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PROLOGO

Es un hecho probado la esencialidad del selenio como micronutriente,
destacdndose sus funciones biologicas, antioxidantes y cataliticas. Es un
elemento indispensable para el adecuado funcionamiento del sistema inmune y
Su ingesta podria estar asociada con la disminucién del riesgo de padecer
cancer. Sin embargo, existe una brecha muy pequefia entre el consumo diario
recomendado (entre 55 y 100 microgramos diarios) y los niveles téxicos
(ingestas mayores a 400 microgramos), teniendo en cuenta el aumento de la
actividad antropogénica y la existencia de plantas acumuladoras de selenio.

La contaminacion por mercurio no es de reciente data, ya en el afio 1956
se manifestd la principal contaminacion de mercurio en Japdn que es conocida
como el “desastre de Minamata", principalmente como consecuencia de la
actividad humana, lo que constituye un riesgo tanto medioambiental como de
salud publica. Es un elemento cuyo comportamiento en el ambiente es
particularmente interesante y preocupante, debido a las posibilidades de
volatilizacion y metilacion. Asi, puede encontrarse en una gran variedad de
formas quimicas siendo las mas toxicas los compuestos organicos,
especialmente por su posibilidad de bioacumulacién a lo largo de la cadena
trofica.

Estos analitos se encuentran en muy bajos niveles de concentracion en
el medio ambiente. Por ello, se requiere disponer de una metodologia analitica
adecuada que combine un tratamiento de muestra que preserve las especies, y
un sistema que permita su deteccion a los bajos niveles de concentracion en
gue se encuentran habitualmente.

En la actualidad existen técnicas y meétodos fiables para la deteccion de
estas especies, pero la principal limitante de todas esas técnicas es la
necesidad de disponer de instrumentacion e instalaciones de mediana o
elevada complejidad, que a menudo limitan la implementacion mas alla del
entorno de laboratorio formal. En este contexto la espectrofotometria en fase
sélida adquiere relevancia como técnica simple y con niveles de deteccion lo

suficientemente sensibles para la determinacion de estos elementos.



Segun todo lo anterior, el principal objetivo de esta tesis ha sido el
desarrollo de un método analitico fiable y seguro, como es la
espectrofotometria en fase sélida, para la determinacién de selenio y mercurio
aplicable a diferentes tipos de muestras medioambientales.

El método consiste en la fijacion de una especie coloreada que contiene
al analito, sobre un soporte sélido de caracteristicas particulares. Una vez fijado
el complejo coloreado se realizan medidas espectrales que facilitan la
cuantificacion del analito con niveles de deteccion adecuados. Como resultado
se logra disponer de técnicas versatiles por lo que han sido utilizadas para
medir una amplia gama de analitos, tanto de naturaleza organica como
inorgénica.

Se proponen y estandarizan los parametros necesarios para la
determinacion de selenio y su aplicacion a muestras foliares, y para la
determinacién de mercurio y su aplicacion a muestras de aguas, mediante la

utilizacion de la espectrofotometria en fase solida.
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“Empieza por hacer lo necesario,
luego haz lo posible y de pronto

estards logrando lo imposible”.

-San Francisco de Asis
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1.1. Introduccion

1.1.1. Selenio

El selenio es un elemento de importancia medioambiental, biologica y
toxicoldgica. Se presenta naturalmente en el medio ambiente como impureza
en la forma de selenuro (Se?) de sulfuros metélicos o con minerales de plata,
cobre, plomo o niquel. Es liberado tanto a través de procesos naturales como
de actividades humanas.

Los procesos de emision natural de selenio incluyen la erosion de las
rocas y suelos, emisiones volcanicas y la actividad de microorganismos y
plantas’. Entre las fuentes antropogénicas, la combustion de carbén y
combustibles fosiles es la principal fuente de incorporacion del selenio al aire.
Aunque en las combustiones se forma SeO,, la presencia de SO, hace que se
reduzca con rapidez a selenio elemental, que se une a cenizas y a particulas
atmosféricas. La actividad industrial y agricola ha acelerado la liberacion del
elemento de fuentes geoldgicas y lo ha puesto a disposicion de la vida silvestre
en los ecosistemas acuéticos y terrestres en todo el mundo?.

Las plantas son capaces de incorporar selenio (a partir del suelo, agua o
atmosfera), transportarlo y metabolizar distintas especies del elemento,
empleando para todo ello mecanismos analogos a los del azufre. El selenato
(Se0,%) vy el sulfato (SO4*) compiten por los mismos sitios de unién en la
membrana celular de las células de la raiz. También lo hacen por varias
enzimas en la via de asimilacion del azufre, por ejemplo, por la ATP sulfurilasa,
que conduce a la formacion de analogos con selenio de cisteina y metionina
(selenocisteina y selenometionina). Finalmente existen semejanzas entre el
metabolismo del azufre y el selenio en la produccion de compuestos volatiles
liberados por las partes aéreas vegetales. El principal compuesto volatil del
seleniuro es la dimetilseleniuro del cual la selenometionina es el principal

precursor.




Capitulo |

La mayoria de las plantas contienen mas bien baja concentracién foliar
del elemento, alrededor de 25 mg.kg™ en promedio. Sin embargo, algunas
exhiben una gran capacidad para acumularlo. La absorcién, acumulacion y
metabolizacién del selenio en la vegetacion depende de varios factores, tales
como el clima, los parametros del suelo y la especie.

Cuando el selenio esta presente en formas solubles, es facilmente
absorbido por las plantas, aunque las diferencias entre las especies son muy
pronunciadas. Es absorbido de la tierra preferentemente como seleniato,
Se04* o selenito, SeOs>". En la mayoria de los casos existe una correlacion
lineal positiva entre el selenio en plantas y suelos®. El contenido del elemento
en cultivos ha recibido recientemente mucha atencién debido a su importancia
en la cadena alimenticia. La mayoria de los datos disponibles son de fabricas
de alimentos y forraje. Los granos de cereales, como fuente mas comun de
selenio en la dieta; han sido ampliamente analizados®.

Se han descripto diversas técnicas analiticas para la determinacion de la
concentracion total de selenio. Los métodos comunes incluyen la absorciéon
atémica®, espectrofluorimetria®, la activacion de neutrones’, el anlisis
electroquimico®, cromatografia de gases®, espectrofotometria’®, y las técnicas
de espectrometria de masas®'. También se han descripto métodos cinéticos
para la determinacién de selenio™®*3. Todas estas técnicas poseen un limite de
deteccién en el orden del ng mL™. Algunos de estos métodos dan buena
selectividad y sensibilidad, pero requiere equipos y reactivos muy caros,
tiempos relativamente largos y los procedimientos en si son muy complicados.

Se plantea en este trabajo de tesis un método espectrofotométrico en
fase sdlida discontinuo, simple y sensible para la determinacion del contenido
de selenio a nivel de trazas. Con el objeto de obtener las condiciones 6ptimas
para el método se utilizara el modelo de superficie de respuesta basado en el
disefio de Box-Behnken. Se evaluara la factibilidad de la reaccion del elemento
con el compuesto organico Rodamina B, estudiando las condiciones de pH,
seleccion de resina, concentracion de reactivo e influencia de posibles
interferentes entre otras condiciones. Una vez estandarizado el método

analitico, se aplicara para la determinacion del analito que puede provenir de
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muestras de agua especificamente o digestos provenientes de distintas
matrices.

El Se(lV) oxida en medio fuertemente acido al aniéon yoduro,
obteniéndose el i6n triyoduro (I3) en solucion acuosa, el cual posteriormente
forma un complejo i6nico coloreado, menos soluble, con la Rodamina B. El
complejo resultante se determina espectrofotométricamente, ligandolo a la
resina Dowex 1X8.

El método disefiado se ha aplicado a la determinacion de Se(lV) en tres

muestras de hierbas medicinales ampliamente consumidas.

1.1.2. Mercurio
El mercurio es uno de los elementos inorganicos mas estudiado desde el
punto de vista toxicologico ambiental, como lo demuestra la gran disponibilidad

14151617 g toxicidad es

de referencias bibliograficas al respecto
extremadamente severa.

Existen varios procesos a partir de los cuales el mercurio puede
contaminar el suelo y el agua: por el vertido de desechos industriales, la
acumulacion de productos empleados en la agricultura (fungicidas) o por
efectos naturales (ej: erupcion de un volcan). Pero es principalmente a través
de la combustibn de combustibles fésiles que este metal es liberado a la
atmosfera.

En la atmosfera el mercurio es trasportado y trasformado en varias
especies con diferentes propiedades'®. El tipo de especie de mercurio
determina sus propiedades fisicoquimicas y consecuentemente afecta
dramaticamente el destino, transporte y potencial toxicidad del mercurio para el
ecosistema’®. Las reacciones que causan el cambio de las formas quimicas del
mercurio son asi de gran importancia.

El hecho de disponer de técnicas sencillas y confiables para su
cuantificacion en diversas matrices, es importante a la hora de proponer y
disefar sistemas de monitoreo (frecuentemente in-situ) en regiones que por su
situacion geogréafica o politica se encuentran distantes de los centros o

laboratorios de referencia. En este contexto adquieren relevancia las técnicas

-3-
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colorimétricas semi-cuantitativas que pueden realizarse en ausencia de
instrumental por la simple observacion ocular de productos coloreados (naked-

eye techniques)®®##223

,que a pesar de su baja sensibilidad brindan
informacion relevante e inmediata sobre la situacibn al momento de ser
realizados los tests.

En la actualidad existen numerosos métodos instrumentales para
determinar mercurio a nivel de vestigios en distintas matrices, que poseen
niveles de sensibilidad y selectividad ampliamente demostrados. Entre ellos
ocupan un lugar destacado las técnicas espectrofotométricas de absorcion

atémica combinadas con la generacién de hidruros (CVAAS)?*2>26:27

, jJunto a
algunas otras técnicas de naturaleza electroquimica. Sin embargo, el problema
principal que presentan estos métodos es la escasa disponibilidad de
equipamiento en laboratorios de pequefia o baja complejidad, por lo que se
hace necesario plantear alternativas que permitan la determinacion confiable
utilizando instrumentos sencillos, frecuentemente disponibles.

Se propone estudiar la posibilidad de la funcionalizacion de una resina
de intercambio i6nico (Resina estiren-divinilbencénica, Dowex 1X8) con el
objeto de tornarla especifica a la retencion de iones Hg(ll), presentes en
soluciones acuosas. Para ello se evaluaran las condiciones de pH, seleccidon de
resina, concentracion de reactivo e influencia de posibles interferentes. La
resina funcionalizada se estudiara desde el punto de vista de su selectividad,
como de las condiciones Optimas para la retencion del elemento a través de un
método espectrofotométrico en fase sdlida discontinuo. Presenta como
principales ventajas, la facil accesibilidad a los reactivos que actuardn como
ligandos, como asi también su bajo costo, ademas de su gran versatilidad para
ser utilizada en distintos sistemas analiticos, ya sea en una etapa de
preconcentracion o para la determinacion de complejos cromaticos formados
directamente sobre la resina, por espectrofotometria de absorcion UV-Vis en
fase s6lida®®?. Por ultimo se debe sefialar también que las técnicas que se
realizan en soporte solido producen una menor cantidad de residuos, lo que

resulta ventajoso en relacion a otras metodologias. Una vez estandarizada la
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resina se aplicara para la determinacion del analito, el cual puede provenir de

muestras de agua contaminadas o digestos provenientes de distintas matrices.
El reactivo (ligando) para mercurio que se utilizara es la Difenilcarbazida,

reactivo accesible y ampliamente utilizado para la determinacion

espectrofotométrica de Cr(VI)3°3132

, que reacciona de manera practicamente
especifica con Hg(ll) en medio neutro-débilmente acido, mediante la formacién
de un complejo, de color azul violaceo.

La finalidad es lograr una alternativa simple y de bajo costo (instrumental
y econdémico) para realizar la deteccion de Hg(ll).

La resina funcionalizada se aplicara a la determinacion de Hg(ll) en
muestras de agua enriquecidas con el analito, mediante el uso de la
Espectrofotometria en Fase Sdlida en Batch y la Colorimetria Visual Semi-
cuantitativa, técnicas sensibles y confiables, que ademéas presentan como
caracteristicas su versatilidad y sencillez de implementacién en laboratorios de

mediana o baja complejidad.
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1.2. Objetivos

1.2.1. General

» Disefiar y desarrollar métodos analiticos sencillos para selenio y
mercurio, de alta sensibilidad y especificidad, que provean una alternativa de
bajo costo y util para laboratorios de escasa complejidad, aplicando la técnica

de espectrofotometria en fase sélida.

1.2.2. Especificos

» Evaluar, determinar y perfeccionar las condiciones 6ptimas de la
reaccion quimica de coordinacion.

» Seleccionar las resinas adecuadas para la ad/absorcion de los
complejos formados.

» Validar la metodologia analitica disefiada.

» Aplicar la técnica desarrollada para selenio y mercurio en muestras de
interés ambiental, mediante el uso de espectrofotometria en fase sodlida
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“Lo que sabemos es una gota de
aguqa, lo que ignoramos es el

océano’.

-lIsaac Newton
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CAPITULO I

El proposito de este capitulo es suministrar informacion acerca de las
propiedades quimicas y fisicas generales de los elementos que seran utilizados
durante el desarrollo del trabajo. Establecer los ciclos naturales del selenio y
mercurio en la naturaleza asi como sus usos industriales a fin de exhibir los
riesgos de contaminacion existentes para ambos elementos y presentar los
mecanismos de sus beneficios y efectos perjudiciales tanto para el ser humano

como para la vegetacion.

2.1. Propiedades Generales del Selenio y sus Miner ales

2.1.1. Historia

El elemento selenio fue descubierto por el quimico sueco Jéns Jacob
Berzelius en 1817. Berzelius al visitar la fabrica de acido sulfarico de
Gripsholm observé un liquido pardo rojizo producido durante la oxidacion del
diéxido de azufre proveniente de piritas de cobre, que calentado al soplete
desprendia un olor fétido que se consideraba entonces caracteristico y
exclusivo del elemento telurio, sin embargo el resultado de sus investigaciones
indicaron que se estaba en presencia de un nuevo elemento, lo que conllevé al
descubrimiento del elemento selenio. Mas tarde, el perfeccionamiento de las
técnicas de analisis permitid detectar su presencia en distintos minerales pero
siempre en cantidades extraordinariamente pequefias.

