensay6 al complejo Cd-APDC como estdndar de calibrado de la
columna C2, sin embargo, no fue posible obtener la solucién de APDC con suficiente
pureza como para que los blancos analiticos fueran admisibles.

La opcién de complejar completamente el Cd utilizando franco exceso de
ligando no fue posible debido a: el pH de trabajo, la escasa afinidad de Cd por los
acidos humicos a ese pH, la baja solubilidad de los 4cidos humicos en el agua, la baja
concentracién de sitios activos en la molécula de HA y la gran posibilidad de saturar

C2 a través del ligando en exceso. Sin embargo, puesto que se han determinado las
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constantes de formaci6n de los complejos Cd-himicos, es posible preparar soluciones
patron que contengan Cd(Il) y HA, a las cudles se les asigna un valor de
concentracion del complejo que es el obtenido a través de calculos de equilibrio. Este
procedimiento debe ser validado, puesto que implica el uso de las constantes de
formacion condicionales de Cd en un nivel de concentracién que es un orden menor
que el usado en la determinacién de las constantes condicionales de formacién de los
complejos. En la Figura 6.4 se muestran las curvas de calibrado obtenidas para ambas
fracciones en condiciones normales de operacion. A los patrones de Cd-HA usados, se
les ha asignado la concentracion de complejo obtenida por los calculos de equilibrio.
Estas curvas de calibrado permiten calcular las figuras de mérito del sistema que se
muestran en la Tabla 6.2.

La repetitividad para la fraccion M2 es mejor que para la fraccion M1 y
coincide con la dptima para determinaciones con horno de grafito. El uso de dos
eluciones sucesivas parece no empeorar la precision. La repetitividad para la fraccion
M1 es levemente peor, lo que puede deberse a que el eluyente deba atravesar dos
microcolumnas, cambiando levemente la precision en el volumen inyectado. En el
caso de la fraccion M2, el eluyente s6lo atraviesa una microcolumna. El blanco es
mayor en el caso de la fracciéon M2, probablemente debido a que el volumen de
eluyente empleado es mayor (Tabla 6.2). A idénticos volimenes de eluyente, el
metanol prodiice un blanco menor que el 4cido nitrico. Los limites de deteccién son
similares con una ligera ventaja para la fraccién M2, debido a que la sensibilidad del
detector en presencia de metano! es mejor que en presencia de HNOs 182, Estos limites
de deteccién son lo suficientemente buenos como para determinar cualquier especie
de Cd en aguas naturales y pueden incrementarse aumentando el volumen de muestra
preconcentrado, que en este caso fue de 5.18 ml. Como consecuencia de las mejoras
introducidas en las microcolumnas y el menor flujo usado, las eficiencias de
preconcentracién (P) para ambas fracciones de Cd se encuentran cercanas al 100%
dentro del error experimental. Esto produce una mejora en el factor de amplificacién
que es de 51 para la fraccion M1 y de 71 para la fraccion M2. Esta diferencia se debe
a que la sensibilidad en presencia de acido nitrico es peor que la que se obtiene con
metanol que es idéntica a la del agua destilada.

La frecuencia de analisis disminuye en comparacién a la determinacién con
Chelex-100 a flujos mayores, puesto que es necesario incrementar el tiempo de

preconcentracién 3.7 veces para mantener la misma masa de analito que la utilizada
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con el sistema descripto en el Capftulo 1. Ademas, la necesidad de una doble elucion
de la columna C2, hace més lento el analisis. Sin embargo, la lentitud (5 muestras por
hora) se ve compensada por la capacidad de obtener informacién acerca de la
especiac.ién de los iones en solucion. La frecuencia de andlisis es similar a la de un
método de cromatografia liquida, sin embargo, la deteccién es especifica para el ion

metdlico, lo que hace mucho mas selectivo el anélisis.

6.2.6 Validacién del procedimiento.

En el caso del analisis de especiacién de Cd, no existen materiales certificados de
pureza y estequiometria conocida que permitan validar el procedimiento completo. La
produccién de materiales certificados para el andlisis de especiacién es una tarea
ardua, sobre todo porque los métodos de analisis de especiacién se encuentran todavia
en etapa de investigacion y desarrollo387. 388, En especial, en el andlisis de especiacion
se incluyen casi siempre etapas de extraccién y derivatizacién que necesitan ser
validadas en términos de recuperacién del/los analitos. Los ejemplos més tipicos de
materiales de referencia certificados son aquellos de compuestos organometalicos
(butilestafio, metil mercurio) o de compuestos inorgénicos cuya toxicidad cambia con
el estado de oxidacién (Cr'*/CrO4” 6 SeO4%/SeOs?). En general, se ha hecho énfasis
en muestras de origen marino (tejido de pescado, aguas etc.) que presentan un peligro
directo para la salud humana.

En el caso del método de andlisis propuesto, es necesario saber si los valores
de concentracién asignados a los patrones de calibrado a través de célculos de
equilibrio son vélidos. Para ello, deben ser comparados con la concentracién
experimental de los complejos Cd(HA). Esta concentracién puede determinarse
interpolando las sefiales obtenidas para los patrones de la fraccién M2 en la curva de
calibrado de la fraccion M1 (obtenida con patrones de Cd(II)). Antes de ser
interpoladas, las seiiales de la fraccién M2 deben ser corregidas por su respectivo
blanco de calibrado y por la diferencia en sensibilidades que existe entre las curvas
obtenidas con metanol 0 HNOj; como eluyentes. Puesto que la sensibilidad en metanol
es mayor, las sefilales correspondientes a M2 deben ser multiplicadas por un factor
0.73 para referirlas a la curva de calibrado de la fraccién MI. Este tipo de validacién
interna es posible siempre y cuando las eficiencias de preconcentracién sobre ambos

rellenos sean similares, tal como en este caso.
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En la Tabla 6.3 se muestran los valores de concentracién de los complejos
Cd(HA) determinados de dos maneras distintas: los calculados mediante los valores
de constantes de formacién y concentracién de grupos quelantes obtenidos por
titulacion (ver Capitulo 5) y los obtenidos experimentalmente a través de la curva de
calibrado de la fraccion M1. Los resultados obtenidos experimentalmente son
comparables a los obtenidos mediante calculos de equilibrio dentro del error de cada
método, lo que implica que los resultados son consistentes y que el método produce
datos confiables. Estas soluciones modelo que contienen mezclas de Cd y HA en
distintas proporciones pueden, por lo tanto, utilizarse como patrones de calibrado para
el andlisis de especiacion. En la Figura 6.4 se muestran curvas de calibrado tipicas
obtenidas para el sistema bicolumna. Este sistema puede calibrarse utilizando
patrones con mezclas Cd / Cd(HA) o simplemente con patrones de Cd(II) que son
retenidos en la primer columna (C1), las seiflales producidas por la elucién de C2
pueden referirse a las seiiales de C1, a menos del factor de sensibilidad. Este método
es mas simple, puesto que la preparacion de los patrones de calibrado es mucho mas

rapida y no se requiere equilibrar los patrones como en el caso de los que contienen
HA.

TABLAS DEL CAPITULO 6
Resina pH de preconcentracion Eficiencia de Capacidad Total
preconcentracién (mg HA/ ml resina)
de HA%
Vimuesn=250 BV
(5.18 ml)
Reillex 425 52 79+3 2.95
Silica-C18 52 662 1.68
XAD-16 52 59+2 222
IRA-958 8.7 47+2 2.54
AG-MP-1 8.7 33¢1 0.54
XAD-16 8.7 30+1 1.27
Silica C-18 8.7 101 0.17

Tabla 6.1: Eficiencias y capacidades totales de preconcentracién de HA en
experimentos dindmicos sobre distintas resinas.
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Fracciéon de Cd

Figura de mérito Fraccién retenida en Cl1 Fraccion rectenida en C2
(Chclex-100) (silica C-18)
Limite de detecciéﬁ 12 10
(ngI') 30)
Blanco (pg) 111 £ 24 151+ 14
(media t s)
Precisién a 50 ng I 7% 4%
(RSD %)
Yolumen de muestra 5.18 5.18
Factor de amplificacién 51 71
Eficiencia (%) 100+ 6 102+9
Frecuencia de anilisis 5.2

(muestras hr")

Volumen de elucién (ul) 80 140
(en dos inyecciones de 70)

Tabla 6.2: Figuras de mérito del sistema de especiacién por extraccidn secuencial en
flujo.

Estindar Concentraciéon de Cd-HA  Concentracién de Cd-HA
predicha por cdlculos de experimental
equilibrio (expresado como ng I' de Cd)
(expresado como ng I’ de Cd) (media + rango, n=3)
200ngl” Cd+7mgl 'HA 26+2 26+3
400 ng!1' Cd+7mg!' HA 52+4 50+3

Tabla 6.3: Validacién de los resultados producidos por el sistema FI-ETA-AAS
bicolumna.
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7 Materiales y Métodos.