Su nombre deriva de la palabra griega "selene” que significa "luna”. Este
nombre le fue dado por su parecido al telurio (lamado asi por la Tierra).

En el afio 1954, los primeros indicios de funciones biologicas especificas
del elemento selenio se descubrid en los microorganismos. Su esencialidad
para la vida de mamiferos fue descubierta en 1957 cuando Shwartz y Foltz
demostraron que el selenio era capaz de prevenir la necrosis hepatica en ratas
deficientes de vitamina E*. En 1973 Rotruck lo identifica como el centro activo

del enzima glutation peroxidasa de los mamiferos?.
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Sin embargo, el selenio era reconocido como un elemento toxico, ya que
su consumo en exceso habia sido relacionado con ceguera, dolor abdominal,

diarrea, taquicardia, taquipnea y letargo en animales de granja®.

2.1.2. Propiedades Fisico-Quimicas

Pertenece al grupo 16 de la Tabla Periodica situado entre los elementos
azufre y teluro, siendo sus propiedades fisico-quimicas intermedias entre metal
y no metal. En su forma natural es un sdlido, de aspecto gris metalico (Figura

N°2.1.),y rara vez se presenta en su estado elemental en la naturaleza.

Fig. N°2.1.: Selenio Nativo

Su simbolo quimico es Se. Tiene un peso atébmico de 78,96 unidades de
masa atomica (u.m.a). y numero atomico 34. Con valores de punto de fusion y
de ebullicién de 221 y 685T respectivamente. Pos ee un valor de densidad
de 4,819 g cm™. No es soluble, ni en agua ni en alcohol, pero si es algo soluble
en disulfuro de carbono, y totalmente soluble en éter.

Se puede encontrar en su forma mas reducida: Se(-ll), la elemental:
Se(0) y en las formas oxidadas: Se(+IV) y Se(+VI). Forma una gran variedad
de compuestos organicos (formando complejos con aminoacidos en las
proteinas) e inorganicos (sales seleniuros, selenitos y selenatos), de forma

compleja en el medioambiente y en los sistemas vivos (Tabla 2.1.).
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Tabla 2.1. Principales especies de selenio en medioambiente y seres vivos

5,6,7,8

Compuestos
Inorgénicos

Compuestos Organicos

Selenio Elemental

Sulfuro Dimetilselenio

Trimetilselenonio

Seleno-metil-
selenometionina

Seleniuros Metalicos

Oxido Dimetilselenio

Selenometionina

Selenohomocisteina

Seleniuro de
Hidrégeno

Propianato
Dimetilselenio

Selenocisteina

Selenourea

Di6xido de Selenio

Metilselenol

Selenocistina

Selenocolina

Acido Selenoso y
Selenitos

Acido Metilselénico

Selenoetionina

Selenio-adenoxil
selenohomocisteina

Acido Selénico y
Selenatos

Dimetilseleniuro

Selenometilcisteina

Selenoazlcares

Seleniocianato

Dimetildiseleniuro

y-glutamil-selenio-
metilselenocisteina

Selenoproteinas

Posee 6 is6topos naturales, de los cuales cinco son estables. El #2Se

tiene un tiempo de vida largo por lo que en la practica se considera estable®

(Tabla 2.2.).

Tabla 2.2. Is6topos del Selenio

Iso6topos Naturales Abundancias Isotopicas (%) uLétopos Sintéticos
"Se 0,89 ’Se
°Se 9,37 "Se
"'Se 7,63 "Se
*Se 23,77
®se 49,61

#5e (radioactivo) 8,73

Existen ademas 10 isétopos artificiales de corta vida tales como °Se (se

emplea en radiodiagnostico como trazador en la visualizacion de tumores
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malignos y pancreas. También se usa en la radiografia complementando a los
rayos X, los ensayos de calidad, el control de procesos y la esterilizacion), y el
Se (utilizado para obtener imagenes del pancreas con seleniometionina
marcada con el is6topo).

El elemento selenio se presenta en varias formas alotropicas: rojo
amorfo o vitreo; rojo cristalino (monociclico); gris metélico (hexagonal) y el
selenio negro, que es la variedad metdlica, en estado muy fino de subdivisién.
Al calentarlo desprende un olor caracteristico, parecido al de las coles
podridas.

El selenio rojo esta formado por moléculas de Ses, monoclinicas
(solubles en disolventes organicos) y no conductores de la electricidad. Es
metaestable, se trasforma en Se gris, en mayor medida cuanto mas alta sea la
temperatura. El selenio gris es la forma estable. Esta formado por cadenas
helicoidales de selenio, situadas paralelamente en el cristal; cada una rodeada
de otras seis. Los enlaces en la cadena son covalentes y moleculares entre las
laminas. Es poco conductor de la electricidad, pero el efecto de la luz hace que
la conductividad aumente unas 1000 veces, disminuyendo de nuevo en
ausencia de ésta™®.

Es una sustancia natural, sdlida, ampliamente distribuida, aunque de
forma irregular, en la corteza terrestre. Se encuentra cominmente en rocas y
en el suelo. En el ambiente, por lo general, no se encuentra en forma
elemental, sino combinado con sulfuro o con minerales de plata, cobre, plomo o
niquel. Arde en el aire con una flama azul para dar didxido de selenio, SeO, y
se combina con oxigeno para formar varias sustancias con la apariencia de
cristales blancos o incoloros. Algunos de los compuestos de selenio son gases
como el seleniuro de hidrégeno, H,Se, gas venenoso, incoloro e inflamable con
un olor desagradable, gran toxicidad y estabilidad térmica menor que la del
sulfuro de hidrégeno. Disuelto en agua, el seleniuro de hidrégeno puede
precipitar muchos iones de metales pesados como seleniuros muy poco
solubles. Los acidos no oxidantes, no reaccionan con el selenio; pero los

acidos nitrico (diluido o concentrado, en frio o en caliente) y acido sulfarico
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concentrado caliente y los hidroxidos alcalinos fuertes lo disuelven, dando lugar
a compuestos de oxidacién del elemento selenio™.

Se conocen numerosos compuestos organicos con enlaces C-Se e
incluyen desde simples selenoles (RSeH), acido selenénico (RSeOH), haluros
organil selénicos (RSeX), seleniuros diorganilicos y diseleniuros (R.;Se y
R.Se;), hasta moléculas que exhiben actividad biolégica, como los

selenoamino&cidos y los selenopéptidos™.

2.1.3. Produccion y Usos Industriales

Los minerales del selenio no se encuentran en suficiente cantidad para
tener utilidad como fuente comercial y por ello los minerales de sulfuro de cobre
seleniferos son los que representan la fuente primaria.

Su extraccion es bastante complicada. Suele obtenerse de los humos
formados durante la calcinacion de los sulfuros minerales, sobre todo de cobre
y cinc, de los lodos rojos que se recogen en el fondo de las camaras de plomo
en la sintesis del acido sulfurico y en el refinado electrolitico del cobre.

Comunmente, la produccidon comienza por oxidacién con carbonato de
sodio para producir dioxido de selenio. El dioxido de selenio se mezcla a
continuacion con agua y se acidifica la solucién para formar acido selenioso
(etapa de oxidacion), posteriormente se lo hace burbujear con el dioxido de
azufre (etapa de reduccién) para dar lugar a selenio elemental®.

El selenio elemental producido en las reacciones quimicas,
invariablemente aparece como la forma amorfa: un polvo de color rojo ladrillo
insoluble. Cuando éste se funde rapidamente, origina la forma vitrea de color
negro, que se vende generalmente en la industria como perlas.

Hasta los afios sesenta, el selenio tenia tan so6lo una aplicacion
importante, y era como aditivo en la formacién del vidrio**. La adicion de
seleniuro de cadmio (CdSe), a una mezcla de vidrio, daba un color rojo rubi
qgue era de gran valor para los artesanos que trabajaban el vidrio. También se
utilizaba para anular los tintes de color verde o amarillo causados por otras
impurezas durante el proceso de fabricacion de vidrio. También se usa como

pigmento en plasticos, pinturas, barnices, ceramica y tintas.
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Cuando se invento la xerografia, para las duplicaciones de documentos,
el elemento selenio se convirtio en un agente que afectaba a la vida de todos,
adquiriendo una importancia que hasta entonces no tenia, gracias a las
propiedades fotoconductoras del elemento™®.

Hace tiempo, se utilizaba en la electronica, pero se ha reducido su uso
para este propdsito en los ultimos afios. Su aplicacion en rectificadores ha
disminuido por el mayor empleo de los elementos silicio y germanio. Todavia
se lo encuentra en las células solares™®, en los diodos emisores de luz (LED) de
color azul y blanco y medidores de luz.

El sulfuro de selenio es un ingrediente comun de champu anticaspa
porque inhibe el crecimiento del hongo que causa la descamacion del cuero
cabelludo. También se usa para tratar ciertos problemas de piel causados por
otros hongos*’

El selenato de sodio (Na,SeQ,) es un insecticida usado para combatir
insectos en los cultivos de plantas ornamentales, particularmente crisantemos y
claveles; los insecticidas se esparcen alrededor de las raices y es distribuido
por la planta®®.

Otras aplicaciones incluyen, exposimetros fotograficos para fotografias
en blanco y negro, algunas camaras de rayos X, aditivo metallrgico que mejora
la capacidad de ciertos aceros para ser maquinados; se puede mezclar con
bismuto para crear un latén sin plomo®® o catalizador en diferentes reacciones,
sobre todo las reacciones de deshidrogenacion.

El elemento selenio también actia como nutriente (micronutriente),
encontrandose presente en productos alimenticios como pan, cereales,
pescados, carnes, huevos, etc. Se encuentra ademas formando parte de varias
enzimas. La selenocisteina posee propiedades nucleofilicas que la hacen ideal
para la catélisis de reacciones oxidorreductoras?.

Es antioxidante, pues ayuda a neutralizar radicales libres del organismo
humano y es necesario para el correcto funcionamiento de la glandula tiroides y

por otra parte es un estimulante del sistema inmunolégico.
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2.1.4. Distribucién Ambiental del Selenio

El elemento selenio se encuentra de manera natural en la corteza de la
Tierra, formando parte de la gran mayoria de las rocas o suelos. En el orden de
abundancia de los elementos, ocupa el sexagésimo noveno lugar, es por
consiguiente bastante escaso ya que su contenido en la corteza terrestre se
estima aproximadamente en 7x10° %, encontrandose en forma de seleniuros
de elementos pesados y, en menor cantidad, como elemento libre en
asociacion con azufre elemental®’.

Las fuentes naturales de selenio incluyen la erosion de las rocas y
suelos, emisiones volcanicas, la actividad de microorganismos que liberan
compuestos volatiles de selenio® y la bioconcentracién del elemento en ciertas
plantas®.

Las fuentes antropogénicas incluyen la quema de carbon, mineria y la
fundicion de minerales de sulfuro. Otras emisiones proceden de la incineracion
de basuras® y del humo de los cigarrillos. Estas emisiones son
mayoritariamente en forma de 6xidos de selenio.

La existencia del selenio en distintas formas quimicas dentro de la
naturaleza viene dado por factores como la temperatura, la concentracion de
oxigeno, la luz solar, pH, salinidad y potencial redox?>.
2.1.4.1. Contaminacion del Aire

La combustion de carb6on y combustibles fosiles es la principal fuente de
incorporacion del selenio al aire. Aunque en las combustiones se forma SeO,,
la presencia de SO, hace que se reduzca con rapidez a selenio elemental, que
se une a cenizas y a particulas atmosféricas. La atmdsfera juega un papel muy
importante en el ciclo biogeoquimico del selenio®. Por otro lado, las reacciones
de metilacion de éste en aguas, suelos y sedimentos por acciéon de hongos y
bacterias dan lugar a especies volatiles como el dimetilseleniuro: (CHs),Se,
contribuyendo a su dispersion.

La deposicion atmosférica de selenio contribuye a la contaminacion de la
biosfera (agua, suelo, plantas)®’. En el aire los niveles del elemento son
generalmente bajos, entre 0,1 — 10 ng m™, aunque estos valores pueden

aumentar debido a procesos de origen antropogénico (actividades industriales).
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El valor limite tolerable para diversos compuestos del selenio es de 0,2 ng m™
en aire.
2.1.4.2. Contaminacion del Suelo

La reactividad quimica del selenio en el suelo influye fuertemente en su
solubilidad y por tanto en la disponibilidad. En suelos oxidantes y a pH alto, el
selenio elemental y los seleniuros son oxidados a selenatos, los que son
asimilados por las plantas. A valores muy bajos de pH se ve favorecida la
forma selenito y es fuertemente fijada por el suelo coprecipitando con el
hierro®. Algunas bacterias reducen los compuestos organicos y minerales a
seleniuro de hidrogeno (H,Se) volatil mientras que otras oxidan el selenio a
selenato o a triéxido de selenio (SeOs).

El clima, el tipo de suelo y la concentracién de materia orgénica tienen
influencia en la disponibilidad real del elemento en el suelo. La concentracion
en las plantas depende de estos parametros y de su contenido en proteinas,
observandose niveles entre 0,01 - 1000 ug g™. Las plantas con un contenido en
selenio de mas de 1000 pug g* se llaman acumuladores primarios de selenio,
mientras que las que contienen entre 50-500 pg g’ son acumuladores
secundarios. La mayoria de las plantas (forrajes, cereales y legumbres)
contienen concentraciones menores a 30 ug g'l, generalmente entre 0,1 - 0,5
ug g—l 29
2.1.4.3. Contaminacion del Agua

En el agua, el elemento selenio aparece debido a la meteorizacion de las
rocas y la lixiviacion de los suelos, procesos que estan controlados por factores
biolégicos y microbiolégicos, encontrdndose principalmente como selenato
aunque el selenito y las formas organometalicas también estan presentes™.

El contenido de selenio en aguas subterraneas y superficiales es
variable pudiendo ir de 0,1 a 100 pg L™, lo cual depende de factores fisico-
quimicos. En las aguas potables la cantidad es mas variable siendo
normalmente menor o igual a 1 ug L™. Los limites legales de potabilidad se
sitGan entre 8 y 10 pg L™ dependiendo de las normativas de cada pais y muy

raramente estos valores son superados™'.
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2.1.4.4. Ciclo del Selenio

El elemento selenio se presenta naturalmente en el ambiente (Figura N°
2.2.). Es liberado tanto a través de procesos naturales como de actividades
humanas.

Niveles bajos de selenio se pueden presentar en suelos 0 agua a través
de la erosion de las rocas. Sera entonces tomado por las plantas o acabara en
el aire cuando es absorbido en finas particulas de polvo. Es mas probable que
el elemento selenio entre en el aire a través de la combustion de carbon y
aceite, en forma de diéxido de selenio (SeO,), que puede sufrir
transformaciones quimicas justificando la presencia de selenito (SeOs?) y
selenato (SeO4%) en el agua de lluvia, tales como: hidratacién, reduccién por la
presencia de SO, u oxidacion por accién del oxigeno del aire.

La temperatura del suelo, la humedad, las concentraciones de selenio
solubles en agua, la estacion del afio, el contenido en materia organica y la
actividad microbiana determinaran la rapidez con la que el elemento se mueve
a través del suelo®. Los niveles de oxigeno en el aire y la acidez del suelo
aumentaran las formas moviles.

La agricultura puede no solo incrementar el contenido del elemento
selenio en el suelo; también puede aumentar las concentraciones del mismo en
las aguas superficiales, ya que las aguas de drenaje de irrigacion pueden
transportarlo.

El comportamiento del elemento en el ambiente depende fuertemente de
sus interacciones con otros componentes y de las condiciones ambientales en
el lugar en concreto.

Su transferencia desde el ambiente al hombre y animales procede
principalmente por dos vias: inhalacion e ingestion. Existe evidencia de que el
selenio puede acumularse en los tejidos corporales y puede ser transportada
en la cadena alimenticia hacia niveles superiores. Normalmente esta
biomagnificacion comienza cuando los animales ingieren plantas que han
estado absorbiendo cantidades de selenio®. Por ello, el estudio de la
bioacumulacién en los invertebrados suele considerarse como factor critico en

la determinacién de sus efectos en los organismos superiores.
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Fig. N°2.2.: Ciclo del Selenio. Las flechas azules indican los procesos de oxidacion y flechas
verdes indican los procesos de reduccion de las especies de Se. Simbolos de advertencia
indican ajustes ambientales especificos que se encuentran en riesgo de desarrollar deficiencia
(simbolo abierto) o exceso (simbolo sombreado) de Se*

2.1.5. Relevancia Bioldgica del Selenio
Al selenio a nivel de trazas se lo considera un elemento esencial de
interés clinico y nutricional, cuyas funciones biolégicas (antioxidante y

catalitica) se ejercen a traves de las selenoproteinas (Tabla 2.3.).

Tabla 2.3. Selenoproteinas

Selenoproteinas Funciones Localizacion
Glutationas Peroxidasas Antioxidantes
Glutationa celular Antioxidante y reserva de Se Citosol

Antioxidante (proteccion frente
hidroperéxidos lipidicos)

Tracto gastrointestinal,

Glutationa gastrointestinal higado

Plasma, leche materna,

Glutationa plasmatica

Fosfolipido hidroperoxidasa

Yodotironina deyodinasas

Tipo 1 (ID1)

Tipo 2 (ID2)

Antioxidante

rifién

Antioxidante (proteccion frente
hidroperoxidos lipidicos en
membrana celular)

Regulacion de la tiroides

Membrana celular, ntcleo,
citosol, mitocondrias,
espermatozoides

Produccion T3

Tiroides, higado, rifién

Produccion T3

Glandula tiroidea, glandula
pituitaria, SNC, musculo
cardiaco
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Tipo 3 (ID3)

Tiorredoxina reductasa

Degradacion T3

Antioxidante, regulacion procesos
redox intracelulares y
proliferacion celular

Cerebro, piel, placenta

= |

Células cancerigenas,
tejidos, piel, tiroides

Selenofosfato sintetasa

Selenoproteina P

Selenoproteina W

Sintesis de selenofosfato,
precursor de SeCys

Antioxidante, transporte, reserva
de Se

Posible funcion redox y
antioxidante involucrado en
metabolismo cardiaco

Bacterias

= |

Plasma, tiroides, higado,
corazon, pulmon

s ———

Mdusculo, bazo, testiculos,
cerebro

Selenoproteina-15 kDa

Funcién redox

Prostata, tiroides

Selenoproteina-18 kDa Reserva Rifi6n y otros tejidos

Es necesario para el funcionamiento adecuado del sistema inmune,
podria tener efectos beneficiosos en el tratamiento del SIDA y parece ser un
oligoelemento esencial para contrarrestar la virulencia de la hepatitis. Por otro
lado, una ingesta adecuada de selenio puede prevenir el riesgo de padecer
cancer.

Los beneficios del elemento selenio para los seres vivos fueron
descriptos por primera vez en 1957% pero fue en el afio 1973® cuando se
comprobd su funcién bioquimica en animales. Posee accion reductora, a traves
de la selenocisteina presente en la enzima glutation peroxidasa (GSH-Px; EC
1.11.1.9) que cataliza la reduccién de perdxido de hidrogeno en presencia de
glutation reducido y, por lo tanto, inhibe la propagacion del dafio celular
producido por los radicales libres durante el metabolismo o frente a un estrés
oxidativo en los tejidos animales. Ademas, el elemento selenio tiene un efecto
protector ante la intoxicacion por los elementos mercurio, cadmio, arsénico,
hierro, cobre y otros metales pesados. Forma parte de la estructura de las
tironina-5"-desyodasas, implicadas en la sintesis de hormonas tiroideas
sulfatadas; de la selenoprotedna P, la que esta relacionada con la protecciéon
de las células del endotelio vascular frente al dafio oxidativo; y parte de

enzimas que intervienen en el metabolismo hepéatico de xenobidticos. Esta
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implicado en la espermatogénesis, a través de las selenoproteinas prostatica y
testicular.
Parece que, tanto el envejecimiento de los organismos, como la

aparicion de tumores cancerosos®’®

podrian estar relacionados con los
efectos degenerativos causados por los radicales libres. Debido a ello, la
mayoria de los estudios recientes llegan a la conclusion de que existe una
relacion inversa entre la ingesta de selenio en la dieta y la mortalidad producida
por el cancer®4041:42

Igualmente, el elemento se relaciona con otro tipo de enfermedades que
implican el deterioro de los tejidos, como la enfermedad de Keshan
(enfermedad cardiaca), la enfermedad de Kashin-Beck (enfermedad de los
huesos)* y el cretinismo endémico mixedematoso.

Actualmente los estudios médicos van encaminados a relacionar el
contenido de este elemento con enfermedades que tienen gran importancia en
la sociedad actual como el sida, alzheimer, diabetes, etc.

44,45

En 1994 Sappey y colaboradores encuentran que pacientes con el
sindrome de inmunodeficiencia adquirida (SIDA) padecen una deficiencia de
selenio en el plasma, ademas de apreciar una disminucion ostensible en la
actividad de la enzima glutatién peroxidasa. Finalmente, en 1998, se encontré
gue existe una relacién entre el estrés oxidativo y el estado de selenio con el

desarrollo de la neuropatia diabética.

2.1.6. Toxicocinética del Selenio

Los humanos pueden estar expuestos de varias formas diferentes: a
través de la comida o el agua (principal via), o por contacto con tierra o aire que
contiene altas concentraciones de selenio (personas que trabajan en las
industrias del metal, industrias recuperadoras de selenio e industrias de pintura,
principalmente a través de la respiracion).

La biodisponibilidad del selenio depende de la forma en la que es
ingerido. El selenio organico se encuentra como selenometionina,
selenocisteina o en forma metilada*’. Las formas inorgénicas incluyen las sales

de selenito y selenato. La mayoria de las formas alimentarias de selenio
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(aminoacidos selénicos y selenio inorganico) son eficazmente absorbidas a
nivel del duodeno y el ileon anterior. La absorcion entérica del selenito esta
influenciada por las concentraciones de otros nutrimentos como la vitamina A,
vitamina E y vitamina C*.

La selenometionina es la que mas facilmente se absorbe y se metaboliza
siguiendo el transporte activo del intestino delgado mediante un transportador
dependiente de sodio. Luego de su absorcién la selenometionina se une a la
hemoglobina para luego acumularse en higado y musculo. La selenocisteina
también es absorbida en el intestino, pero de manera menos eficiente y es
absorbida por los eritrocitos por medio de un transportador aun no identificado.
El selenio inorganico se absorbe pasivamente y es almacenado menos
efectivamente que el organico®.

El mayor sito de almacenaje de selenio en el cuerpo es el musculo
esquelético, con aproximadamente el 28 - 46% del selenio total. Los rifiones,
por otro lado, contienen la mayor cantidad de selenio por base de peso y solo
una pequena fraccion del selenio plasmatico se encuentra en forma de

glutatién peroxidasa.

2.1.7. Efectos Toxicolbgicos

La toxicidad depende de factores como la forma quimica, la especie
bioldgica, la concentracion y las posibles transformaciones que puede sufrir en
su interaccion con el medio.

Muchas especies organicas asociadas al selenio son esenciales por lo
gue su toxicidad se reduce.

Los sintomas tipicos de intoxicacion son: infeccion o irritacién ocular y
nasal, irritabilidad, vomitos y mareos, problemas respiratorios y pulmonares,
dafios oculares y cutaneos, caries, aumento en la frecuencia de abortos,
problemas cardiovasculares y cancer.

Los signos de toxicidad intracelulares son: deformaciones estructurales,
reduccion de la division celular, alteraciones de la fotosintesis, alteraciones del

transporte electronico en la célula y en la produccion de ATP; inhibicién de
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actuacion de los sistemas enzimaticos. Tanto el selenito como el selenato son
agentes mutagenicos.

El elemento selenio en el hombre tiene efectos carcinogénicos en piel,
higado, pecho y colon, siendo los de pecho y colon los de mayor relevancia por
ser causados por la peroxidacion de las grasas. La Agencia Internacional de la
Investigacion del Cancer (IARC) ha incluido al elemento dentro del grupo 3 (el

agente no es clasificable en relacion a su carcinogenicidad en humanos).
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2.2. Propiedades Generales del Mercurio y sus Mine  rales

2.2.1. Historia

El elemento mercurio y su mineral principal, el cinabrio (sulfuro
mercurico, HgS), son conocidos y utilizados desde tiempos remotos.

En el siglo IV A.C., el mercurio ya era empleado por Aristételes en
ceremonias religiosas™. Su consumo habia sido escaso hasta fines del siglo
XV y casi utilizado exclusivamente como pigmento rojo, bermellon para la
fabricacion de pinturas. El pigmento mencionado es obtenido a partir del
cinabrio finamente molido y mezclado con aceites de origen animal o vegetal.
En Egipto se encontrd la primera muestra de mercurio liquido en una tumba
que data del 1600 A.C. y tanto griegos como romanos emplearon al elemento
mercurio para la preparacién de cosméticos, medicamentos y amalgamas®*°*.
Tuvo singular trascendencia en la Edad Media®, aunque su verdadera
expansion industrial no se produjo hasta el siglo XX.

Muchas civilizaciones creian que el mercurio poseia propiedades
misticas y el poder de prolongar la vida. En la antiguedad los alquimistas
trataron de transmutar metales base como el plomo, en oro a través de la
accion del mercurio, otros lo usaban para protegerse contra los malos espiritus
y purificar la sangre. Ademas, siempre se creydé que el mercurio poseia
propiedades curativas y se utilizé durante los siglos XV al XX como antiséptico,
laxante o para curar enfermedades tales como la sifilis y la tifia.

Su nombre castellano procede del dios Mercurio®, aunque existe la
creencia que en la antigiiedad a cada metal se le asignaba un cuerpo celeste,
siendo el planeta mercurio el asignado a este elemento. Para evitar
confusiones con idénticos nombres (metal, planeta y dios) los griegos llamaron
al metal “Hidrargiro” palabra que significa plata liquida, mientras que los
romanos latinizaron esta expresion en “Hidrargyrum” que quiere decir plata
viva. De esta denominacion proceden el simbolo quimico del mercurio (Hg) y el
sustantivo “Hidrargirismo”, intoxicacion producida por el vapor de mercurio o

por algunos de sus compuestos.
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2.2.2. Propiedades Fisico-Quimicas

Se encuentra en el grupo 12 de la Tabla Periddica junto con el cadmio y
el cinc. El mercurio elemental es un metal denso, con una densidad a 20 € de
13,5955 g cm™, por lo que se considera un metal pesado. De color blanco, con
brillo de plata, inalterable al aire, incluso en ambientes humedos™. Se
encuentra en estado liquido bajo condiciones normales de presion y
temperatura. Debido a su gran tension superficial tiende a dividirse en gotitas
cuando se le esparce en una superficie plana** (Figura N°2.3) .

Fig. N°2.3.: Gota de mercurio elemental a presion ambiental

Su simbolo quimico es Hg, posee un numero atbmico de 80, un peso
atomico de 200,59 u.m.a., con valores de temperatura de fusion de y ebullicion
a presion normal -38,87C (la mas baja de todos los metales) y 356,58C
respectivamente. La presién de vapor del elemento es independiente de la
temperatura, vaporizdndose rapidamente en condiciones normales.