7.1 Reactivos y Sintesis.

7.1.1 Reactivos usados para la preconcentracion utilizando Chelex-100:

Todos los reactivos utilizados fueron de la méxima pureza disponible y como minimo
de calidad analitica. Todas las operaciones de preparacién de soluciones se llevaron a
cabo en una campana de flujo laminar. El agua doblemente deionizada (DIW, 18 MQ
cm) fue obtenida con un deionizador MilliQ (Millipore, Bedford, MA, USA). Como
resina quelante se utiliz6 Chelex-100 (100-200 mesh, Bio-Rad Laboratories,
Richmond, CA, USA) segin recomendaciones de Chakrabarti et al362. Previamente a
su uso, la resina fue purificada por lavados sucesivos con &cido nitrico SM y
finalmente con DIW. Luego la resina se convirtié a la forma aménica equilibrandola
con una solucién de amoniaco 1M. Como eluyente se utilizo una solucién de acido
nitrico 2M preparada a partir de 4cido nitrico concentrado (65%) calidad Suprapur
(Merck, Darmstadt, Alemania). Este 4cido es preparado por destilacién “sub-boiling”
39 Como buffer de preconcentracién se usé un buffer acido acético/acetato de
amonio 1M, pH 5.2 * 0.2. Este buffer se purific6 a través de una columna rellena con
Chelex-100. A partir de esta solucién se prepard una diluciéon 0,1 M. Las soluciones
patron de Cd (50 a 200 ng/l) y Pb (50 a 300 ng/l) se prepararon por dilucién de
soluciones stock de los correspondientes metales. Las diluciones se realizaron en
matraces volumétricos de Nalgene (Nalge Company, Rochester, NY, USA) para
evitar pérdidas por adsorcién sobre la superficie del recipiente. Previo a su uso, todo
el material de laboratorio empleado se lavé con 4cido nitrico (1+1), se enjuag6 con
DIW , se volvid a lavar con una solucién caliente de APDC al 5% y se enjuagd de
nuevo. Una vez en uso, s6lo se realizaron enjuagues con DIW para evitar otras
contaminaciones. Para validar el método se utilizé el material de referencia certificado
CASS-3 del National Research Council of Canada (NRCC).

7.1.2 Reactivos usados para la preconcentracion utilizando 1-HOx:

Como buffer de preconcentracién se utilizé un buffer amonfaco/cloruro de amonio
0.05 M. Este buffer se preparé a partir de una solucién stock 1 M preparada a partir de

amoniaco calidad para andlisis y 4cido clorhidrico calidad Suprapur. Esta solucion fue

220



purificada haciéndola pasar tres veces a través de una columna de Chelex-100 (100-
200 mesh) de 10 ml de volumen de lecho. Esta solucién stock se almacené en frascos
limpios de Nalgene® a 5 °C. Como 4cido de elucién se utilizé (al igual que con
Chelex-100) una solucién de HNO; 2 M. Se verificé la trazabilidad de los datos
obtenidos analizando un material de referencia certificado de agua de mar (CASS-3,
NRC, Canadd).

7.1.3 Reactivos utilizados en la extraccion de metales con Resinas
Impregnadas.

Las soluciones de iones metdlicos se prepararon a partir de estdndares de sus
correspondientes percloratos grado analitico (Sigma, St. Louis, MO, USA) valorados
previamente contra estandares para absorcién atémica. Se utilizaron los metales como
sus correspondientes percloratos para evitar fenémenos de complejacién en la fase
acuosa.

La solucion de elucién de los metales se prepard disolviendo 29.3 g de 4cido
etilendiaminotetracético (EDTA, BDH, Poole, UK ) en 500 ml de una solucién 0.4 M
en amoniaco. No se utiliz6 la sal disédica de EDTA para evitar interferencias por
absorcién de fondo en AAS. La elucién con 4cidos fuertes como los usados para
Chelex-100 no es posible debido a la altisima estabilidad de los complejos con el

extractante.

7.1.4 Sintesis de I-HOx

Se siguieron los lineamientos de la sintesis propuesta por Hill2!4 y utilizada por
Sturgeon!26(Figura M-l). Como soporte se utiliz6 silica gel grado TLC (Silicagel 60,
Merck) con un area nominal de 500 m?/g y un tamafio de particula de 200 a 500 um
(35 a 70 mesh aprox.). Previamente la sflica se lavé con agua regia (2 porciones de
100 ml), se secé a 450 C durante 12 horas y luego se la mantuvo en un desecador. La
silanizaciébn de se realiz6 mezclando wuna solucibn al 4% de 3-
aminopropiltrimetoxisilano (Merck) preparada en acetona anhidra (secada con
Na;S0,) con 100 g de silica, dejandola reaccionar en un recipiente sellado durante 4
horas a 45 °C. El producto (aminopropil silica gel), se filtra, sc lava con acetona secca
y se lo seca durante 12 hs en una estufa de vacio a 60 C. Posteriormente, se mezcla

con 200 ml de CHCIl; (Merck) que contienen disueltos 10g de cloruro de p-nitro-
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benzoilo (Merck) y 8 ml de piridina (Merck). Se los deja reaccionar 48 hs. a 50 C en
un recipiente cerrado y se obtiene un producto marrén. El producto se filtra, se lava
por decantaciéon con CHCI; y se seca a 60 °C en una estufa de vacio durante 12 hs. El
grupo nitro terminal se reduce mezclando el derivado benzoilado con 200 m! de una
solucién al 5% de ditionito de sodio (Merck) en agua deionizada y se lo deja
reaccionar en un recipiente sellado durante 12 hs a 45 C. El producto se lava por
decantacién con agua deionizada. El grupo amino terminal se diazota con 200 ml de
una solucién al 2% en NaNO, (Merck) en 4cido acético al 1% durante 30 minutos en
un bafio de hielo a 0 °C. El producto obtenido se lava con agua deionizada helada por
decantacién. Para la copulacién con la 8-hidroxiquinolina (Merck) se mezcla el sélido
con una solucién de oxina al 2% en etanol absoluto produciéndose un brusco cambio
de color a purpura intenso. La oxina inmovilizada sobre silica se lava por decantacién
usando alicuotas de 100 ml de etanol hasta que éste no presenta coloracion roja. Antes
de ser usada en la extraccién de metales la oxina inmovilizada se lava con 5 alicuotas
de 100 ml de HNO; 4M y luego se la equilibra con agua deionizada hasta pH 6. Se
observa una cierta decoloracién luego de este lavado que indica cierta degradacion del
producto. El sélido se guarda seco hasta el momento del uso. Una vez usado puede

almacenarse en solucién de pH §.

7.1.5 Sintesis de la Resina Impregnada SIR-1

La resina SIR-1 se prepard impregnando Poli-(4-vinilpiridina) (Reillex HP, Reilly
Industries Inc., Indianapolis, USA) con 4&cido di-(2-etil-hexil) ditiofosférico
(D2EHTPA). La sintesis y purificacion de D2EHTPA a partir de P,Os y los
correspondientes alcoholes se realizé segin Warshawsky et. al.390.Reillex HP es un
polimero de divinilbenceno entrecruzado con un 25% de poli(4-vinilpiridina). Es una
resina de tipo macroreticular (30-60 mesh), con un 4rea superficial de 76 m?/g, un
contenido de humedad del 55% en peso y un tamaifio promedio de poros de 100 nm.
La impregnacion se realiz6 por inmersién de 1.5 g de polimero en 6.5 g de
acetonitrilo destilado conteniendo 1.0 g de D2EHTPA. La mezcla se deja en un balén
durante toda la noche a temperatura ambiente, luego se filtra por vacio en un filtro de
vidrio sinterizado y se lava con 100 ml de tetrahidrofurano (THF) destilado. Los
liquidos de lavado no se descartan y se determina la cantidad de ligando retenida por

el polimero por evaporacion del solvente y pesada por diferencia.
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7.1.6 Reactivos y preparacion de soluciones modelo para estudios de
especiacién por discriminacién cinética.

Las soluciones de los ligandos EDTA, NTA, glicina y cloruro fueron preparadas a
partir de sus reactivos calidad para andlisis (Merck) y estandarizadas
volumétricamente segun los procedimientos recomendados en cada caso por la
bibliografia%. En el caso de EDTA y NTA se usaron los 4cidos correspondientes
como reactivos de partida, para evitar el agregado de otros cationes diferentes al Cd.
Para su almacenamiento se prepararon soluciones 0.1 M que se almacenaron en
frascos de polietileno previamente lavados con 4cido nitrico 2M. El NTA obtenido
comercialmente (99.9%) presenta ligantes mas fuertes como impurezas que deben ser
eliminados por recristalizacién para no sobrevalorar su capacidad quelante en las
experiencias. El NTA, previo a su uso fue purificado por recristalizacion en caliente
de una solucién 0.1 mM de Cd, lavado con agua y finalmente con etanol?!. La
solucidon de 4cidos himicos se prepar6 a partir de acidos humicos grado técnico
(Aldrich, Milwaukee, WI, USA) (Lote #01902AR). Para su almacenamiento se
prepard una solucién que contiene 70 mg/1 de HA disolviendo 0.100 g de la sal s6dica
de HA en 1 litro de amoniaco 0.1 M (calidad p.a. purificado por una columna de
Chelex-100). La solucién resultante se filtr6 a través de un filtro de membrana
Millipore de 0.22 um de poro y el residuo fue descartado. La solucién resultante fue
purificada del siguiente modo: 250 ml de la solucién se ponen en un vaso de
precipitados con agitacién constante durante cuatro dias con un gramo de Chelex-100
(100-200 mesh) que se encuentran contenidos en una membrana de didlisis (Medicell
Int., USA). La solucién se guarda a 4 C al abrigo de la luz. Las soluciones de trabajo
se prepararon por agregado de volimenes adecuados de las soluciones 0.1 M a
patrones de calibrado conteniendo 0.100 pg/l de Cd lo que equivale a una
concentracién de 8.90.10"% M. Se varié la concentracién de ligandos de manera de
obtener relaciones ligando : metal que varfen entre 1:1 y 1:10000 para EDTA, NTA,
Cl y glicina y entre 1:1 y 1:50 para HA. Antes de someter las soluciones al
procedimiento de preconcentracién se las ajusto a pH=6.5 mediante el agregado de
porciones de 10 pul de HNO; o NH; 2M.



Los diagramas de especiacién en el equilibrio se construyeron utilizando el
programa MINEQL+3%, exportando los resultados producidos en formato ASCII y
volviéndolos a importar en entorno WINDOWS mediante EXCEL 7.0.