Presenta siete isOtopos estables y cuatro isotopos radioactivos
inestables (Tabla 2.4.) y tres estados de oxidacion: Hg(0) metalico, Hg(l)
mercurioso 'y Hg(ll) mercurico, siendo sus propiedades quimicas muy
diferentes. Las formas mercuriosas y mercuaricas pueden formar un gran
namero de compuestos inorganicos (sales mercuriosas y mercuricas) y
organicos (metilmercurio, dimetilmercurio y fenilmercurio), aunque la forma
mercuriosa no es estable bajo condiciones ambientales normales® (Tabla 2.5.
y Tabla 2.6.).
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Tabla 2.4. Is6topos del Mercurio

Is6topos Estables Abundancias Isotopicas (%) s0topos Inestables
196Hg 0'15 ZI.94Hg
198Hg 9'97 ZI.95Hg
%Hg 16,87 Y"Hg
20hHg 23,10 “*Hg
21Hg 13,18
22Hg 29,86
2%Hg 6,87

Tabla 2.5. Clasificacion de las Especies de Mercurio®

Especies Volatiles

Hg® — Hg(CHs),

Especies Reactivas

Hg®* acomplejada con materia organica
HgX" — HgX, — HgX® — Hgx*
HgO sobre particulas de aerosol

Especies No Reactivas

CH3zHg" — CH3HgCI — CHzHgOH
Hg(CN), — HgS

Tabla 2.6. Principales compuestos inorganicos y organicos del mercurio. Adaptado de
AZEVEDO™

Compuestos Inorganicos

Compuestos Organicos

Sulfuro de Mercurio () | HgS (Cinabrio) || Cloruro de Metilmercurio H5;C-Hg-ClI
Cloruro de Mercurio (II) HgCl, N . e
Cloruro de Mercurio (1) Hg,Cl, Dimetiimercurio H3C-Hg-CH,
Oxido de Mercurio (I1) HgO - . H3C-CH,-Hg-CH,-
Oxido de Mercurio (1) Hg,O Dietilmercurio CHs
Nitrato de Mercurio (1) Hg>(NOs)» Fenilmercurio HsCs-Hg"
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El mercurio no es un elemento abundante. Ocupa el nimero 62 en la
clasificacion de elementos por orden de importancia en la corteza terrestre. Su
abundancia es solamente del 0,5%x10°% en peso, que corresponde a 2,5x10”’
atomos por cada 100 atomos de silicio®”.

A temperatura ambiente conduce mal la corriente eléctrica, pero se
convierte en un excelente conductor en las proximidades del cero absoluto
(superconductor). A elevada temperatura, en estado de vapor, conduce la
electricidad™”.

Su coeficiente de dilatacion térmica es practicamente uniforme entre 0C
y 300 por lo que se utiliza en la construccion de termdmetros. Por su elevada
densidad y baja presién de vapor se usa también en barémetros y bombas de
vacio.

Disuelve numerosos metales con formacion de amalgamas; sin
embargo, no lo hace con el hierro por lo que se comercializa y conserva en
frascos de ese metal.

Se combina con el azufre y halégenos, pero es realmente inerte excepto
frente al acido nitrico que es su mejor disolvente, tanto diluido como
concentrado, en frio y en caliente; también es soluble en acido sulfurico, pero

s6lo concentrado y en caliente.

2.2.3. Produccion y Usos Industriales

El mercurio se extrae como sulfuro de mercurio (II): HgS en minas de
mineral de cinabrio. La forma metalica se refina a partir del cinabrio mediante
un proceso de tostacion a temperaturas superiores a los 540C en las que el
cinabrio no es estable y se descompone. De esta manera se vaporizan el
mercurio y didxido de azufre y por condensacion se genera mercurio metalico
liquido®®®’.

HQgS () + Oz () + calor = Hg () + SO () (>540C)
Hg @ — Hg () (25C)

A pesar de que el elemento mercurio y sus compuestos no tienen
ninguna funcion metabdlica conocida y que su presencia en los organismos

vivos se considera indeseable y potencialmente peligrosa®, no ocurre lo mismo
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con sus aplicaciones ya que son variadas y utiles. Los empleos del mercurio
son conocidos desde la antigledad ya que la extraccion de cinabrio y su
posterior transformacion en azogue (nombre antiguo dado al elemento
mercurio) es una actividad desde comienzos de nuestra era. Por tanto, uno de
los primeros usos que cabe destacar es su empleo en minerfia y metalurgia®®*°.
Asi, el elemento mercurio adquirio trascendencia gracias a su utilizacion, a
partir de mediados del siglo XVI, en los procesos de extraccion de oro y plata
mediante amalgamacion.

Dentro de sus aplicaciones; las agricolas son las mas importantes, ya
qué forma parte de pesticidas y fungicidas (tratamientos de semillas a base de
fenilmercurio que se aplica a los cultivos para evitar plagas).

Se usa también en la industria del cloro-alcali como catalizador, que
produce NaOH y Clyg de alto grado de pureza como productos de
consumo®®®*. Ciertos equipos electrénicos y eléctricos como los interruptores o
las lamparas fluorescentes y espectrofotdmetros ultravioletas (UV) lo utilizan

60,61,62

como materia prima En la fabricaciébn de pinturas, puede emplearse

como pigmento en forma de sulfuro de mercurio (HgS), y como fungicida para
evitar la decoloracién provocada por los microorganismos®®*3.

Otros usos del mercurio incluyen aleacidon por amalgama de los
empastes dentales®®®®  fabricacion de termdémetros, de plasticos,
instrumentos de medida como barémetros, hidrbmetros o pirometros,
cosmeticos, cremas Yy jabones, detergentes, recubrimiento de espejos, asi
como su empleo en investigacién y en santeria®°%63

Actualmente la mayoria de las aplicaciones del mercurio se fundamentan
en sus usos industriales que dependen principalmente del aprovechamiento de
algunas de sus propiedades fisico-quimicas como volumen de expansion,

conductividad eléctrica y capacidad para alearse con otros metales.

2.2.4. Distribucion Ambiental del Mercurio
El mercurio es uno de los elementos inorganicos mas estudiado desde el
punto de vista toxicoldgico ambiental, como lo demuestra la gran disponibilidad

de referencias bibliogréficas al respecto®¢7:%8:69,
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En el ambiente, el mercurio elemental puede combinarse con cloro,
azufre y otros elementos para formar sales y complejos inorganicos. La
biotransformacion del mercurio inorganico a metilmercurio: CHsHg®™ por
microorganismos acuéticos es la responsable de la bioacumulacion del
metilmercurio™. Debido a su toxicidad, a su movilizaci6n como formas
metiladas generadas por la accion de bacterias anaerobias y a otros factores
de contaminacion, el mercurio causa mucha preocupacion como metal pesado
contaminante’,

Se encuentra naturalmente en la corteza terrestre, alrededor de 80 ug
kg™. Las fuentes de emisién de mercurio se deben a procesos naturales como
la actividad volcanica, los incendios forestales, la erosion de las rocas, el
movimiento de masas de aguas de rios y lagos, y los procesos biolégicos.

La actividad humana, en particular, desde la revolucién industrial de
finales del siglo XVIII e inicios del XIX, contribuy6é al aumento significativo del
mercurio y sus compuestos’®. Entra en el medio ambiente desde un gran
namero de fuentes diversas relacionadas con el uso del elemento por el
hombre. Estas incluyen los productos quimicos de laboratorio desechados,
baterias, termometros rotos, la quema de combustibles fosiles (en especial de
carbon), la mineria de mercurio, de plata y de oro (donde el mercurio es
utilizado como amalgama y luego liberado a la atmdésfera por evaporacion), los
pesticidas, los procesos de produccién de cloro e hidroxido de sodio, y los
equipos médicos y dentales y, anteriormente, fungicidas para el césped y
productos farmaceuticos.

Una tercera fuente también es la remocion de fuentes historicas de
mercurio, por ejemplo, en suelos, sedimentos, agua, y residuos no tratados’’.

Cada una de estas fuentes, tomadas individualmente, puede no
contribuir mucho al balance total de metal toxico, pero el efecto global puede

ser sustancial’

. El riesgo de exposicion solo puede ser minimizado mediante el
control estricto del movimiento del elemento en el ambiente, evitando su
derivacién hacia fuentes de agua en donde se transforma en su forma mas
toxica”. Existen técnicas de remediacién para este metal contaminante, como

los rellenos sanitarios, procesos de lavado y lixiviacion, tratamientos térmicos;
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pero sus costos son muy elevados’* ™. Actualmente se esta trabajando en
métodos de biorremediacién, mas baratos como la fitorremediacion’®.

En nuestro pais son motivo de preocupacion los impactos sanitarios y
ambientales que significa la cesion de mercurio al ambiente, su modificacién
desde formas metalicas hacia formas organicas y su consiguiente ingreso en la
cadena alimentaria, es por eso que a partir de la Ley 24.051 sobre régimen de
residuos peligrosos: generacién, manipulacion, transporte y tratamiento, se han
sancionado diversos decretos y resoluciones a fin de fortalecer las medidas
preventivas de contaminacion por mercurio en el ambiente, como ser el
Decreto N° 181/1992, Decreto N° 831/1993, Resolucid n N° 139/2009 vy
Resolucién N°274/2010.
2.2.4.1. Contaminacion del Aire

El vapor de mercurio emergente de suelo y agua ingresa a la atmésfera,
donde es transportado y redistribuido sobre la superficie terrestre. Este
mercurio atmosférico puede ser absorbido por el fitoplancton o ingerido por el
zooplancton, otros microorganismos o por los peces’?.

La quimica atmosférica del mercurio implica diversas interacciones entre
las especies presentes. El ciclo esta dominado por mercurio elemental (mas del
95%). Su lenta oxidacidbn permite que se resida en la atmodsfera
aproximadamente un afo, tiempo suficiente para que se distribuya sobre todo
el planeta. El resto, aparece en la forma mercurica (Hg?") tanto unido a
particulas en suspensién como, en menor medida, en forma gaseosa’’. Se ha
encontrado que el escaso Hg?* que se encuentra en forma gaseosa es
depositado por via himeda de manera mucho mas rapida (desde horas a
meses) que el Hg** unido a particulas (su tiempo de residencia es similar al
mercurio metalico)’®.

Otras especies como metilmercurio: CHzHg" y dimetilmercurio: (CH3)2Hg
también han sido detectadas en el aire en muy baja concentracién”®.

Los niveles del elemento y compuestos derivados son generalmente

mayores en areas urbanas e industriales.
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2.2.4.2. Contaminacion del Suelo

El estado quimico en el que se encuentra en el suelo esta relacionado
con propiedades tales como el caracter quimico de la fase acuosa, el pH, el
potencial de reduccion y el contenido organico en la matriz del suelo con
capacidad para formar complejos (posee alta afinidad por este tipo de
materia)®®. Ademas este metal se adsorbe a minerales arcillosos y éxidos de
hierro, aluminio y manganeso. Aunque los complejos inorganicos son bastante
solubles en agua y, por tanto, de gran movilidad; muchos de ellos forman
nuevos complejos con la materia organica (principalmente con los &acidos
falvicos y humicos, polimeros naturales componentes del suelo) y coloides
minerales del suelo o sedimento. Son este tipo de complejos los que
principalmente definen el comportamiento del mercurio.

El mecanismo de acumulacion de mercurio en los vegetales se conoce a
través de dos fuentes: absorbido a partir de la atmosfera, mediante procesos
de intercambio gaseoso en la superficie de la hoja; o bien, tomando del suelo el
mercurio disponible, en la forma soluble e intercambiable. La absorcion de
gases de Hg® a través de las hojas es mucho mas eficiente que la absorcién de
Hg** por las raices. Las plantas muestran gran capacidad para acumular
mercurio en las partes aéreas, asi como para absorber el elemento en suelos
con altos contenidos de mercurio®.
2.2.4.3. Contaminacion del Agua

Debido a que hay pocas fuentes naturales del mercurio importantes y a
qué la mayoria de los compuestos inorganicos de este elemento son
relativamente insolubles, durante algun tiempo se supuso que el mercurio no
era un serio contaminante del agua™. Sin embargo, las concentraciones
inesperadamente altas de mercurio encontradas en el agua y en los tejidos de
los peces son el resultado de la formacion del i6bn metilmercurio soluble
(CHsHg") y del dimetiimercurio volatil (CHsHgCHa), por accién de bacterias
anaerobias presentes en los sedimentos. El mercurio de estos compuestos se
concentra en el tejido graso del pez. El agente de metilacion por el que el
mercurio inorganico se convierte en compuestos de metilmercurio es la

metilcobalamina, que se cree es un intermediario en la sintesis de metano
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realizada por las bacterias metanogénicas y ciertos hongos de los sedimentos
acuaticos®.

La destruccion o transformacion de contaminantes toxicos en aguas es
un aspecto relevante de la quimica y tecnologia ambiental. El desarrollo de
nuevas tecnologias para la remediacion de ambientes contaminados esta
incluido dentro del area prioritaria “Conocimiento y Uso Sustentable de los
Recursos Naturales Renovables y Protecciéon del Medio Ambiente” del Plan
Estratégico Nacional de Ciencia, Tecnologia e Innovacién "Bicentenario" (2006
- 2010) establecido por el Ministerio de Ciencia, Tecnologia e Innovacién
Productiva. En nuestro pais, la presencia de contaminantes en aguas naturales
e industriales, sobre todo en aquellas destinadas a consumo humano, incide
gravemente en la calidad de vida de extensas porciones de la poblacion. Entre
sus contaminantes se destacan por su presencia en efluentes industriales, su
elevada toxicidad y por la dificultad de su tratamiento, los metales pesados
como mercurio, plomo, arsénico, cadmio y cromo, los cuales han sido
clasificados por la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA) entre las 20
sustancias quimicas mas peligrosas para la salud humana.

En la Tabla 2.7. se dan valores guia para estos contaminantes
establecidos por las legislaciones internacional (basados en datos
proporcionados por la Organizacion Mundial de la Salud - OMS) y Nacional

(cifras dispuestas por el Codigo Alimentario Argentino - CAA).

Tabla 2.7. Concentraciones Maximas Permitidas en Diferentes Fuentes de Agua

. Consumo Consumo .
Especies Humano Humano Bebida para Agua de
Quimicas (OMS)** (CAA)® Ganado® Riego ®
As 10 pg L™ 10 pg L 500 ug L™ 100 pg L™
Cd 3ug Lt 5ug Lt 20pug L' | No Regulado
Cr 50 pug L™ 50 ug L 1000 pg L™ 100 pg L™
Hg 6pug L™ lpg L™t 3pgL* No Regulado
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Pb 10 pug L™ 50 ug L™ 100 pg L™ 200 pg L™

% OMS: Organizacion Mundial de la Salud
® CAA: Cadigo Alimentario Argentino

2.2.4.4. Ciclo del Mercurio

Se define como ciclo del mercurio al flujo continuo del elemento en la
atmaosfera, suelo y agua, basado en el comportamiento del Hg en los diferentes
medios, en las reacciones quimicas involucradas, asi como en la forma de

trasporte y su destino final (Figura N°2.4.) .
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Fig. N°2.4.: Interacciones en la Distribucion del Mercurio entre los Compartimentos

Organicose
Inorgdnicos

Ambientales

En el agua, el mercurio se encuentra principalmente en forma
inorganica, la cual puede transformarse en compuestos organicos por accion
de los microorganismos presentes en los sedimentos. De éstos, puede ser

absorbido por el plancton, las algas y, sucesivamente, transmitirse a los
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organismos de niveles tréficos superiores como los peces, las aves rapaces e,
incluso, el hombre. Una parte del metal que se encuentra disuelto puede
evaporarse e ingresar a la atmosfera; al ser una forma estable y poco soluble
en agua, se transporta por las corrientes de aire y se acumula en las nubes o
neblinas donde es oxidado, para luego precipitarse a los ecosistemas terrestres

a través de lluvia o nieve®#"%

y depositarse asi en los suelos.

En el suelo, el mercurio se encuentra principalmente en forma
inorganica, puede formar parte de la materia organica y ser incorporado a las
plantas por absorcion a través de las raices, o convertirse en formas organicas
a travées de la accibn de bacterias. Puede evaporarse al ambiente,
biomagnificarse a través de la cadena trofica o ser arrastrado a los océanos, a
través de los mantos superficiales y profundos, con lo que se cierra el ciclo del

mercurio en la naturaleza®® (Figura N°2.5.) .

Natural sources —» Elementsl  Inorganic__, Organic
[ S marcury meicury ¥ mercury
— Baclodia

Fig. N°2.5.: Ciclo del Mercurio
Fuente: http://www.mercury.utah.gov/atmospheric_transport.htm
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2.2.5. Toxicocinética del Mercurio

El mercurio metélico no se absorbe por via cutanea. Por via digestiva
podria absorberse si se encontrara bien disuelto en el bolo alimenticio. Por el
contrario los vapores se absorben en un 90%. Atraviesa la membrana alveolar
pulmonar hacia la sangre y tejidos, donde el Hg’ se oxida a i6n mercurico
perdiendo la capacidad de difundirse. Queda luego retenido en los globulos
rojos, sistema nervioso central y rifiones® (gran afinidad por los grupos
sulfhidrilo de las proteinas). La vida media en el organismo es de 23 - 40 dias.

Los compuestos inorganicos se absorben hasta un 20% por via digestiva
(a mayor solubilidad mayor biodisponibilidad) y muy poco por via respiratoria o
cutdnea (debido a su caracter hidrofilico) a menos que los productos sean
causticos aumentando el porcentaje de absorcidén al lesionar piel 0 mucosas.
No obstante, las sales inorganicas como el HgCl, tampoco acceden al cerebro
tan eficazmente como lo hacen el metilmercurio: CHsHg" o los vapores de
mercurio metélico. Afectan a los riflones y pueden dafar el estbmago y los
intestinos, Unicamente si estos compuestos son ingeridos en grandes
cantidades®.

Los compuestos organomercuriales son solubles en los lipidos y
disolventes organicos por lo que son absorbidos de manera mas eficaz y
atraviesan con mayor facilidad las membranas biolégicas que los compuestos
inorganicos. Los fenilmercurio tienen un 50% de absorcion y los alquilmercurio
un 80% por via digestiva. Los alquilderivados también se absorben por piel y
pulmon. La mayor parte del metilmercurio: CHsHg" va al cerebro, higado y
rifidn. Su caracter lipofilico junto con su dificil eliminacién (vida media 70 dias)
le proporciona la propiedad de bioacumularse. Liberan lentamente mercurio
metalico. La desmetilacion ocurre en riiidn, higado, bazo y heces, y la
desetilacion en rifion e higado.

Dentro del organismo, los compuesto del mercurio y mercurio elemental,
circulan en sangre unidos a las membranas celulares. Se acumulan en rifiones
(tdbulo contorneado proximal y asa de Henle). Atraviesan la barrera

hematoencefalica y la placentaria. En las células se acumulan en los lisosomas
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y mitocondrias. Los alquilderivados por ser liposolubles tienen gran
neurotropismo.

Su eliminacién es principalmente renal y a través de las heces desde el
higado por via biliar (circuito enterohepatico). Puede encontrarse en menor

medida en saliva, lagrimas y sudor.

2.2.6. Efectos Toxicologicos

La intoxicacion por mercurio se denomina hidrargirismo o mercurialismo.
La intoxicacion aguda por mercurio inorganico provoca gastroenteritis y nefritis,
gue desemboca en insuficiencia renal; aunque rara, es posible la intoxicacion
cronica por sales de mercurio, cuyas manifestaciones son basicamente
nerviosas.

El mercurio elemental y el metilmercurio: CHsHg" son tdéxicos para el
sistema nervioso central y el periférico. La inhalacion de vapor de mercurio es
perjudicial para los sistemas nervioso e inmunitario, el aparato digestivo y los
pulmones y rifiones, con consecuencias a veces fatales. Las sales de mercurio
inorganicas son corrosivas para la piel, los ojos y el tracto intestinal y, al ser
ingeridas, pueden resultar téxicas para los rifiones®.

Tras la inhalacion o ingestion de distintos compuestos de mercurio o tras
la exposicion cutanea a ellos se pueden observar trastornos neuroldgicos y del
comportamiento, con sintomas como temblores, insomnio, pérdida de memoria,
efectos neuromusculares, cefalea o disfunciones cognitivas y motoras. Se han
descripto efectos en los rifilones que van de la proteinuria a la insuficiencia
renal.

El mercurio inorganico tiene una gran afinidad por el sulfuro de forma
que su modo de actuacion principal en los organismos vivos es, por un lado, la
interferencia en las funciones enzimaticas y la sintesis de proteinas mediante
su unién a grupos sulfidrilo, y por otro, la precipitacién de proteinas, en especial
las sintetizadas por las neuronas®.

En la Tabla 2.8. se resumen los principales puntos de ataque de los
compuestos del mercurio en los diferentes compartimentos de organismos

superiores y los dafios ocasionados.
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Tabla 2.8. Efectos Patoldgicos de los Compuestos del Mercurio

Punto de

Ataque Accion

La membrana celular contiene grupos -SH que son esenciales para las
propiedades normales de permeabilidad y transporte de la membrana
celular. Estos grupos - SH tienen una elevadisima afinidad por el mercurio y
Sus compuestos.

Células Disminuye la produccion energética celular y la actividad mitocondrial, por
inhibicién de la sintesis de proteinas que entran en las estructuras de las
mitocondrias.

En la membrana lisosomal, se liberan enzimas proteoliticas que son
factores potenciales de necrosis celular.

Disminuye la actividad de las fosfatasas alcalinas en las células tubulares
proximales del rifidn, en el cerebro y en los neutrofilos.

El mercurio también perturba los sistemas de transporte del tibulo proximal:
transporte de potasio y ATP-asa de membrana.

Sistema Renal

Disminuye el transporte activo de azucares, aminoacidos y precursores de
Sistema acidos nucleicos en las proteinas de estructura y en las enzimaticas,
Nervioso provocando asi la muerte celular. Las células méas sensibles serian las
neuronas del cerebro y cerebelo.

Sistema

A Disminuye los anticuerpos humorales.
Inmunolégico

El mercurio puede fijarse sobre los &cidos desoxirribonucleicos con
desnaturalizacién bihelicoidal o asociaciones reversibles con las bases
Genes (adenina.timina). Esto puede explicar las aberraciones cromosdémicas y
anomalias congénitas observadas durante las intoxicaciones alimentarias
con el metilmercurio.

La captacion de mercurio por parte de las plantas juega un papel muy
importante en la entrada de los metales a las cadenas alimentarias terrestres.
En las plantas terrestres vasculares, puede ocurrir por las raices o por medio
de las hojas, a través de estomas®. Las plantas maritimas absorben el
mercurio acumulado en los sedimento a través de sus raices, contario a otras
plantas que lo absorben por la hojas y follaje y adicionalmente tienen un gran
capacidad para acumular cantidades importantes de mercurio y
metilmercurio®.

En las plantas, los efectos de los metales empiezan en la raiz, ya que
este es el organo responsable de asimilar los nutrientes del medio, y afectan
sucesivamente el resto de la planta®. En las hojas se producen graves dafios
en los cloroplastos y las mitocondrias, lo que altera los procesos de fotosintesis
y de respiracion. En una fase mas avanzada de alteracion se producen

intensos cambios metabdlicos y de regulacion celular, y ocurre finalmente el
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estimulo de la senescencia por acumulacion cronica del metal pesado, lo que

puede resultar en la muerte de la planta®’.
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3.1. Espectrofotometria

Desde hace muchos afios se ha usado el color como ayuda para cuali y
cuantificar sustancias y compuestos; al reemplazar el ojo humano por otros
detectores de radiacion se ha estudiado la absorcion de radiacion, no
solamente en la zona del espectro visible, sino también en ultravioleta e
infrarrojo.

La interaccion de la radiacibn con la materia da origen a la
espectrometria; cuyo fundamento se basa en la medicién de la cantidad de
radiacion que producen o absorben las especies moleculares o atomicas de
interés’; es la medicién de la cantidad de energia radiante que absorbe o emite
un sistema quimico en funcion de la longitud de onda de la radiacion.

La teoria ondulatoria de la luz propone la idea de que un haz de luz es
un flujo de cuantos de energia llamados fotones; la luz de una cierta longitud de
onda estd asociada con los fotones, cada uno de los cuales posee una
cantidad definida de energia, que interactta de modo especifico con las

diferentes sustancias sometidas a analisis fisico-quimico.

3.2. Espectrofotometria en Fase Solida

La Espectrofotometria en Fase Sdlida (EFS o SPS — Solid Phase
Spectrophotometry*®) es una técnica basada en la pre concentracién de un
analito, formando un compuesto generalmente cromogénico, sobre un sustrato
sélido y medicion de la absorbancia del compuesto directamente sobre la fase
sélida (resinas de intercambio o adsorcion). Este proceso permite obtener
mayor sensibilidad y precisibn que los métodos de absorcion molecular en
solucién®.

La EFS es una metodologia relativamente nueva que es aplicada a una

336 @ inorganicos’®°. Los métodos basados

10,11,12
d

gran variedad de analitos organicos
en esta técnica ofrecen una alta sensibilidad y selectivida utilizando una

instrumentacién de bajo costo y sencilla, presentando ademas alta aplicabilidad
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en el andlisis de muestras reales. El analito, al que generalmente se ha
sometido a un proceso de derivatizacion, es previamente fijado en un soporte
sélido adecuado (generalmente una resina), que posteriormente se introducira
en el interior de una cubeta (1 mm de paso Optico) donde se producira la
deteccidn directa del compuesto retenido en el soporte. Una gran ventaja de la
EFS respecto de la convencional Espectrofotometria de Absorcion Molecular
en Solucion (EFAM), radica en el notable incremento de sensibilidad que
ofrece la primera con el aumento del volumen de muestra a analizar®. Con
volimenes de muestras de 1L, que son de frecuente empleo en EFS’, se
pueden alcanzar coeficientes de absortividad molar aparente del orden de 10°
L mol* cm™ lo que supone una sensibilidad del orden de 10° a 10 veces
mayores® con la EFS que con la EFAM, pudiendo cuantificarse niveles de
concentracién inferiores a 0,1 ng mL®. Se ofrece asi la posibilidad de
determinacién de elementos en muy bajas concentraciones sin que sea
obligado el empleo de otra preconcentracion del analito (que no sea la del

método), tal y como se requiere en la EFAM.

3.3. Soportes Solidos

El término “soporte sélido” parece indicar que las reacciones tienen lugar
en la superficie de un soporte, aunque en realidad las reacciones se producen
sobre las particulas, por lo que la etiqueta “soporte solido” describe mas bien la
insolubilidad del polimero. Las propiedades fisicas del soporte sdlido, asi como
las aplicaciones que se le pueden dar, varian segun el material con el que esta
hecho. Las caracteristicas de un soporte sélido eficaz son™*:

» Ser fisicamente estable y el tamafio de particula debe ser lo
suficientemente grande como para permitir que el liquido circule libremente.

» Ser inerte a todos los reactivos y disolventes usados en la EFS.

» Tener buena capacidad de expansion en los disolventes para facilitar
la penetracion de los reactivos y productos.

» Debe ser mecanicamente resistente al flujo continuo (no debe

producirse la ruptura de las particulas o la aparicion de huecos).
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» Debe ser ademas, resistente al efecto de “barrido”.

» Utilizadas como portador.

» Debe ser de un material compatible con la técnica integrada de
deteccion.

» El proceso de retencion/elucion debe ser suficientemente rapido.

3.3.1. Tipos de Soportes Solidos

Un intercambiador iénico o un material de intercambio i6nico puede ser
definido como una matriz insoluble conteniendo iones labiles capaces de
intercambiarse con otros iones del medio, sin ningan otro cambio fisico que el
de ocupar un lugar en esta estructura'®. A estos polimeros también se los
denominan resinas y son los polimeros reactivos sintetizados mas antiguos.

Una reaccion de intercambio i6nico es aquella en la cual un atomo o
una molécula que han ganado o perdido un electron y que por lo tanto adquiere
una carga positiva 0 negativa, se intercambia por otra particula de igual signo
pero de naturaleza diferente. Esta ultima particula inicialmente esta ligada a la
superficie de un cuerpo sélido inerte y pasa a solucién y su lugar es ocupado
por otra particula que queda retenida (temporalmente) en la superficie del
polimero o soporte.

Los intercambiadores iénicos o las denominadas resinas sintéticas de
intercambio i6nico son las de uso mas generalizado tanto en el laboratorio
como en la tecnologia quimica y pueden ser preparados en el laboratorio
(sintetizados) y también estan al alcance comercialmente, tienen capacidad de
adsorcion alta y son de gran interés en el laboratorio e industrialmente™.

Las resinas sintéticas de intercambio i6nico consisten en un polimero
reticulado por la accion de agentes entrecruzantes adecuados y con un cierto
nimero de grupos funcionales. Los requerimientos de una resina son™>:

» Estar los suficientemente reticulada para ser insoluble en agua y otros
liquidos y tener unas buenas propiedades térmicas y mecanicas.

» Ya sea de tipo gel o porosa, debe ser suficientemente hidrofilica para
posibilitar la difusion de los iones a través de su estructura a una velocidad

aceptable.
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» Debe tener un numero adecuado de lugares de intercambio ionico
accesibles para permitir una alta capacidad de intercambio.