7.1.7 Materiales ensayados para la retencion de la fraccion inerte de Cd
(CdL>)

Para la retencién de los complejos Cd-HA se ensayaron los siguientes materiales:

AG-MP-1(Bio-Rad, Richmond, CA USA)): Es una resina aniénica fuerte con
un soporte estireno divinilbenceno. Posee un MWCO muy alto y se utiliza para la
separacion de substancias de alto peso molecular.

IRA-958 (Rohm & Haas, Philadelphia, USA): Es una resina ani6nica fuerte,
pero su soporte es acrilico-divinilbenceno. Al ser mas polar, es mas resistente a la
adsorcion irreversible de compuestos organicos.

Silica C-18 (Aldrich 37763-5): es un sélido usado para columnas de particion
preparativas en la aislacién de compuestos organicos de muestras bioldgicas.

Amberlite XAD-16 (Rohm & Haas, Philadelphia, USA4): es una resina de
adsorcién. Posee una matriz estireno-divinilbenceno con gran area. La resina tipo
“XAD-16" posee un tamaifio de poro mayor a las tipo “XAD-2" y “XAD-7”, lo que se
traduce en un MWCO mayor.

Reillex 425 (Reilly Industries Inc., Indianapolis, USA): es una resina ani6nica
débil que contiene vinil-piridinas polimerizadas (polivinilpiridinas). Puede
intercambiar cationes o aniones segun el pH.

Las caracteristicas de cada resina se muestran en la Tabla M-1. Se incluyen
también los parametros obtenidos para Chelex-100 e I-HOx. Todas los soportes de
extraccion se lavaron previo a su uso con HNO; 2M y luego se sonicaron con metanol
durante 15 minutos. Los rellenos silica C-18 y Amberlite XAD-16 se cargaron en las
microcolumnas como una suspensién en agua y acetona (1:1). Los demas rellenos se
cargaron como una suspension en agua. Previo al experimento de saturacién
definitivo, las resinas se sometieron a tres ciclos de carga y elucién de manera de

bloquear toda posible absorcién irreversible en los soportes.
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7.1.8 Reactivos usados en las retencion y elucion de CdL; de distintas
resinas.

La solucién de HA 7 mg ! empleada en la determinacién de capacidad dinimica se
prepar6 por dilucién de la solucién descripta en la seccién 7.1.6. Las microcolumnas
rellenas con XAD-16 y sflica C-18 se eluyeron con metanol (grado HPLC, Merck),
acetonitrilo (grado HPLC, Merck) o acetato de etilo (calidad para anilisis, Merck).
Las columnas anidnicas se eluyeron con una mezcla 0.5 M en NH3 y 2 M NH4NO;
preparada a partir de NH; y HNO; grado Suprapur (Merck). Los buffers empleados

para ajustar el pH fueron idénticos a los descriptos anteriormente.

7.2 Aparatos

7.2.1 Instrumentos

Las determinaciones de metales se realizaron acoplando un sistema de flujo (ver mas
adelante) con un espectrometro de absorcion atémica Shimadzu 6501 con accesorio
de homno de grafito GFA 6000 y muestreador ASC 6000. Este equipo se encuentra
controlados por una PC con microprocesador tipo AT 486. Se utilizaron tubos de
grafito de alta densidad que permiten un maximo de 100 pl de volumen de inyeccién.
La determinaciéon de Cd y Pb se realiz6 a través de curvas de calibrado basadas en
medidas de altura de pico del transiente de atomizacién, a 228.8 y 283.3 nm
respectivamente. Para las determinaciones de capacidad de I-HOx la concentracién de
Cu se determiné con un Espectrometro de Absorcién Atémica Varian AA-5 con
mechero de aire acetileno. Se lo oper6 en las condiciones estandar descriptas por el
fabricante. Las medidas de metales en los eluidos de las resinas impregnadas se
realizaron en un egpectrémetro de Absorcién Atémica Perkin Elmer 5100, utilizando
atomizacién por llama de aire acetileno en las condiciones instrumentales descriptas
por el fabricante. Las medidas de sangrado del extractante de las resinas impregnadas
se realizaron a través de la determinacién de azufre y fosforo con un Espectrémetro de
Emisién Atémica de Plasma Acoplado Inductivamente (ICP-OES) marca Spectra. Las
determinaciones elementales mediante microandlisis se realizaron en un analizador
Carlo Erba EA 1108. Las determinaciones porosimétricas se realizaron mediante
Cromatografia de Exclusién Inversa con un sistema convencional de alta presién que
utiliza una bomba de pistén (VLD-30, CSAV, Praga, Rep. Checa), una vélvula
Rheodyne 7125 y un detector de indice de refracciéon (RIDK101, Laboratorni
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Pristroje, Praga, Rep. Checa). Las medidas de 4rea BET392 se realizaron con un
aparato Digisorb 2600 (Micrometrics, USA). Los espectros infrarrojos se realizaron
con un Espectrémetro de FT-IR 510 P (Nicolet Instruments, USA) en pastillas de
KBr. La digestion de algas se llevé a cabo con un digestor de microondas operando a
presién normal (semiabierto) modelo Microdigest 301 (PROLABO). Las medidas de
masas moleculares de los 4cidos humicos se realizaron mediante GPC con un
cromatdgrafo Shimadzu L6A equipado con un detector de indice de refraccion RID-
6A (Shimadzu) y un integrador C-RS Chromatopac GPC Program. Los espectros de
las soluciones de acidos hiumicos se obtuvieron con un espectrofotémetro Hewlett
Packard 8452A equipado con una celda de 1 cm de paso 6ptico. La determinacién de
la capacidad dinamica de los distintos materiales para la retencién de la fraccién
organico-ligada de Cd se realizé usando como detector de flujo un detector UV-
Visible para HPLC modelo SPV-AV (Shimadzu), equipado con una celda de flujo de
8 pl. Este detector s conecté a una placa de adquisicién A/D Keithel DAS-800.

7.2.2 Componentes del sistema de preconcentracion FIA.

En la Figura M-2 podemos apreciar el sistema de preconcentracién acoplado al
espectrometro Shimadzu 6701 (Kyoto, Japon). Nétese la bomba peristaltica sobre el
equipo y a su lado el sistema de flujo con vélvulas solenoides. Sobre el brazo robético
del muestreador automadtico, se encuentra la columna de preconcentracién. En
segundo plano puede verse la PC utilizada para el control de todas las operaciones
bajo entorno Windows. En la Figura M-3 se muestra un esquema de bloques del
sistema de preconcentracién. La microcolumna de preconcentracién fue intercalada en
el extremo del brazo robético del muestreador, lo que se conécc como configuracién
“en el extremo” (“in tip configuration”)é8. Esta columna se fabricé con un tip de
micropipeta Eppendorf (0.5 a 10 pl, Cat. No. 0030 001.168) que tiene un volumen
total de 25 pi, en el que se empacaron 10 pl de resina Chelex-100 (Figura M-4). La
microcolumna se conectdé al extremo terminal de la cafieria de inyeccién del
muestreador, lo que reduce el volumen de eluyente necesario (la elucién es en
contracorriente como se verd luego). La resina se retuvo en la columna
comprimiéndola entre dos tapones de esponja de poliestireno. Estos tapones
compensan parcialmente los cambios de volumen producidos por el cambio de pH del

medio (elucién / preconcentracién). La tuberia original de la punta de inyeccién del
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muestreador fue remplazada por un trozo de tuberfa de PTFE de 0.5 mm de didmetro
interno y 1.0 cm de longitud. Por lo tanto el volumen total a ser eluido (volumen de
resina + tip de inyeccién + tapones de esponja) fue de 15 pl. La solucién buffer para
acondicionamiento de la muestra se purific6 en linea a través de una columna de 6 cm
de largo y 2.5 mm de didmetro interno rellena de Chelex-100. A pesar de que el buffer
habia sido purificado previamente, ésta columna fue agregada para asegurar la
ausencia de cualquier contaminacién posterior. Las dos microcolumnas se rellenaron
con una suspensién de Chelex-100 en forma de sal aménica utilizando una jeringa y
fueron utilizadas por lo menos en 50 ciclos de preconcentracién-elucién antes de ser
renovadas, sélo por precaucion, tras 5 horas de operacion.

El sistema FIA se ensamblé con acoples Cheminert (“fitings™) de volumen
muerto nulo (Valco Instruments Co., Houston, TX, U.S.A.) y tuberia de PTFE (0.8
mm i.d.). Se utiliz6 una bomba peristaltica Ismatec MS Reglo (Ismatec, Glattbrugg,
Germany) de cuatro canales, controlada a través del puerto de salida analégico. Para
conmutar las corrientes de los distintos reactivos 6 muestras se utilizaron vélvulas
solenoides de tres vias (Cole Parmer, Illinois, U.S.A.). Tanto VI como V2 son
valvulas de una entrada y dos salidas de volumen muerto nulo con las partes mojadas
confeccionadas en PEEK; V3 es una vélvula con 2 entradas y una salida con las partes
mojadas construidas en PTFE. Las vélvulas solenoides y la bomba peristéltica fueron
conmutadas por un temporizador con 4 “relays” de salida controlado por el puerto
paralelo de la PC (ver apéndice). El software para controlar la duracién de los
distintos eventos durante la secuencia de preconcentracién (Tabla M-2) fue escrito en
Visual Basic 1.0 (ver luego) y permite el control de todas las etapas con una
resolucién de tiempo-de 0.01 s. Cada etapa descripta en la Tabla M-2 consiste en un
patrén de flujo diferente a través de las valvulas y por lo tanto el software permite la
programacion de etapas independientes unas de otras, asf como el control remoto de la
bomba peristéltica. La conexién entre el sistema FIA y el espectrémetro se realiz6
conectando una de las entradas de V3 con la jeringa del circuito de flujo del
muestreador y la salida de V3 con el de la microcolumna de preconcentracioén en el

brazo del muestreador.
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7.2.3 Comando electrénico de las valvulas solenoides del sistema de
preconcentracion.