» Debe ser estable quimicamente para evitar su degradaciéon durante el
uso.

» En su estado hinchado debe ser mas densa que el agua.

Para la clasificacion de los intercambiadores idnicos hay que referirse a
los productos que son utilizados en EFS, los que se pueden clasificar en:
3.3.1.1. Intercambiadores Derivados del Estireno

El estireno: CgHg, es el material mas utilizado en intercambiadores de
tipo fuertemente acido y fuertemente basico, producidos a gran escala. El
estireno es polimerizado con él mismo y en presencia de divinilbenceno (DVB)
se obtiene un polimero insoluble (tipo Dowex 1, Dowex 50W, etc.) (Figura N°
3.1.).

T e 10

j—CI—I—EI—IE—[CH—EHE —CH—CH, |

Fig. N°3.1.: Estructura del Esqueleto de Poliestir eno.

El mondémero utilizado como base es el estireno (vinilbenceno): C¢Hs—CH=CH,

La caracteristica fundamental es que este polimero, microscépicamente
constituye una red homogénea de naturaleza elastica y que contiene al
disolvente del proceso de sintesis. Se los conoce como resina tipo gel al ser
matrices poliméricas que no contienen poros. Una resina tipo gel tiene la
estructura de una red que se produce durante el proceso de polimerizacion.
Las propiedades de tales polimeros o matrices pueden variar al cambiar las

proporciones de los mondmeros individuales utilizados durante la sintesis. El
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factor mas importante a tener en cuenta es la influencia de la cantidad de
agente entrecruzante (cross linked) usado durante la polimerizacién, ya que es
un factor que afecta directamente la propiedad de hinchado del polimero
(swelling). En disolucién acuosa, un intercambiador iénico tipo gel cuya matriz
contenga baja proporcion de divinilbenceno se hinchara mucho, abriendo su
estructura ampliamente, con lo cual permitira que los iones con valores altos de
radio ionico penetren en la estructura de forma facil y a una velocidad
relativamente rapida. Por el contrario, los intercambiadores con una alta
proporcion de agente entrecruzante (mayor al 10%), se hincharan en disolucion
acuosa en menor grado. Las estructura de los polimeros tipo gel no tienen una
porosidad apreciable hasta que son hinchados en un medio adecuado. Otra
propiedad que depende del grado de entrecruzamiento, es la resistencia
mecanica que decrece al bajar la proporcién de divinilbenceno, por lo tanto, un
mayor entrecruzamiento provoca una mayor resistencia mecanica en el
polimero™.
3.3.1.2. Intercambiadores Derivados del Dextrano

Los dextranos son polisacaridos, formados por la unién de unidades de
D-glucosa: CgH1,06 (Figura N°3.2.) . Estos forman una cadena lineal de gran
longitud, con pequefas ramificaciones que representan el 5% del total de la

estructura?®.

Fig. N°3.2.: Estructura de un Fragmento de Dextran o
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El polisacarido dextrano, consiste en moléculas fibrosas que pueden
hacerse reaccionar con epiclorhidrina: C3HsCIO y como resultado de este
entrecruzamiento, las mismas pueden ser transformadas en polimeros de
estructura tridimensional. Estos dextranos pueden ser obtenidos como perlas a
partir de proceso de polimerizacion por suspension. Son utiles como filtros
moleculares en filtracién por gel y en separaciones cromatogréaficas basada en
el peso molecular. Se los consigue en la forma estandar con el nombre
comercial de Sephadex.

Son absorbentes polares con grupos no ionicos. Pueden introducirse
grupos funcionales i6nicos obteniéndose cambiadores, cuya utilidad dependera
del pH: cambiadores i6nicos con caracter acido fuerte (Sephadex SE y SP) y
acido débil (Sephadex CM), base fuerte (Sephadex GE, TEAE, QAE) y base
débil (Sephadex DEAE, AE, ECTEOLA).
3.3.1.3. Otros Tipos de Soportes: Resinas Adsorbentes

Los adsorbentes son materiales naturales o sintéticos de estructura
amorfa y micro cristalina constituidas por cadenas de poliestireno
entrecruzadas mediante moléculas de DVB y carentes de grupos funcionales
cambiadores de iones*"*8,

Estas resinas son materiales porosos capaces de retener gran cantidad
de reactivos aromaticos por absorcidon; de este modo algunos de los grupos
activos de dichos reactivos quedarian disponibles directa o indirectamente.

La adsorcion es la transferencia selectiva de uno o mas solutos
(adsorbato) de una fase fluida a una de particulas sélidas (adsorbente). La
selectividad comun de un sorbente entre el soluto y el fluido portador o entre
varios solutos, hace posible la separacion de ciertos componentes presentes
en el fluido. En general, la adsorcion incluye la acumulacion de moléculas de
soluto en una interfase. La acumulacion es por unidad de area; por
consiguiente se prefieren los solidos altamente porosos con areas internas muy
grandes por unidad de volumen para conseguir mayor rendimiento.
Generalmente las superficies son irregulares y las energias de enlace

corresponden a las fuerzas de Van der Waals™.
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En forma general, el proceso de la adsorcion ocurre en tres pasos.
Tomando como absorbente al carbon activado, podemos describir el
procedimiento de la siguiente manera:

» Macro transporte: el movimiento del material organico a través del
sistema de los macro-poros del carbon activo (macro-poros > 50 nm).

» Micro Transporte: el movimiento del material organico a través del
sistema de los micro-poros del carbén activo (microporo < 2 nm; mesoporo
entre 2 - 50 nm).

» Absorcion: el accesorio fisico del material organico en la superficie del
carbon activo en los mesoporos y micro-poros del carbon activo.

» Debe ser estable quimicamente para evitar su degradaciéon durante el
uso.

» En su estado hinchado debe ser mas densa que el agua.

3.4. Desarrollo de Color en el Soporte Sdlido

Se pueden distinguir tres formas de desarrollar el color en el soporte
sélido que dependera de la naturaleza del analito, del reactivo cromogénico, del
pH y de otros factores:

1) Fijacion del analito sobre el soporte sélido desde la disolucion seguida
por la reaccion de éste ultimo con el agente cromogénico. Como ejemplo: la
determinacion de cinc con zincon monosodico: C,OH;sN4sNaOgS. Este
procedimiento puede aplicarse para reacciones con selectividad baja.

2) Fijacion del reactivo en el soporte sélido seguida por la reaccion con el
analito; aplicada en los casos en que la especie compleja coloreada no puede
ser fijada directamente sobre el soporte solido. La fijacion del reactivo sobre el
soporte debe ser irreversible, comportandose éste dltimo como una resina
quelante; como en el caso de la determinacion de niquel con 1-(2-piridilazo)-1-
naftol (PAN): C15H1:N3O y cobre con zincon monosoédico: C,OH15N4NaOgS.

3) La reaccion entre analito y reactivo tiene lugar en la disolucion y
posteriormente el producto de la reaccion se fija sobre el soporte sodlido.

Requiere que el complejo formado pueda fijarse sobre la fase soélida. Un
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ejemplo es la determinaciéon de cromato con difenilcarbazida: Ci3H14N4O y
vanadio con PAN: C35H11N30.

3.5. Medidas de la Absorbancia en EFS

La absorbancia total de la especie fijada al soporte solido, a una longitud

de onda determinada, es suma de varias contribuciones?.

A=A+ Asol + Ares + A reac

Donde: Ag: es la Absorbancia de la especie fijada en la resina.

Asoi: €s la Absorbancia de la disolucion intersticial que queda
entre los granos de la resina.

Ares: €s la Absorbancia de fondo debido a la resina.

Areac: €S la Absorbancia de los reactivos fijados a la resina (en el
caso que éstos absorban a la misma longitud de onda de la especie bajo
estudio).

Normalmente el valor de Agq es despreciable cuando los coeficientes de
distribucion de los componentes de las muestras son muy altos; los demas
valores de absorbancias se ven afectados por el empaquetamiento de la resina
(granos) en la celda espectrofotométrica. Por esto es que el valor de la
absorbancia de la especie fijada en la resina, no puede ser obtenido por
medida de la absorbancia a la longitud de onda del maximo de absorcion frente
a un blanco de resina preparado en iguales condiciones pero exento del
analito.

No obstante, si la medida de la absorbancia se realiza a dos longitudes
de onda, correspondiente una al maximo de la especie Ag y otra situada en una
region en la que s6lo absorbe la resina Ag (700 - 800 nm), la diferencia entre
estas absorbancias, AA = Ay, - A Se mantendrq constante bajo las
condiciones de empaqguetamiento similares.

La absorbancia del blanco esta dada por:
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AB = ABsoI + ABres + AB reac

Si se mide a estas dos mismas longitudes de onda Ag y Ar, la diferencia

de absorbancia AAg = A - Ajre S€ mantendra igualmente constante bajo
similares condiciones de empaquetamiento. Por lo tanto, la absorbancia neta

de la especie, Aneta puede obtenerse de la siguiente ecuacion:

AA - AAg = [AE + (AR + AReac) - (A'R + A'Reac) ] - [ABResE + ABReac) -

(A,BRes + A,BReac) ] = Aneta

Donde A’y son las correspondientes a las longitudes de onda Ar donde

no absorbe el complejo® (Figura N°3.4.) :

3,500
3,000
A‘-\ | Absorbancia neta
E
2,500
=
S 2,000
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————— iy e = ‘1_-"'#-'------------"'
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A -
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Fig. N°3.4.: Diferentes Contribuciones a la Absorb ancia de un Sistema de Espectrofotometria

de Absorcion Molecular en Fase Solida
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3.6. Ventajas y Usos de la EFS

3.6.1. Metodologia Discontinua (Batch, en Lote)

Las ventajas de la EFS sobre otros métodos analiticos de laboratorio son
varias: rapida, precisa, versatil, sencilla y de bajo costo. Los espectrofotometros
utilizados son los convencionales que han mejorado en precision y versatilidad
en los ultimos afios con los avances de tecnologia y hoy son indispensables en
un laboratorio de analisis quimicos.

La espectrofotometria se usa para multiples aplicaciones, como: analisis
cuantitativo y cualitativo en un laboratorio de investigacion, laboratorios de
control de calidad industriales ademas en deteccion de niveles de
contaminacion en aire, aguas Yy suelos y determinacion de trazas de impurezas

en alimentos y en reactivos.

3.6.2. Analisis por Inyeccion en Flujo (FIA)

Es una modalidad del analisis en flujo continuo (CFA). Se trata de un
apartado de los Métodos Automaticos de Analisis, pero que presenta una
diferencia importante en relacibn con el conjunto de los mismos, la cual
consiste en su disefio para el andlisis de muestras inyectadas manualmente.

En la primera edicién de su conocida monografia “Analisis por Inyeccion
en Flujo” (FIA), publicada en 1981, Ruzicka y Hansen?* definieron FIA como
“Un método basado en la inyeccion de una muestra liquida dentro de una
corriente continua no segmentada en movimiento, de un liquido adecuado”. La
muestra inyectada forma una zona, la cual es luego transportada hacia el
detector que continuamente reconoce absorbancias, potencial de electrodo o
cualquier otro parametro fisico. Actualmente se considera una técnica de
analisis de flujo no-cromatografica para andlisis cuantitativo, que se realiza por
el manipuleo reproducible de zonas de muestra y reactivo en una corriente de
flujo, bajo condiciones de no-equilibrio termodinamico".

Los rasgos esenciales del FIA son los siguientes:

-58-



Capitulo 1l

» El flujo no estd segmentado por burbujas de aire, lo que constituye la
diferencia fundamental con los métodos clasicos de CFA.

» La muestra liquida es inyectada o insertada directamente en el flujo
en lugar de ser aspirada en el mismo.

» Se realiza un transporte del "trozo" inyectado a través del sistema.
Puede también tener lugar un proceso fisico-quimico adicional al transporte
(reaccion quimica, didlisis, extraccion liquido-liquido, etc.).

» La dispersidon o dilucién parcial del analito en este transporte puede
ser perfectamente manipulada mediante un control de las caracteristicas
geomeétricas e hidrodinamicas del sistema.

» Un sistema de deteccién continua proporciona una sefal transitoria,
gue es convenientemente registrada.

» En el momento de la deteccion de la sefial no se ha alcanzado el
equilibrio fisico (que supondria la homogeneizacién de una porcion del flujo) ni
el equilibrio quimico (reaccion completa). Por ello las técnicas FIA pueden
considerarse dentro de los Métodos Cinéticos de Analisis y en su modalidad de
medida a tiempo fijo.

» El tiempo de operacion debe de ser reproducible pues las medidas se
realizan en condiciones de no estabilidad y por tanto pequefias variaciones del
mismo pueden producir graves alteraciones de los resultados.

Un sistema FIA elemental ha de estar formado por una serie de
componentes esenciales: a) Un sistema propulsor de la corriente portadora a lo
largo de las diferentes unidades elementales, que debe suministrar un flujo
constante y regular en el sistema, ausente de impulsos y perfectamente
reproducible; b) Un sistema de inyeccion dentro de la corriente portadora de
volimenes de muestra muy precisos, reproducibles y variables dentro de un
amplio rango; c¢) Un sistema de transporte de la disolucion que tiene como
misiones fundamentales conectar entre si los diferentes elementos y conseguir
en el transcurso de los fluidos a su través un adecuado grado de dispersiéon o
mezcla de la muestra con la corriente portadora; d) Un sistema de deteccion,

que permita la medida continua de una propiedad de la muestra o de su
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producto de reaccién proporcionando informacion cualitativa y cuantitativa
sobre la misma.

Los méritos generales resumidos mas abajo son validos, independientes
de los principios de separacidbn y preconcentracion, y equipamiento
involucrado:

» Gran cantidad de muestras tratadas, 1 a 2 érdenes de magnitud mas
que en procedimientos discontinuos, con un tiempo corto de operacion,
generalmente en el rango de 10 - 200 segundos por determinacion.

» Eficiencia de enriguecimiento grande para sistemas de
preconcentracion, tipicamente un factor de 5 - 50 mayor que en procedimientos
en discontinuo.

» Bajo consumo de muestra, 1 - 2 érdenes de magnitud menores que
en procedimientos discontinuos. Esto es particularmente importante para
muestras "valiosas", tales como sangre o muestras que tienen que ser
transportadas al laboratorio desde sitios de coleccion distantes.

» Bajo consumo de reactivos, 1 - 2 érdenes de magnitud menores que
en procedimientos en discontinuo. Este es un factor importante cuando se
emplean reactivos costosos.

» Alta reproducibilidad, el rango de la desviacion estandar relativa
porcentual, generalmente es del orden del 1 - 3 %.

» Operacion automatizada simple, la cual siempre se implementa con
sistemas de monitoreo continuo y uso de un proceso de control.

» Bajo riesgo de contaminacion, debido al uso de sistemas de operacion
inertes y cerrados, un factor muy importante para analisis de vestigios.

» Requiere instrumental y espacios en el laboratorio muy reducidos.

Un factor que puede ser considerado como una desventaja en
procedimientos de separacion por inyeccion en flujo, es la incompleta
transferencia de masa entre fases, la cual es usualmente inaceptable en
métodos de separacion discontinua. Sin embargo, el método instrumental por
inyeccion en flujo es basicamente una técnica para el monitoreo reproducible
de sefales analiticas bajo condiciones termodinamicas de no equilibrio. Esto no

deteriora la precisién o sensibilidad de un sistema por inyeccion en flujo. Este
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factor de transferencia incompleto tiene que ser tenido en cuenta en el disefio y
optimizacién en un sistema de separacion por inyeccion en flujo, y puede ser
una fuente importante de error en el andlisis de muestras reales cuando las
condiciones de equilibrio idénticas pueden no ser alcanzadas tanto para los

patrones y la muestra.
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CAPITULO IV

4.1. Introduccion

En los ultimos afos, las herramientas quimiométricas han sido con
frecuencia aplicadas a la optimizacibn de métodos analiticos, teniendo en
cuenta sus ventajas tales como una reduccidén en el nUmero de experimentos
gue necesitan ser ejecutados, bajo consumo de reactivos y menos trabajo en el
laboratorio. Ademas, estos métodos permiten el desarrollo de modelos
matematicos que proporcionan una evaluacion de la pertinencia, ofrecen
estadisticas importantes de los efectos de los factores en estudio, asi como
una evaluacion de los efectos de la interaccion entre los factores.

Se eligen los esquemas de optimizacion de disefios multivariados ya que
analizan los niveles de todas las variables simultdneamente, lo que concede
una ventaja destacable con respecto a los disefios univariados que puede fallar
debido a que el efecto de una variable puede ser dependiente del nivel de los
otros implicados en la optimizacion.

El primer paso de optimizacion multivariable es la eleccion de los
factores estudiados (factorial completo o fraccional) con el fin de obtener los
efectos significativos del sistema analitico. Posteriormente, las condiciones de
operacion oOptimas se consiguen mediante el uso de disefios experimentales
complejos, tales como el método de matriz Doehlert (DM), disefios centrales
compuestos (CCD) y de tres niveles, tales como el diseifio de Box-Behnken
(BBD) 2.

4.2. Factores y Respuestas en la Optimizaciéon Multi  variable

Durante el procedimiento de optimizacion multivariable, hay dos tipos de
variables: las respuestas y los factores. Las respuestas son las variables
dependientes. Sus valores dependen de los niveles de los factores, que
pueden ser clasificados como cualitativo o cuantitativo.

Si uno conoce las naturalezas de las relaciones entre las respuestas y

los factores, es decir, las superficies de respuesta, los valores Optimos de los
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factores pueden ser determinados. La optimizacion se puede realizar de dos
maneras. Se pueden generar superficies de respuesta para cada respuesta y
estas superficies pueden ser analizadas simultaneamente. O partir de un
modelo para una sola funcibn compuesta que tiene en cuenta las tres
respuestas para obtener una sola de superficie de respuesta.

Durante la optimizacion de un procedimiento analitico que implica una
técnica con varios elementos generalmente la respuesta compuesta resultante
sera de varias respuestas individuales con efectos similares. Este aspecto debe
ser considerado durante el establecimiento de una estrategia de optimizacion
apropiada.

Una forma cada vez méas popular para el tratamiento de multiples
respuestas hace uso de una funcion de deseabilidad (D) propuesta por
Derringer y Suich en 1980°. Para cada respuesta se determinan superficies de
respuesta individuales. Los valores predichos obtenidos de cada superficie de
respuesta se transforman a una escala de la funcién de deseabilidad (d)), la
cual toma valores entre d = 0 (para un valor de respuesta que no es aceptable)
hasta d = 1 (para una completamente deseable).

D se calcula combinando los valores de deseabilidad individuales:

D =(dy x dy X ... dpy)*™

A continuacion se aplica un algoritmo a la funcién de D con el fin de
determinar el conjunto de variables que poseen los valores maximos. Esta
funcién ha sido frecuentemente utilizada durante la optimizacién de sistemas

analiticos que implican varias respuestas®.

4.3. Superficies de Respuesta para Dos Factores de

Tratamiento

El objetivo de todos los experimentos realizados incluye describir la

respuesta a los factores de tratamiento. La ecuacion de regresion cuadrética
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estimada se puede graficar como una superficie en la que se pueden visualizar
las respuestas a todos los niveles de los factores en el experimento®.

La ecuacion de respuesta cuadratica se representa como una superficie
sélida en tres dimensiones o también puede representarse como curvas de
nivel®, donde las lineas con valores de respuesta iguales son similares a las
elevaciones mostradas en un mapa topografico.

La superficie de respuesta permite que el operador inspeccione, de
manera visual, el area experimental para cierta zona de los niveles de los

factores de interés y evaluar su sensibilidad a los factores de tratamiento.

4.4. Modelos Polinomiales Aproximados

El disefio de superficies de respuesta supone que la media de la variable
de respuesta py, esta en funcion de los niveles de los factores cuantitativos
representados por las variables X1, Xa,..., Xk. LOS modelos polinomiales se usan
como aproximaciones practicas a la funcion de respuesta verdadera o real. En
general, la funcién real se desconoce, entonces las funciones polinomiales
proporcionan aproximaciones en zonas relativamente pequefas de los factores
cuantitativos.

Los modelos polinomiales comunmente usados para el analisis de
superficies de respuesta son el modelo lineal (primer orden) y el modelo

cuadratico (segundo orden). EI modelo de primer orden para dos factores es:

M, =B, +B,x,+B,X,

y el modelo de segundo orden es:

’uy 2180 +ﬁ7X7 +ﬁ2X2 +,877X72 +ﬁ22)(22 +,872X7X2

Las gréaficas de las curvas de nivel para los modelos de primer orden

tienen una serie de lineas paralelas que representan los niveles de los factores.
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Para los modelos cuadraticos las graficas son mas complejas y tienen varios

patrones de curvas posibles.

4.5. Experimentos Secuenciales para el Andlisis de Respuesta

El uso de la experimentacion secuencial con el propdsito de obtener las
condiciones operativas Optimas fue utilizada en un principio para procesos
industriales’.

El enfoque general comienza con la identificacion de las variables de
tratamiento de mayor importancia que influyen en el proceso. Luego en
experimentos subsecuentes se usan las combinaciones de tratamientos para
localizar un area en el espacio del factor que tenga oportunidad de producir
respuestas optimas, y por ultimo, se realiza la exploracion de esta region en

busca del punto optimo.

4.6. ldentificacion de Variables Significativas co n Analisis
Factorial

Cuando la region de respuesta Optima se desconoce se usan disefios
factoriales completos o fraccionarios para comenzar el analisis.

Los disefios factoriales completos (2") son disefios adecuados para
estimar las respuestas medias para el modelo lineal, o de primer orden, y
también se utilizan para saber cual es el peso o significancia de la varianza de
cada una de las variables independientes en la respuesta o variable
dependiente.

Los disefios factoriales producen experimentos mas eficientes, pues
cada observacion proporciona informacion sobre todos los factores (variables
independientes), y es factible ver las respuestas de un factor en diferentes
niveles de otro factor en el mismo experimento. La respuesta a cualquier factor
observado en diferentes condiciones indica si los factores actian en las
unidades experimentales de manera independiente. La interaccion entre

factores ocurre cuando su actuacion no es independiente.
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La principal desventaja que presenta el disefio factorial completo es que
al aumentar las variables independientes que se quieren estudiar, aumenta en
forma significativa el numero de experiencias que se deben realizar. Sin
embargo generalmente para el disefio de sensores con espectrofotometria en
fase solida las variables quimicas en estudio no son mas de tres, por lo que
éstos disefios resultan muy adecuados para los experimentos iniciales.

Para cuantificar la significancia de cada uno de los factores se realiza un
analisis de la varianza de a un factor (ANOVA) y se utiliza al valor “p” como
criterio.

Los resultados obtenidos mediante el ANOVA se presentan mediante un
gréfico de los efectos principales de Pareto®®. Este es un gréafico de barras, que
se analiza teniendo en cuenta que la longitud de cada barra representa la

importancia relativa de cada uno de los factores.

4.7. Método de Box-Behnken

Box y Behnken®® sugirieron cémo seleccionar puntos de la disposicién
factorial de tres niveles, lo que permite la estimacién de los coeficientes de
primer y segundo orden del modelo matemético. Este disefio suele ser mas
eficiente en términos del niumero de corridas (requiere pocas combinaciones de
factores), es rotable (o casi rotable) y se forma combinando factoriales 2X con
disefios de bloques incompletos.

El Disefio de Box-Behnken es esférico y no contiene puntos en los
vértices de la region cubica (no comprende las esquinas del cubo), sino que se
trabaja en la parte central de las aristas del cubo. Los puntos experimentales
son situados en una hiperesfera equidistante desde el punto central. Se
interpreta geomeétricamente marcando los puntos medios de las aristas de un
cubo mas un punto central (Figura 4.1.a) o como el intercalado de tres disefios

factoriales de dos niveles mas un punto central (Figura 4.1.b).
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Fig. N°4.1.: Representaciones del Disefio de Box-Be hnken para 3 Factores

El disefio de Box-Behnken permite:

» La estimacién de los parametros del modelo cuadratico.

» El desarrollo de disefios secuenciales.

» La deteccion de falta de ajuste del modelo.

» El uso de bloques.

Una comparacion entre el disefio de Box-Behnken y otros disefios de
superficie de respuesta (central compuesto, matriz Doehlert y disefio factorial
completo de tres niveles) ha demostrado que el disefio de Box-Behnken y
matriz Doehlert son ligeramente mas eficiente que el disefio central compuesto
pero mucho mas eficiente que los disefios factoriales completos de tres niveles.

Las principales caracteristicas de Box-Behnken son:

» Requiere un numero experimento de acuerdo con N = 2k (k-1) + cg
donde k es el numero de factores y ¢y es el nUumero de puntos centrales.

» Todos los factores tienen que ajustarse solo a tres niveles (-1, 0, 1),
con intervalos igualmente espaciados entre ellos. Los puntos se generan
seleccionando los factores y perturbando en forma completa sus niveles. Esta
estrategia se repite para todos los valores posibles. En la Tabla 4.1. se muestra
la matriz del disefio para 3 variables.

» No contiene combinaciones para las cuales todos los factores se
encuentran en su mas altos o mas bajos niveles, evitando de esta manera

experimentos realizados en condiciones extremas.
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Tabla 4.1. Disefio de Box-Behnken para 3 Variables

Experimento X1 X5 X3
1 -1 -1 0
2 1 -1 0
3 -1 1 0
4 1 1 0
5 -1 0 -1
6 1 0 -1
7 -1 0 1
8 1 0 1
9 0 -1 -1
10 0 1 -1
11 0 -1 1
12 0 1 1
13 0 0 0
14 0 0 0
15 0 0 0

Si se requiere el disefio de Box-Behnken para mas de 3 factores, estos

pueden organizarse en blogues ortogonales.

4.8. Determinacion del Punto Optimo

Existen distintas herramientas o0 métodos para encontrar el punto 6ptimo,

en este caso el correspondiente al maximo valor de absorbancia.
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4.8.1. Inspeccién de la Superficie de Respuesta

Se pueden examinar visualmente los graficos correspondientes a la
superficie de respuesta o el grafico de contornos para encontrar y aproximar los
valores correspondientes a los picos o valores maximos. Se debe ser muy
cuidadoso en esta tarea ya que el grafico de la superficie de respuesta no
corresponde a valores verdaderos, sino a los resultados de la regresion
realizada en los pasos anteriores. Ademas si se consideran méas de tres
variables para poder realizar los graficos algunos de ellos tuvo que haberse

dejado constante.

4.8.2. Analisis Canonico

El analisis de correlacion candnica puede verse como una extension
l6gica de un andlisis de regresion multiple. Recordando que el analisis de
regresion multiple implica una Gnica variable dependiente y varias variables
independientes.

Con el analisis candnico el objetivo es correlacionar simultaneamente
varias variables dependientes y varias variables independientes. Mientras que
la regresion multiple implica una uUnica variable dependiente, la correlacion
canodnica implica multiples variables dependientes.

El principio subyacente es desarrollar una combinacion lineal de cada
conjunto de variables (tanto independientes como dependientes) para
maximizar la correlacion entre los dos conjuntos. O dicho de otra forma, el
procedimiento implica obtener un conjunto de ponderaciones para las variables
dependientes e independientes que proporcione la correlacién Unica maxima
entre el conjunto de variables dependientes y el conjunto de variables
independientes

Este tipo de célculo corresponde al célculo matematico para encontrar

puntos estacionarios en las funciones polinémicas.

-71-



Capitulo IV

4.9. Caracterizacion de la Superficie de Respuesta

Una vez encontrado el punto estacionario, hay que caracterizar la
superficie de respuesta, es decir determinar si se trata de un punto de
respuesta maximo, minimo o silla. La forma directa de hacer esto es mediante
la grafica de contornos del modelo ajustado, sin embargo es util un analisis
mas formal.

La forma canonica de una ecuacion cuadrética es eficaz para visualizar
la superficie y determinar la sensibilidad relativa de las variables de respuesta a
cada factor. Es dificil visualizar la superficie mediante el examen de los
coeficientes estimados para la forma normal de la ecuacién de respuesta
cuadrética. De la misma manera, es dificil determinar los cambios necesarios
en los niveles de los factores para producir un cambio especifico en la
respuesta.