El temporizado de las etapas del ciclo de preconcentracién se logra con un circuito

comandado a través de un puerto de la PC. El puerto mas sencillo de programar es el

puerto paralelo LPTx pero también se puede utilizar un puerto serial COMx.

El esquema del circuito de control para una de las vélvulas solenoides (en
total son 4 vélvulas) se muestra en la Figura M-5. Este circuito consta de dos
integrados MC1413P (Mottorola, ULN2003A), que contienen siete transistores NPN
en configuracion Darlington. Estos comandan 4 relays conectados a la alimentacion
de las vélvulas solenoides y al control analégico de la bomba peristaltica. La sefial de
comando para el circuito temporizador se envia desde la PC, escribiendo en la
direccion &H378 desde el Visual Basic a través de la rutina “InpOut”
(http:\\www.download.com) declarada al‘principio del programa. Cada una de las
etapas del proceso se controla con un temporizador (“Time{”) independiente, ya
incorporado dentro de las herramientas de Visual Basic. El usuario programa la
secuencia de flujo de cada etapa y la duracién de cada una dentro del casillero
correspondiente (Figura M-6). El software tiene también la posibilidad de conmutar
manualmente las solenoides, en el caso de que se desee limpiar alguna seccion de
tuberia especial o simplemente forzar al sistema de flujo a una configuracién dada. Es
posible utilizar el sistema de preconcentracién sin conocimientos previos de

programacion o de electrénica basica, puesto que la interfaz es “amigable”.

7.2.3.1 Programa de control

Se anexa a continuacién el programa realizado en Visual Basic.

Declare Function Inp Lib "InpOut.dil* (ByVal Port%) As Else
Integer a=0
Declare Sub out Lib "mpOut.dil” (ByVal Pori%, ByVal End If
Value%) If Check1(1).Value = 1 Then
Dim datos As Single b=2
Else
Sub Command|_Click () b=0
Textl.Text =" TEMPORIZANDO" End If
Timerl.Enabled = -1 If Check1(2).Value = 1 Then
c=4
End Sub Else
c=0
Sub Timer!_Timer () (se replte para los § End If
temporizadores en el Form) If Check[(3).Value = 1 Then
Static contadorl As Integer d=8
Option1(0).Value = 1 Else
d=0
If Check 1(0). Value = 1 Then End If
a=1 cl=a+b+c+d
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out &H378, ¢l

Else
a=0
contadorl = contador! + 1 End If
1f contadorl = Val(t1.Text) Then If Check2(1).Value = 1 Then
contador] = 0 b=2
Timer2.Enabled = -1 Elsc
Timerl.Enabled = 0 b=0
Else End If
Exit Sub If Check2(2).Value = 1 Then
End If c=4
Else
End Sub c=0
End If
Sub Command3_Click O If Check2(3).Value = | Then
Textl. Text = *MODO MANUAL" d=8
Else
Timerl.Enabled = 0 d=0
Timer2.Enabled =0 End If
Timer3.Enabled = 0 el=a+b+c+d
Timer4 .Enabled =0
TimerS.Enabled = 0 out &H378, el
If Check2(0).Value = | Then End Sub

7.24 Componentes del sistema FIA bicolumna para la especiacion
operacional de Cd. Modificaciones a las microcolumnas. Calibrado de

volimenes en el sistema bicolumna

El sistema FIA bicolumna se ensamblé a partir del sistema usado para la
preconcentracién de la fraccion 1abil de Cd y Pb'#2. Debido a la presencia de una
columna adicional, la caida de presiéon fue mayor y por lo tanto se modificaron las
columnas para que resistan una mayor presion de trabajo. En la Figura M-7 se
muestra un esquema del sistema de flujo completo (A) y de las microcolumnas
utilizadas (B). La microcolumna C1 se rellené con Chelex-100 (Bio-Rad) para la
retencién de iones metalicos y especies labiles. Esta columna se torneé a partir de una
pieza de acrilico cilindrica de 3.0 cm de largo por 1.6 cm de didmetro externo a la que
se le fabricaron roscas hembra del tipo %-28. La parte interna de esta pieza de acrilico
se perfor6 para producir un lecho del1.5 mm de largo y 1.5 mm ID en el caso de Cl
(BV=20 pl). En el caso de C2, esta columna se rellené con silica C-18 (Aldrich Cat.
No. 37763-5) y el lecho de la columna se construyé de 11.5 mm de largo por 2 mm de
ID (BV=36 pl). La columna C2 se conecté al tip de inyecciéon del brazo del
autosampleador mediante un trozo de tuberia de PTFE de 0.5 mm ID de 10 cm de
largo (20 pl). Este pedazo de tuberia reemplazé a la tuberia original del instrumento.
Por el otro extremo, la columna C2 se conecté a la columna Cl mediante un trozo de
39.5 cm de la misma tuberia (80 pl). La microcolumna Cl se conectd a la vélvula

solenoide V3 mediante un trozo de tuberia de 100 pi de volumen. Estos volimenes
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fueron cuidadosamente medidos de manera que los distintos liquidos usados para eluir
las especies contacten s6lo los rellenos deseados. La columna C1 se rellené con 10 pl
de Chelex-100 en la forma aménica a través de una suspensién inyectada con una
jeringa acoplada a un adaptador especial que puede unirse a la microcolumna. Los
tapones de esponja de poliuretano originalmente usados para retener a la resina
Chelex-100 fueron reemplazados por dos tapones de lana de vidrio silanizada
previamente lavada con HNOj (Aldrich). Estos tapones no brindan el efecto elastico
de compensacion del cambio de volumen de Chelex-100, pero son mas resistentes al
ataque de acidos. Cuando la resina Chelex-100 es eluida con acidos, su volumen se
reduce en un 30-40% aproximadamente, generdndose un pequeiio volumen vacio (3
pl aprox.). este pequefio volumen vacio no afecta la reproducibilidad de las medidas,
puesto que de todas formas, la columna entra en contacto con pequefios voliimenes de
aire que son usados para impulsar el eluyente hacia la microcolumna. La progresiva
compactacion del relleno de las microcolumnas es causa de graves imprecisiones en la
determinacion puesto que la elucién puede hacerse incompleta si el contacto entre el
eluyente y la columna es insuficiente. Para evitarlo, la aspiracién del eluyente se hizo
en sentido contrario al sentido de elucidn. Esta inversién en el sentido de flyjo,
disminuye el compactamiento de las resinas, que es mucho mas severo en el caso de
soportes inorganicos como C-18, puesto que son menos elasticos.

La columna C2 se rellené con 20 pl de silica C-18 (previamente lavada con
metanol y HNOj), usando el mismo procedimiento que para Chelex-100. Las
microcolumnas empleadas se diseflaron de manera de reducir la dispersién del
eluyente y permitir una elucién completa con un minimo volumen, de manera de
aumentar el factor de enriquecimiento sin incrementar el volumen de muestra usado.
No es posible reducir mas el didmetro interno de las microcolumnas, puesto que la
carga de las resinas se hace muy dificultosa. Las microcolumnas se sujetaron al brazo
del autosampleador a través de pequefios precintos pldsticos.

La microcolumna C2 es la que se encuentra mas préxima al tip de inyeccién.
En el sistema anterior de preconcentracién, la columna reemplaza al tip de inyeccién.
En este sistema, la columna se encuentra inmediatamente por encima del trozo de
tuberia que sirve de tip de inyeccién, conectado a éste a través de conectores de cero

volumen muerto (Valco). Esto permite que la conexién del sistema FIA de
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preconcentracidn al espectrémetro sea mucho mas sencilla y rapida, ya que no es

necesario re-alinear la posicion de inyeccién del autosampleador.

7.3 Procedimientos

7.3.1 Procedimiento de preconcentracion de Cd y Pb usando el sistema FI-
ETA-AAS usando Chelex-100 como soporte.

Las diferentes operaciones del sistema FIA junto a la circulacién de los fluidos se
muestran en el Figura M-8. Todos los pasos se realizaron sin intervencién manual.
Los flujos de buffer y de muestra se muestran en la Tabla M-2. Estos fueron
optimizados para aumentar la frecuencia de andlisis sin afectar la eficiencia de
preconcentracion$3(E%) o crear altas contrapresiones en la microcolumna, lo que
produce fugas en el sistema de flujo. La muestra y el buffer se mezclaron a través de
una confluencia en forma de T. El pH de la solucién resultante fue de 5.2, tanto para
las muestras como para los patrones de acuerdo a lo descripto por Sturgeon et al.!24,
El ajuste de pH se realiz6 en linea para evitar operaciones externas contaminantes.
Durante la etapa de pre-lavado (a) las cafierias del sistema se enjuagaron con la nueva
muestra para eliminar remanentes de la muestra anterior. En la etapa (b) la columna
de preconcentracién se lavé con buffer para convertir la resina a la forma amonio
(recuérdese que la resina queda en la forma protonada luego del dltimo ciclo de
elucién). La etapa (c) es la etapa de preconcentracién propiamente dicha: se utilizaron
distintos tiempos de preconcentracién dependiendo del analito (tiempos mas largos
para la determinacién de Pb) y de su concentracién, de manera de alcanzar la
sensibilidad deseada. La etapa (d) es similar a la etapa (b); ésta etapa remueve todos
los restos de la matriz remanentes en la columna y eluye selectivamente los metales
alcalinos y alcalinos térreos que son retenidos por los sitios libres de la resina,
reduciendo de esta manera la absorci6n inespecifica de fondo!23.

La etapa (e) es la etapa de elucién: V3 se conmuta para conectar la columna de
preconcentracion con la jeringa del muestreador. La bomba se detiene para evitar el
gasto innecesario de reactivos y el brazo del muestreador inicia la operacién aspirando
el eluyente a través de la punta de inyeccién donde esté insertada la microcolumna. Se
evaluaron dos secuencias diferentes de elucidn: en el modo de “inyeccion complcta”,

se aspiran 80 pul de HNO; 2M en sentido contrario al de la circulacién de liquidos del
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paso (¢) y se eluyen directamente dentro del horno de grafito, liberdndose los metales
por protonacion de los grupos complejantes. La eluciéon en sentido contrario a la
preconcentracion evita que el relleno de la columna se compacte y maximiza la
interaccion entre el relleno y el eluyente, dado que éste Gltimo contacta dos veces la
resina. Antes y después de aspirar el eluyente, la columna es enjuagada con DIW.
Este enjuague evita que el acido de elucién se neutralice parcialmente con el buffer
remanente en la columna y que se eluya gran cantidad de nitrato de amonio dentro del
horno.

En el otro modo de inyeccién, “inyeccién parcial”, se aspiran 220 pl de HNO;
a través de la columna los que se homogeneizan en el recipiente de mezclado del
muestreador. S6lo una fraccién de dicho eluido (70 pl) es inyectada en el horno,
permitiendo asi replicar el paso de anlisis para un mismo ciclo de preconcentracion.
En este caso también se hacen etapas de lavado antes y después de la elucién. Todas

las etapas de elucion se programan a través del software del espectrémetro.

7.3.2 Procedimiento para la caracterizacion morfolégica de Chelex-100 e I-
HOXx

Las experiencias de ISEC se llevaron a cabo usando como fase maévil una solucién 0.2
M de Na,SO4 en agua o alternativamente THF. El volumen de la columna utilizada
para contener a Chelex-100 e I-HOx fue de 4.04 ml. Se obtuvieron los volimenes de
elucion a través de un contador de gotas y un integrador (DC 1002 e IT 1002
respectivamente, Laboratorni Pristroje, Praga). Esto permite una precision
volumétrica de 0.01 ml.. Se utilizé un juego de oligosacaridos, dextranos (fase mévil
acuosa) y de alcanos lineales y poliestirenos (fase mévil THF) como patrones de peso
molecular (Pressure Chemicals Co. Pittsburg), que fueron inyectados disueltos en la

fase movil correspondiente.

7.3.3 Procedimiento de Determinacién de Capacidad de I-HOx

Las determinaciones de capacidad se realizaron utilizando Cu como ion indicador,
dada la alta constante de formacion de sus complejos con oxina. Para ello se puso en
contacto un volumen conocido de una solucién de una solucién que contiene 60 mg/l
de un patron de Cu (como Cu(NO;);) con una masa conocida de- la silica
funcionalizada. El pH de la solucidn se regul6 en 5.0 mediante un buffer acetato de

sodio/acido acético de concentracién 0.1 M. La mezcla se dej6 equilibrar durante 1 h
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con agitacién constante. Una vez finalizado el periodo de equilibracion, se filtré la
silica mediante un filtro de vidrio sinterizado y se midi6 la concentracion de Cu en el
sobrenadante. La capacidad se calcul6 a partir de los moles de cobre retenidos
medidos por diferencia entre la concentracién final y la concentracién inicial. Se
realizaron curvas de agregado patrén y curvas de calibraciéon con el objeto de
demostrar que la presencia de buffer no afecta las medidas realizadas. Los ensayos se
hicieron por triplicado obteniéndose una concordancia del 5%. La capacidad obtenida
fue de 160 micromoles de Cu por gramo de sflica funcionalizada. Los experimentos
también se llevaron a .cabo sobre blancos de la sflica no funcionalizada, no
observandose adsorcién de Cu, dado que a al pH elegido no existe complejacién por
los grupos silanol no funcionalizados. Los resultados de capacidad se corroboraron

mediante el anélisis elemental, que produjo resultados concordantes.

7.3.4 Procedimientos para la extraccibn en columna con resinas
impregnadas.
Se realizaron experiencias en columnas de vidrio Pyrex de 7ml de volumen de lecho
(0.5 g de SIR) equipadas con robinetes de Teflon. Las columnas se acondicionaron en
el mismo medio en el cudl se realiza la extraccién (concentraciones variables de
HClO4). Se alimenté la columna con la solucién de metales (Pb, Cd, Zn, Ni) y se
colectaron fracciones provenientes de la salida de la columna cada tres volimenes de
lecho. Se continué con esta operacién hasta que las concentraciones de los metales en
la solucion de alimentacién fuesen idénticas a las concentraciones en el efluente
(situacién de estado estacionario). Luego, se lav6 la columna con agua deionizada
hasta no encontrar metales en la solucién de lavado. La solucién de elucion utilizada
fue la de EDTA amoniacal descripta anteriormente. Finalizada la elucidn, la columna
se lavd con solucién de amoniaco 0.2 M y con DIW hasta pH neutro. Los factores de
selectividad y las capacidades se calcularon a partir de las curvas “breakthrough”

obtenidas, utilizando planillas de célculo desarrolladas “ad hoc” en Excel 7.0.

7.3.5 Procedimiento para la determinacién de Cadmio con I-HOx como
soporte mediante FI-ETA-AAS.

La silica funcionalizada se carg6 en la microcolumna como una suspensién en agua.

Para ello se utiliz una jeringa dotada de una pequeifia porcién de tuberia de Tygon en



su extremo, la que actué como conexi6n entre la jeringa y la microcolumna. Se traté
de no comprimir innecesariamente la silica en el proceso de empacado para evitar
obstrucciones al flujo de liquidos. A diferencia de Chelex-100 que es un polimero
organico levemente eldstico, la silica es absolutamente rigida, por lo que si se hace
mucha presién sobre el relleno en el momento de empacar la columna, esta se obtura.
Al igual que en el caso de Chelex-100, se prepararon microcolumnas nuevas para
cada experiencia.

El procedimiento de calibrado y la instrumentacién fueron idénticos a los
utilizados con Chelex-100. Los flujos de muestra y buffer utilizados se redujeron
cinco veces (1.40 ml.min™! y 0.78 ml min™! respectivamente) tal como se explica en el
Capitulo 2. Los flujos se calibraron por pesada cada dos meses de operacién para

corregir el desgaste de la tuberia de la bomba peristaltica.

7.3.6 Procedimiento para el estudio de la repetitividad volumétrica del
sistema.

Para determinar la precisién volumétrica del sistema de preconcentracion, se
calibraron los volimenes de blanco y de muestra. Esta calibracién se realizé por
pesada del volumen de agua que atraviesa el sistema para la muestra y para el blanco
de reactivos. Se ejecutd el ciclo normal de conmutacién de las valvulas, utilizando
agua bidestilada en todos los canales y pesandola al final de la experiencia. En la
Figura M-9 A) se muestra el recorrido normal de los fluidos. La etapa “a” es la etapa
de enjuague de las tuberias, la “b” es la etapa de preacondicionamiento de la columna,
la etapa “c” es la etapa de preconcentracion, la etapa “d” es la etapa de enjuague de la
columna y la ultima etapa es la de elucién de la columna y el anélisis. Para determinar
la precision de la masa del blanco, es necesario bloquear el canal de la muestra
(Figura M-9 B), y para determinar la precisién de la muestra se bloquea el canal del
blanco (Figura M-9 C). Las experiencias se realizaron a distintos flujos y distintos
tiempos de preconcentracién para determinar si alguno de estos factores afecta la
precision volumétrica (los flujos bajos se utilizan cuando el relleno es I-HOx). Todos

los ensayos se realizaron por cuadruplicado y los datos se procesaron en Excel 7.0.
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7.3.7 Calculo de las curvas caracteristicas de deteccion.

Las curvas caracteristicas de deteccién se calcularon para curvas de calibrado
construidas utilizando Chelex-100 e I-HOx como soportes de preconcentracién. Los
célculos se realizaron con el programa DETARCHI?? y con Excel 7.0. Para obtener
los valores de los estadisticos “t”de Student en Excel, se utilizaron las funciones
estadisticas TDIST y TINV.

7.3.8 Calculo de los limites de deteccién para distintos tiempos de
preconcentracion:

Las curvas de limite de deteccién en funcién del tiempo de preconcentracién usando
como soporte de preconcentracién Chelex-100 se calcularon usando los siguientes
parametros experimentales:
Volumen de elucién: 80pl,
Concentracion de Cd en el buffer: 20 ppt,
Concentracién de Cd en el eluyente: 250 ppt,
Sensibilidad especifica: 0.00057 AU.pg™
Flujo de buffer: 1,21 ml min",
Flujo de muestra: 5,09 ml min™,
Eficiencia de transferencia de masa: 71%
Tiempo de pre-acondicionamiento (#p): 30 segundos.
Tiempo de preconcentracion: variable entre 30 y 120 segundos
Tiempo de lavado (#;): 15 segundos.
Para el célculo de la frecuenéia de analisis se utilizé ademas:
Duracié6n del enjuague de la jeringa: 30segundos
Duracién de la inyeccién : 16 segundos (velocidad de elucién 0.005 ml s™)
Duracién del programa de atomizacién: 96 segundos.
Como limite superior de la curva de calibrado, se consideré un valor maximo

de absorbancia por encima del cuél ésta comienza a curvarse (Absorbancia maxima:
0.450 AU).

7.3.9 Toma y acondicionamiento de las muestras para los estudios de
bioacumulacioén.

Se colectaron muestras de las especies de algas benténicas: U. Lactuca

(Chlorophyceae), E. Prolifera (Chlorophyceae) y P. Columbina (Rhodophyceae). Las
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algas se colectaron en do sitios de muestreo en el Golfo San Jorge: Punta Borja y
Punta Maqueda (ver Tabla 4.1y Figura M-10). La muestras de U. Lactuca y E.
Prolifera (algas verdes) fueron colectadas de las comunidades encontradas en las
piletas rocosas producidas por la bajante de la marea en el litoral maritimo. Las
muestras de P. Columbina (alga roja) se colectaron de los cantos rodados y rocas de
las playas. Para reducir la variabilidad inherente de las poblaciones de macroalgas y la
variabilidad de factores alométricos tales como largo y peso, muestras de distintos
individuos del mismo lugar fueron mezcladas y seleccionadas seguin el procedimiento
recomendado por Langston y Spence3%4.

Las muestras de las plantas frescas (entre 500 y 1000 g de peso) se guardaron
en bolsas de polietileno inmediatamente después de su coleccién y se conservaron en
hielo para su transporte hasta el laboratorio. Una vez en el laboratorio, fueron lavadas
con agua deionizada y secadas por liofilizado en frio. Las muestras liofilizadas se
molieron hasta pasar por un tamiz de malla de 212 um y se guardaron en bolsas
plasticas en un desecador hasta que se las someti6 al proceso de digestiéon por
microondas.

Las muestras de agua de mar se colectaron al mismo tiempo y en el mismo
lugar que se colectaron las algas. Para investigar las variaciones estacionales, las
muestras de agua se colectaron durante un afio cada dos meses. Las muestras se
filtraron por un }iltro de 0.22 um de poro (Millipore), y se almacenaron en botellas de
PTFE de 1 litro, que fueron almacenadas a —20 C hasta el momento del andlisis.
Previo al andlisis, las muestras se neutralizaron con amoniaco calidad para analisis

que previamente habia sido purificado a través de una columna de Chelex-100.

7.3.10 Procedimiento de digestion por microondas de algas del Atlantico Sur..

Todos los reactivos usados para la digestién de las algas fueron de grado analitico. Se
utilizé 4cido nitrico y sulfirico (Merck) y peréxido de hidrégeno (Riédel de Haen,
Hannover, Alemania).

Se pes6 una masa conocida (400-600 mg) del alga molida y seca y se la digiri6
mediante un horno de microondas en un recipiente de PTFE con é4cido nitrico al 70%
(p/p) y con peréxido de hidrégeno al 35% (p/p). El programa de calentamiento y la
adicion secuencial de reactivos se muestran en la Tabla M-3.

La trazabilidad del método se verificé a través de la digestién y andlisis de los

materiales de referencia certificados “Ulva Lactuca” (BCR 279, Community Bureau
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of Reference, EU, 1987) y “hojas de manzana” (NIST 1515, National Institute of
Standards and Technology, USA, 1993). Estos materiales fueron tratados de manera
idéntica a las muestras y los resultados obtenidos estuvieron de acuerdo con los

valores certificados (95% confianza).

7.3.11 Determinacién de Metales Pesados en algas y muestras de agua de

mar.

Los metales pesados en los digeridos de algas fueron determinados mediante
espectrometria atémica con homo de grafito utilizando (NH4)H,PO4 al 5% como
modificador de matriz. La concentracion total de metales disueltos en muestras de
agua de mar se determin6 por extraccién con APDC en MIBK y posterior andlisis por
AASYS5, La desviaci6n estindar relativa para el procedimiento de extraccién y analisis
fue del 20% (n=5). La fraccién l4bil de Cd y Pb se determin6 mediante el sistema FI-
ETA-AAS en las condiciones ya descriptas utilizando como soporte de
preconcentracion Chelex-100. Las condiciones de operacién fueron idénticas a las
expuestas en el Capitulo 1. Debido a los contenidos relativamente altos de Pb, los
tiempos de preconcentracién debieron ser disminuidos. En promedio se utilizaron
tiempos de preconcentraciéon de 60 segundos para la determinaciéon de Cd y de 30

segundos para la determinacién de Pb.

7.3.12 Titulaciones Complejométricas de Acidos Hamicos. Modelado y Ajuste
de las curvas de Titulacion.

Cuando las velocidades de formacién de los complejos entre el ion metalico y los
ligandos son lentas, la determinacién de las constantes de equilibrio de formaci6n de
estos complejos no pueden determinarse por técnicas rdpidas y deben separarse los
componentes previo a su determinaciéon. Una manera eficiente de separar los
componentes es mediante extraccién liquido-sélido337.
Para la determinacién de las constantes de estabilidad condicionales de los
complejos Cd-HA se utilizd el siguiente protocolo de titulacion:
o Se preparan 10 soluciones que contienen una concentracién fija de HA (70 mg
I"o7 mg_-l") en envases plasticos para evitar efectos de adsorcion.
e Se agregan concentraciones crecientes de Cd mediante una micropipeta
automatica y se ajusta el pH al valor deseado. (5,2 y 8,7) mediante la adici6n

de buffer acético/acetato de amonio 1 M o bien buffer amoniaco/cloruro de

237



amonio 1M. (también se corre un blanco y un testigo). La fuerza i6nica de la

solucién fue 0.05 M en todos los casos.

Se agitan las soluciones durante 5 minutos mediante un vortex.

Se espera 4 Hs, debido a la lenta cinética de reaccién.

Se separan los complejos Cd-HA mediante el agregado de 50 mg de una resina
adecuada (Amberlite XAD-16 a pH 4cido, Bio-Rad AG-MP1 a pH alcalino).
Se verifica la remocién completa de los HA cuando la solucién sobrenadante

es transparente.

Se centrifugan las soluciones y se analiza Cd en el liquido sobrenadante
mediante ETA-AAS.

Una vez obtenidos los puntos de la curva de titulacidn, se calculan los moles
agregados de Cd a la solucién y los moles encontrados en el sobrenadante. Estos datos
son ajustados utilizando distintos modelos (uno o varios ligandos) y distintas
condiciones iniciales (concentraciéon de sitios activos y constantes condicionales
estimadas)?96. Las constantes de equilibrio y la concentracién de sitios activos junto a
sus incertidumbre son ajustadas a partir de las curvas de titulacién experimentales
mediante el programa de regresion FITEQL3%6. La estimacion de la incertidumbre en
las constantes se realiza mediante propagacién de errores teniendo en cuenta los
errores experimentales en la determinacién de la concentracion de Cd en el
sobrenadante (RSD%=5%) y en la concentraciéon de Cd agregada durante la
preparacion de las soluciones patrén (RSD%=1%). Los resultados obtenidos con el
método propuesto concordaron con los obtenidos por Figura et. al. para una solucién

de HA de 70 mg/I titulada a pH=10.0, lo que valida los resultados.

7.3.13 Determinacién de las masas moleculares de la solucién de acidos
humicos.

Se analiz6 la solucion stock de 70 mg/l de HA en NH;3 0.1 M mediante Cromatografia
de Permeacién por Geles (GPC). Se utilizaron los equipos descriptos en Instrumentos.
Se utilizé una columna ASAHIPAK 3230-520 y como fase mévil un buffer de pH=10
NaHCO3/NaOH 0.05 M (para una discusién interesante de las fases méviles ver la
referencia3’8). El flujo de operacion fue de 1 ml min y el volumen de inyeccion fue
de 200 pl a temperatura ambiente. Se realiz6 una curva de calibracién (Mw vs. Ve)
utilizando como patrones a oligosacaridos como el pululano SHODEX (MW=5800),
la maltotriosa (504), la maltosa (360) y la glucosa (180). Se obtuvo una curva de
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calibrado lineal y los resultados de masas estuvieron en concordancia con el rango

informado por Rodriguez Procopio et al.342 que es de 600 a 1000 g/1.

7.3.14 Experiencias para determinar la.influencia del flujo de la solucién sobre

la recuperacién de Cd de soluciones que contienen EDTA.

Soluciones con una concentracién de Cd igual a 1.78.10° M y una concentracién de
EDTA igual a 1.78.10® M fueron preconcentradas con un sistema de flujo idéntico al
usado en la determinacién “en linea”. Las muestras se preconcentraron sobre una
microcolumna conteniendo 8 pl de I-HOx. Se vari6 la velocidad de giro de la bomba
peristaltica para conseguir un rango de tiempos de contacto entre 10 y 45
milisegundos. Los tiempos de preconcentracién se modificaron de manera de
mantener constante el volumen de muestra que atraviesa la columna. Los tiempos de
contacto se calcularon teniendo en cuenta la masa molecular del complejo Cd-EDTA
(Mr=400.4), lo que produce una fraccién de volumen muerto (g) igual a 0.15
(aproximadamente un 53% del volumen total de poros se encuentra disponible).

Una vez realizada la preconcentracién, los metales se eluyeron de la columna
manualmente mediante una jeringa plastica con 200 pul de HNO; 2M que fueron
recogidos en viales de PVC. El contenido de Cd en estas soluciones fue analizado
mediante ETA-AAS y comparado contra una solucién de Cd a la que no se le agregéd
EDTA y que fue sometida al mismo proceso. Del cociente entre ambas sefiales se
calculé la recuperacién porcentual. Las experiencias a distintos flujos también se
repitieron para Chelex-100, sin embargo no fue posible observar variaciones

significativas en la retencién.

7.3.15 Procedimiento para la determinacién de la capacidad dinamica de
distintas resinas.

La capacidad de retenci6n de 4cidos hiimicos de los distintos materiales se determiné
en condiciones dindmicas mediante experiencias de saturacién. (experiencias
breakthrough). Para ello se monitore6 de manera continua la salida de una
microcolumna que era cargada con una solucién de HA. Los HA se detectaron por
espectrofotometria UV-visible. En la Figura M-11(A) se muestran los especctros de
HA a distintas concentraciones. Como se ve, existc un maximo de absorcién alrededor

de 250 nm (absorci6n de grupos aromadticos). A pesar de que la solucién de HA es una
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mezcla binaria, es posible la determinacion de estos compuestos mediante una curva
de calibrado (Figura M-11 (B) ). La maxima sensibilidad se obtiene con deteccién a
254 nm, pero a esta longitud de onda, los sistemas FIA presentan bastante efecto
Schlieren (cambio del indice de refracciéon de la solucién transportadora). Si el
detector es lo suficientemente sensible, puede usarse con buen grado de precision,
longitudes de onda mas cercanas a la zona del visible. Los experimentos de “carga” y
“descarga” de las microcolumnas se realizaron con deteccién a 500 nm, donde la
sensibilidad es menor pero no se ve un cambio en la linea de base cuando el “carrier”
se conmuta entre el eluyente y la solucién de HA usada para los ensayos (7 mg/l, pH
variable segun la resina usada).

El esquema instrumental usado para la determinacién de la capacidad de las
resinas de se muestra en la Figura M-12. El sistema de flujo consisti6é en una valvula
inyectora rotativa de 6 vias (Valco Instruments Co., Houston, TX, U.S.A.) conectada
mediante tuberias de PTFE de 0.5 mm ID a una microcolumna de 20 pl de volumen
de lecho y dimensiones idénticas a las usadas en el sistema de preconcentracién. La
salida de esta columna se conectd al detector UV-Visible para HPLC (Shimadzu). La
adquisicion de datos se hizo conectando la salida analdgica de este detector a una
placa de adquisicién de datos controlada por una computadora Pentium 133 MHz. La
placa de adquisicién fue operada a una frecuencia de 1 Hz durante 2400 s, lo que
produjo vectores de 2400 puntos por inyeccién. La inyeccién de la solucién de HA se
sincronizé con la adquisicién de datos usando como “gatillo” de la adquisicién al
teclado de la computadora. Los vectores de datos obtenidos fueron grabados en
formato ASCII. Estos vectores fueron importados y tratados en Matlab 4.0 para su
integracion numérica lo que permitié6 determinar la capacidad dindmica de las

distintas resinas.

7.3.16 Procedimiento de preconcentracion, elucién y analisis con un sistema
FIA bicolumna para la especiacion de Cd.
En la Figura M-13 se muestra la secuencia de operaciones que ocurren durante el
proceso de separacién y preconcentracion. Los flujos de muestra y buffer, asi como
los tiempos usados en el programa de temporizacién se muestran en la Tabla M-4.
Las etapas A, B, C y D son similares al proceso de preconcentracion de la

fraccion labil. En el sistema bicolumna se produce una extraccién secuencial: primero
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la fraccién 14bil es extraida en la primer columna (C1) que contiene Chelex-100,
luego la muestra atraviesa la segunda columna que contiene silica C-18 (C2) donde
son retenidas las especies orgénicas de Cd. La diferencia principal en el
procedimiento de andlisis bicolumna con respecto al monoco'lumna reside en la etapa
de elucién (etapas E, F, G y H), puesto que las especies son eluidas secuencialmente.
En estas etapas todos los fluidos son transportados por la jeringa del autosampleador
que estd conectada al sistema de columnas a través de la valvula V3. Durante la
elucién la bomba peristaltica y las vélvulas solenoides se detienen completamente.

Primero son eluidas con metanol las especies retenidas en la columna C2, que
corresponden a la fraccién Cd-L;. La elucién se realiza con dos porciones de 70 pl.
Antes de aspirar el metanol, el instrumento aspira 40 pl de aire, luego aspira el
metanol y por ultimo otros 20 pl de aire. El segmento de aire aspirado previamente al
metanol tiene el fin de asegurar la inyeccion completa del eluyente dentro del horno.
El segmento de aire aspirado luego del metanol sirve para asegurar que el metanol
contacte completamente la columna C2. Luego de que estas porciones son aspiradas,
se las inyecta lentamente (4 pl s™") dentro del horno de grafito. El solvente de elucién
debe ser inyectado lentamente porque esto mejora la elucion de C2. Una vez
inyectados los primeros 70 pl de metanol, se ejecutan las etapas de secado y
calcinacién del horno de grafito y luego el proceso de elucién de C2 se repite una vez
mas, de manera que el volumen total de metanol empleado para eluir C2 es de 140 pl
de metanol. No fue posible eluir la columna C2 en una sola etapa debido a que las
sustancias himicas son retenidas fuertemente por este material. Una vez que se
completan las dos inyecciones de metanol, se inicia el ciclo de secado, calcinacién y
atomizacion final. La altura de la sefial obtenida es proporcional a la concentracién de
Cd en todo el volumen de eluido. La elucién de C2 con metanol regenera a la silica C-
18.

El paso siguiente es la elucién de CI en donde se retienen los iones Cd*? libres
y los iones Cd provenientes de los complejos Cd-L; que se disocian. La columna C2
estd separada de CI por un tramo de tuberfa de 80 pl de volumen, de esta manera el
metanol nunca entra en contacto con el relleno Cl. Si el metanol entrase en contacto
con la resina Chelex-100, ésta empiezarfa a disolverse lentamente y el volumen de
relleno contenido disminuirfa. La columna C1 se eluye con 80 pul de HNO; 2 M.

Antes del 4cido, se aspiran 40 pl de aire y luego del 4cido se aspiran 95 pl de aire que
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tienen la funcién de empujar al 4cido hasta la columna C1 que se encuentra al
principio de la linea de flujo y lejos del extremo de inyeccién. Una vez aspirado el
acido, se lo inyecta dentro del horno y se inicia el ciclo completo de calentamiento. La
altura de la sefial observada es proporcional al contenido de Cd en la fraccion 14bil de
éste metal. El 4cido aspirado para eluir C1 también entra en contacto con C2, sin

embargo, esta resina no retiene Cd, puesto que es retenido completamente en CI.



Resina: Soporte y grupo funcional Tamafio de particula Area BET Volumen de poros  Tamafio de poro MWCO Densidad
Nombre Comercial (mesh) medio (Da)
Chelex-100 STY-DVB-iminodiacetato 100-200 —_— 28cm’g” 6 nm 3500 (BioRad) 0.65
4100*
Sflica I-Hox silica-oxina 35-70 505 m2/g 0.46 cm’g! 6nm 3600 ND
BIO RAD AG-MP-1  STY-DVB. Amonio cuaternario 100-200 23 m2/g ND® ND >100000 0.7
(trimetilo) (BioRad)
Amberlite IRA-958  Acrilico-DVB. Amonio Molida y tamizada a 100- ND ND ND ND ND
cuaternario 200
Aldrich silica-C18 100 Similar a I-HOx  Similar a I-HOx Similar a I-HOx Similar a ND
C-18 (para columna preparativa) promedio I-HOx
Amberlite XAD-16  STY-DVB hidrofébica, Molida y tamizada a 100- 800 m%/g 1.82 cm’g?! 10 nm 50000 0.65 2 0.72 g/cm3
200 aprox.
Reillex 425. Poli-4-divinilpiridinas Molida y tamizada a 100- 90 m?/g ND 60 nm >100000 0.6 g/em’
Entrecruzadas con DVB 200

* para una disminucién del 75% del tiempo de contacto.

®ND: No disponible

Tabla M-1: Propiedades de los materiales usados para realizar extraccion de las distintas especies de Cd.



Etapa Operacién Figura '| Tiempo /s. | Tiempo /s. | Tiempo /s. | Flujodela | Flujo del
(Analisis de | (Analisis de | (Andlisis de| muestra buffer
cd, Cd, Pb (ml min") | (ml min™)
inyecciéon | inyeccién | inyeccion
parcial). | completa) | completa)
1 Enjuagadodela M-8 (a) 30 30 30 0 0
tuberfa con muestra.
2 Acondicionamiento M-8 (b) 30 30 30 0 1.21
de la columna
3 Preconcentracién de M-8 (c) 180 60 60~600"* 5.09 1.21
la muestra
4 Lavado de la M-8(d) 30~90 30~90 30~90 0 1.21
columna®
5 Aspiracién de HNO; M-8 (e) 10 5 5 0 0
2M. (80~200 pl).
6 Mezcla del eluido. M-8 (e) 38 0 0
7 Inyeccién - 16° 16 16 0 0

* El tiempo de preconcentracion fue diferente en ¢l material de referencia y en las muestras debido a la alta concentracion de Pb
en las mismas .

bEl tiempo de lavado de la columna depende de la muestra. Se lo ajusté entre 30 y 90 s dependiendo de la sefal de background

obtenida.

€ Por cada inyecci6n.

Tabla M-2 : Programa de temporizacién del procedimiento FIA de separaci6n y preconcentracion.

Reactivo

HNO, (ml)

H;0; (ml)

Etapa

Potencia %

Tiempo (min)

5

(5 IV SN

1
5

AWV HE WK —

40
30
40
30
40
30

— LA Lh Lh W

Tabla M-3: Condiciones de operaci6n del digestor por microondas para la disolucién de muestras de

algas del Atlantico Sur.
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* Estos pasos se repiten dos veces, usando la opcién Boost del instrumento, donde el volumen inyectado se evapora entre inyecciones.

Tabla M-4: Secuencia de operaciones del procedimiento de especiacion de Cd con el sistema FI-ETA-AAS bicolumna.
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| 4hs/45C

(Superficie del vidrio)
(Vidrio de alquilamino)
(p-aminopropiltrimetoxisilano)

Cloruro de
p-nitrobenzoilo

NO
48hs./50 C/ ChCl 5 (Py)

S
N\ NH -— Sin A~
| Na,S 204

C==

12hs./45 C

1) Diazotacién :NaNOy/ HAc /0 C

(Etanol Absoluto)

2)Copulacién con 8-hidroxiquinolina
1 H

N

| QO

SUN -2 52

8-1HIDROXIQUINOLINA
INMOVILIZADA

Figura M-1: Esquema de la sintesis empleada para la inmovilizacién de 8-hidroxiquinolina

sobre silica gel.
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Figura M-3: Esquema de bloques del sistema de preconcentracion acoplado a un

Espectrometro de ETA-AAS.

45cm p
TUBERIA 05 MM ID

—

ADHEIVO

Figura M-4: Microcolumna de preconcentracion.
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Figura M-5: Circuito utilizado para controlar las valvulas solenoides de tres vias.

TEMPORIZANDO...
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Figura M-6: Interfaz grafica de temporizacién en Visual Basic. Ventana de

comunicacion entre el usuario y la PC. Secuencia tipica de conmutacién de valvulas.
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Figura M-7: A) Esquema general del sistema FI-ETA-AAS bicolumna y B) detalle del

sistema de dos columnas
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Figura M-8: Sistema de inyeccion en flujo y secuencia de operaciones para el anélisis

por preconcentraciéon y GF-AAS. Las lineas gruesas muestran el camino de los fluidos

en las distintas etapas. (a) Enjuague de la tuberfa con muestra, (b) acondicionamiento de

la columna, (c) preconcentracién de la muestra, (d) lavado de la columna, '(e) elucion

dentro del horno de grafito. (El largo de la tuberfa entre V2 y V3 se mantuvo en un

minimo).
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© ] Las linses gruases muastran o recarrido de
los i dos.
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Figura M-9: Arriba: Circulacién normal de los fluidos durante el anlisis de Cd.
Inferior izquierda: Circulacién de los fluidos en las experiencias para determinar la
precisién del volumen del blanco de reactivos. Inferior derecha: Circulacién de los
fluidos en las experiencias para determinar la precisign del volumen de muestra.

253






Aba

N\

X
N

i
i
osll

[ 45°50°S

OCEANO
ATLANTICO
SUR

COMODORO
RIVADAVIA

Patagonia
~

GOLKFO
SAN JORGE

Funta Macueda

O

1')
E‘x

Figura M-10: Mapa de los sitios de muestreo de algas

Espootros de HAen NH3I 01 M

Calibrados de Acidos Humicos (HA)

ICanc.nlrumn de M} (ppm)

70
~»- 35

&

1

20
7
3.9
*-0.7]

Abs

-
\\ o £
. : S > o el e
5 o fea———" ia o

190 290 390 490 590 890 790 o 10 20 30 40 s0

Lengitud de onda mgilde HA

Figura M-11: Espectros y curvas de calibrado para HA

L1¢







Euyente (026 mi/mn)

HA 7mg/!

MICROCOLUMNA
(0.2 mi)

OO

Naste « ¥

Y -
|

HICDRECICR,

IREWQ T
1=120x5
g Ky
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Figura M-13: Procedimiento de preconcentracién para el sistema FI-ETA-AAS
bicolumna, poner abreviaciones. V1, V2, y V3: vélvulas solenoides de tres vias. S:
muestra, B: buffer, C1 y C2: microcolumnas de preconcentracién, Sy: jeringa del

autosampler, W: descarte.
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8 Conclusiones

Los resultados presentados en el Capitulo 1 muestran la capacidad de automatizacién y
los bajisimos niveles de concentracién detectables mediante el acople entre sistemas
FIA y detectores de alta performance. Hemos visto que las dificultades informadas
previamente para Chelex-100 como material de relleno de columnas de
preconcentracién, pueden ser solucionadas siguiendo el disefio experimental que se
propone. Los riesgos de contaminacién se reducen en gran medida puesto que no es
necesaria ninguna intervencion del operador en el proceso. Es posible el andlisis de
ultravestigios (nivel de sub-ppb) si los reactivos son purificados en linea y el sistema se
mantiene aislado, como ocurre cuando se realizan las reacciones quimicas dentro de
tuberias. Esto ultimo reduce a un minimo el consumo de reactivos y muestras y la
cantidad de desperdicio.

En la Tabla C.1 se compara la performance de la resina Chelex-100 con I-HOx.
Cada material tiene distintas aplicaciones y puede ser ventajoso dependiendo del
objetivo con el que se lo utilice. No es nuestra intencién seleccionar uno de estos
materiales, sino conocer profundamente las caracteristicas de cada uno de ellos de modo
de obtener un panorama mas amplio de sus posibles aplicaciones. En lo referente al
andlisis de agua de mar mediante FI-ETA-AAS, Chelex-100 es preferible dada su alta
capacidad, lo que permite su uso a mayores flujos, si bien resulta menos selectiva para
los metales de transicion que I-HOx. La resina impregnada SIR-1 presenta muy buena
performance durante la extraccion pero, durante la elucién de los metales, se produce
pérdida simultanea del extractante impidiendo su uso en FIA.

En el Capitulo 3 hemos visto que los sistemas FIA de preconcentracién basados
en tiempo son mas flexibles en el momento de manejar y optimizar las figuras de
mérito. El aporte a la precisién total del método asignable al sistema FIA es
despreciable comparado con la asignable al atomizador electrotérmico. Los limites de
deteccion se encuentran en el rango de las partes por trillén de Cd, lo cuél es suficiente
para determinar este tdxico con probabilidades de falso positivo y falso negativo
cercanas al 5%. La frecuencia de andlisis para la preconcentracién sobre Chelex-100 es
alta (20 muestras h'). El ciclo de atomizacién no produce una disminucién de este
valor, ya que tiene una duracién inferior al ciclo de preconcentracion.

La aplicacion del sistema de preconcentracion a estudios de bioacumulacién fue

mostrada en el Capitulo 4 donde se demostrd la importancia ambiental de la fraccién
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“Iabil” (cinéticamente 14bil o termodindmicamente inestable). La reactividad y toxicidad
de los iones en aguas naturales viene dada por su especiacién quimica que puede
estimarse de manera ripida mediante un esquema operacional con correlato biolégico.

La fracci6n operacionalmente l4bil esta constituida por complejos poco estables
o cinéticamente labiles, tal cual mostramos en el Capitulo 5. Sin embargo, la labilidad
en un experimento de particion en resinas quelantes es funcién no sélo de la estabilidad
de los complejos sino también, del pH de operacién, de la resina quelante utilizada y
sobre todo de la concentracién de ligandos libres que pueden demorar la deposicién de
los metales sobre la resina. Por otro lado, las resinas pueden actuar discriminando
especies por su tamafio en un mecanismo similar al de la Cromatografia por Permeacion
en Geles. Este efecto de tamiz molecular hace que el tiempo de reaccién (“tiempo de
contacto”) entre la resina y el soluto se vea disminuido. Esto ocurre si el soluto posee un
tamafio superior al MWCO de la resina. Los métodos de especiacién cinética por
particion en resinas quelantes poseen ciertas ventajas sobre los métodos
electroquimicos, entre ellas, la capacidad de variar el tiempo de contacto de manera
continua y la ausencia de efectos de adsorcién. Los métodos voltamétricos, por otro
lado, no incluyen a complejos labiles dentro de la fraccién determinada por lo que
discriminan mejor entre fracciones.

Una opcién a la determinacién de la fraccién inerte de Cd por métodos
voltamétricos es el uso de sistemas de extraccién secuenciales incorporados en sistemas
FIA, tal como el que hemos descripto en el Capitulo 6. Estos sistemas presentan buenos
limites de deteccién aunque las frecuencias de analisis empeoren debido al esquema de
operacién mas complicado. La fraccién de Cd unida a compuestos himicos puede ser
extraida de la solucién mediante distintos materiales. Sin embargo, no todos estos
materiales son utiles para los sistemas FI-ETA-AAS (Tabla C-2). Es preferible el uso de
rellenos con una capacidad intermedia que no presenten adsorcién de cationes o
retencién irreversible de los compuestos himicos. La extraccién secuencial de las
distintas especies es un método de andlisis de especiacién operacional muy robusto con
excelentes limites de deteccién, lo que permite el andlisis de muestras poco
contaminadas. Dadé la definicién operacional de especies, este tipo de analisis es util
principalmente en la comparacién de distintos sitios de muestreo como lo informado en
el Capitulo 4.

Los resultados presentados en esta Tesis permiten concluir que el acople de

sistemas de preconcentracién en flujo a analizadores discretos produce un método de
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analisis confiable, con 6ptimas figuras de mérito, que puede ser utilizado para la
determinacion de la concentracion de iones metélicos en distintos tipos de muestras y

para la determinacion de la especiacion de los mismos.

Chelex-100 [-HOx
Alta
Mediana

Buena

Buena
Mediana
Alto
Alta
Aceptable

Regular

Buena

Tabla C.1: Comparaciéon de los materiales ensayados para la preconcentracion de la
fraccion labil de Cd y Pb.
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Resina Adsorcion Retencion de Capacidad Capacidad Total Volumen de Compatibilidad del
inespecifica cationes Dinamica Elucion Solvente de elucion en

Baja . Muy Buena Grande
Muy baja .w._g» _ Pequeiio
Baja Aceptable Pequeiio
Mediana

Alta

- Aceptable [ M Mediano
; Pobre ‘

Mediano

Tabla C-2: Comparacion de los materiales ensayados para la retencion de la fraccion inerte de Cd
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