El andlisis candnico gira los ejes de las variables x, a un nuevo sistema
de coordenadas y el centro de este nuevo sistema se coloca en el punto de

respuesta estacionario de la superficie. La forma candnica de la ecuacion con

Y=Y +AZ2+A,Z%

donde Z; y Z, son las variables de los ejes rotados. Obsérvese que solo

dos variables es:

influyen los términos cuadréticos de las variables candnicas. Los A; son
constantes y representan los autovalores de la matriz B.

La naturaleza de la superficie de respuesta se determina a partir del
punto estacionario y el signo y magnitud de los A;. Si todos los A; son positivos
entonces es un punto de respuesta minimo, en cambio si son negativas,
entonces es un punto de respuesta maximo, por ultimo si tienen signos
diferentes entonces es un punto de respuesta de silla.

Es muy importante recordar que tanto la respuesta estimada en forma
original en la forma candnica solo es vélida para la zona de los niveles de los

factores incluida en el experimento. Cualquier intento para estimar la respuesta
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fuera de los limites acotados por los niveles tenidos en cuenta para el calculo

de la region de estudio, sera engafoso.
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CAPITULO V

5.1. Selenio y Mercurio. Reactivos Utilizados
En todos los casos se utilizaron reactivos de alta calidad analitica y las
soluciones acuosas fueron preparadas con agua de elevada pureza,

bidestilada, desionizada.

5.1.1. Solucion de Rodamina B (Reactivo Cromogénico)

Se preparé una solucion acuosa stock de la rodamina B (RB) de
concentracion 2x10° M.

Esta solucion rojo violacea almacenada en botella oscura y refrigerada
permanece estable durante 1 semana.

El cloruro de [9-(2-carboxifenil)-6-dietilamino-3-xanteniliden]-dietilamonio,
conocido como Rodamina B, es un compuesto organico, cuya formula quimica
es CogH31N,O3Cl y posee una masa molar de 479,02 g mol™. Sus soluciones,
por lo general, se preparan al 0,5% en alcohol y se adsorben en los plasticos,
por lo que deben mantenerse en recipientes de vidrio®.

La Rodamina B presenta dos principales formas en solucién: la primera
en forma de lactona y la segunda en forma de sal las cuales se muestran en la
Figura N°5.1. (a) y Figura N°5.1. (b) % En solventes polares tales como
acetona, alcohol o agua el anillo lacténico de la forma tiende a abrirse, dando
lugar a una separacion de cargas formando un zwitterion el cual se observa en
la Figura N°5.1. (c) . También se ha encontrado que la molécula de Rodamina
B en fase gaseosa y en solucion, puede presentar otras formas en equilibrio
influenciadas por el medio en el que se encuentra (si la acidez del medio
aumenta los protones podrian ser adicionados a los nitrégenos de los grupos

amino)?*.
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Fig. N°5.1.: Estructuras de la Rodamina B

5.1.2. Solucion Estandar de Selenio

Las soluciones de diferentes concentraciones fueron preparadas, al
momento de su uso, a partir de una solucion patron de 1,0 g por litro (Selenium
Atomic Spectroscopy Standard, Sigma-Aldrich) como SeOgs) en acido nitrico.
Las soluciones de trabajo se obtuvieron por dilucidon con una soluciéon de HNO3

hasta que se obtuvo un 6,3% de HNOg(a).

5.1.3. Solucién de Yoduro de Potasio 1 M
Se peso 16,60 g de Kl y se disolvio en agua destilada hasta alcanzar

un volumen final de 100 mL.

5.1.4. Solucion de Difenilcarbazida (Reactivo Cromogénico)

Se prepar6 una solucion stock de la 1,5-difenilcarbazida (DFC) de
concentracion 5 mg mL™ disolviendo la masa de reactivo en acetona.

La disolucion es transparente al momento de prepararla, después toma
un color amarillo claro. Debe almacenarse en frascos de color ambar,

conservarse en heladera y descartarse cuando comienza a decolorarse.
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DFC es un compuesto organico, cuya formula quimica es
((CeHs)NHNH),CO y posee una masa molar de 242,28 g mol™. Es dificilmente
soluble en agua, por lo cual sus soluciones se preparan disolviendo el
compuesto en solventes organicos.

La 1,5-difenilcarbazida y la difenilcarbazona reaccionan con los
compuestos inorganicos de mercurio originando productos finales de color
violeta. La especificidad de esta reaccién depende del valor de pH en el que se
desarrolle la misma: a pH ligeramente &cido o neutro estos reactivos

reaccionan ademas con cobre, cobalto y hierro>®.

5.1.5. Solucion Estandar de Mercurio
Las soluciones de diferentes concentraciones fueron preparadas, al
momento de su uso, a partir de una solucién patrén de 1,0 g L* (Mercury

Atomic Spectroscopy Standard, Sigma-Aldrich).

5.1.6. Solucion Reguladora de Hidroxido de Sodio/Dihidrégeno Fosfato de
Potasio

Se mezclaron 100 mL de solucion de KH,PO4 0,1 M con 58,2 mL de
NaOH@a) 0,1 M, para obtener la solucion buffer de pH adecuado.
Posteriormente se diluyé con agua bidestilada y se llevd a volumen en matraz
aforado de 200 mL.

5.1.7. Solucion de Triton X-100 al 5% v/v

La soluciéon de trabajo se preparé diluyendo 5 mL de Tritdbn X-100 (eter
octilfenol poli (etilenglicol); Octylphenoxypolyethoxyethanol; Eter de glicol de
polietileno actilfenilo; Polietilenglicol mono [4-(1,1,3,3-tetrametilbutil) fenil] éter))
con agua bidestilada y llevando a un volumen final de 100 mL.

Durante los ultimos afios, los surfactantes han empezado a utilizarse

como disolventes alternativos en el andlisis espectrofotométrico’®°*°

ya que
poseen la ventaja de ser Opticamente transparentes, relativamente no toxicos y

estables!’.
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Los surfactantes disueltos en agua forman agregados llamados micelas
que se organizan de manera que la cabeza polar esté en contacto con la
solucién acuosa, mientras que las cadenas hidréfobas se encuentran dentro de
las micelas formando un microambiente no polar. Las micelas son bastante
pequefias (diametro de 3 a 6 nm) por lo que las propiedades macroscoépicas de
sus disoluciones se aproximan a las de una disolucion homogénea. Estas
micelas permiten la solubilidad de compuestos de baja polaridad gracias al
medio apolar que proveen sus cadenas hidrocarbonadas.

5.1.8. Soluciones de Acido Clorhidrico 0,1 M, 4 My 6 M

Se tomaron 2,08 mL; 83,33 mL y 125 mL de HCl) 12 M y se llevaron a
un volumen final de 250 mL con agua bidestilada, para concentraciones de 0,1
M, 4 My 6 M respectivamente.

5.1.9. Solucion de Hidréxido de Sodio 0,1 M
Se disolvi6 1,0 g de NaOH() en 250 mL de agua bidestilada, con la
ayuda de un agitador magnético.

5.1.10. Resina Ani6nica Dowex 1X8

Para el desarrollo de los sensores de Se y Hg(ll) se utilizé la resina
anionica marca Dowex 1X8 de 200/400 mallas en forma clorulada marca Fluka
de densidad de 0,71 g cm™. Esta es una resina del tipo aniénica fuerte con
grupos de intercambio amonio cuaternario (NH4").

La resina se purificd y regenerd previo a su uso. Para ello se tom6 una
masa de resina a purificar y se la suspendié en un volumen de agua
equivalente. Se agité el sistema y se lo dejo reposar por 24 horas. Luego se
lavé repetidas veces, separando el sobrenadante mediante centrifugacion. Este
ciclo se repitié al menos 10 veces. Posteriormente, se suspendi6 la fase solida
2 horas en una solucion de HClgc) 4 M para regenerar su forma clorulada. Por
altimo se la lavé con agua destilada repetidas veces hasta alcanzar un valor
neutro de pH. En todos los pasos se utiliz6 agua de elevada pureza, libre de

iones. Finalmente se coloco en estufa para eliminar la humedad (110°C).
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5.2. Instrumental y Materiales

5.2.1. Medidas Absorciométricas

Para las medidas absorciométricas y trazado de curvas espectrales en
UV-Visible se utilizé un Espectrofotdmetro UV-Visible haz simple (200 — 1100
nm), marca METROLAB 1700, controlado desde PC, utilizando el programa
METROLAB® SF170.

Las celdas fueron de cuarzo y el paso Optico en todos los casos fue de
10 mm para las mediciones en solucion. Para las mediciones en fase sdlida se
utilizaron cubetas de cuarzo de 1 mm de paso 6ptico y volumen util de 0,240
mL, con adaptador para portacubetas.

5.2.2. Medidas y Ajustes de pH

Se utilizé un pH-metro digital Orion modelo 701-A provisto de electrodo
combinado de vidrio, con referencia interna de Ag-AgCl, marca ALTRONIX®
TPX.

5.2.3. Tratamiento de Muestras
Se recurrié a una Centrifuga marca CAVOUR® VT-32165-DC 0 — 3500
rpm, un agitador mecanico rotativo 0 — 200 rpm y balanza analitica capaz de

discriminar £ 0,1 mg como minimo.

5.2.4. Disefio Experimental
Se realizdé con el programa Design-Expert version 7.0.0., utilizando el

disefio de Box-Behnken para la superficie de respuesta.
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5.3. Selenio

5.3.1. Parametros que Afectan la Formacion del Complejo

El Se(lV) oxida en medio fuertemente acido al anién yoduro,
obteniéndose el complejo triyoduro en solucién acuosa, el cual posteriormente
forma un complejo ibnico coloreado, menos soluble, con la Rodamina B
(Figura N°5.2.) .

SeO;> + 6H* + 61" = 21, + Se + 3H,0

l,- + RB — [RBJ*[l:]

Complejo (Par 16nico)
RodaminaB — Triyoduro

Fig. N°5.2.: Reaccién de Caracterizacion

El complejo Triyoduro-Rodamina B resultante se determino
espectrofotométricamente a 560 nm.

En este caso se hizo necesario la incorporacibn de un agente
tensoactivo que permitiera mantener como un sistema homogéneo al quelato
formado y al exceso de reactivo necesario, y que a la vez produjera un

aumento en la sensibilidad.

5.3.2. Influencia del pH
El estudio se realizé en solucion, dado que la formacién del complejo se
produce en la fase liquida previo a su fijacion en la fase solida (resina).
Trabajos anteriores han demostrado que el par idénico se produce en
medio fuertemente &cido'***'**. Se tomaron 50 mL de muestra conteniendo
10 mg L™ de Se(IV), se le adicionaron 2 mL de Klac) 1 mol Ly se dej6 reposar
por 15 minutos, antes del agregado de 0,5 mL Triton X-100 (5% v/v). Para

establecer el acido que brinda las condiciones mas favorables para la reaccion,
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se realizaron las experiencias con acido clorhidrico, acido fosférico, acido
sulfurico y acido acético. Finalmente se agregaron 0,5 mL de soluciéon de RB
2x10° mol L™.

El &cido clorhidrico es el que mas favorece la reaccién de formacién del
complejo; dando lugar al valor méas alto de absorbancia y de mayor estabilidad
del compuesto de coordinacion.

Usando diferentes concentraciones de soluciones de acido clorhidrico,
los datos experimentales indicaron que el pH 6ptimo para la formacion y la
fijacion de las especies del complejo se produce en el rango de 1,60 a 2,10
unidades de pH (Figura N°5.3.) , por lo cual, todos los estudios posteriores se

realizaron a pH 1,70.

Absorbancia

Fig. N°5.3.: Determinacion del pH Optimo

5.3.3. Seleccién de la Resina

Se efectuaron varios ensayos cualitativos de fijaciéon del compuesto con
diferentes resinas, llevandose a cabo en una placa de toque, realizando
simultdneamente un ensayo en blanco para cada uno.

De los ensayos se observd que el par ibnico no se fija sobre
intercambiadores anidnicos Sephadex DEAE o QAE, intercambiador catidnico

Sephadex SP o adsorbente hidrofilico Sephadex G-25. Sin embargo, fue
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fuertemente fijado en la resina anidnica tipo poliestireno divinilbenceno (Dowex

1X8) cuyas caracteristicas se describen en la Tabla 5.1.

Tabla 5.1. Caracteristicas de la Dowex 1X8 de Trabajo

Tipo Intercambiador Anionico Fuertemente Bésico

Grupo Activo Trimetilbencilamonio
Matriz Estireno-DVB (Gel microporoso)

% de Entrecruzamiento del DVB 8
Forma Iénica ClI
Rango de pH Efectivo 0-14
Forma Fisica Esferas
Tamafio de Malla 200 - 400

Dowex 1X8 fue seleccionada por su alta estabilidad en medio

fuertemente acido, por poseer una vida util prolongada y ser casi incolora.

5.3.4. Orden de Adicién de los Reactivos

El estudio se realiz6 en solucion previo a la fijacion del complejo en la
resina. Se tomaron 50 mL de muestra conteniendo al menos 50 ppb de Se(IV)
y se le adicionaron a continuacion los siguientes reactivos: 1 mL HCle) 6 mol
L* y 2 mL de Kl 1 mol L™, Se dejé reposar por 15 minutos y se agregaron
0,5 mL Tritén X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de solucién de RB 2x10° mol L™.

Al variar el orden de los reactivos se observdé que en algunos casos
llevaba mucho mas tiempo la formacion del complejo, por lo que se eligio la

siguiente disposicion:

HCI(ac) + Kl(ac) + Trltén X'loo(ac) + RB(S\/)
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5.3.5. Estudio de la Influencia de las Variables Quimicas

Una vez seleccionado el pH, composicién y concentracion del buffer y el
orden de agregado de los reactivos, para obtener el resultado 6ptimo para la
determinacién de Se por EFS, se plantea tener en cuenta el efecto de tres
variables que afectan su cuantificacion. Concentracion del reactivo RB,
volumen del tensoactivo no iénico Tritdn X-100 y volumen del reactivo yoduro
de potasio (necesario para la formacién del par idnico [RB]"[lz]):

A la vez se consideran tres niveles de intensidad diferentes para cada
uno de estos efectos. Por tal motivo se elije el disefio de Box-Behnken.

Para estudiar la influencia de cada uno de estas tres variables sobre la
respuesta (Absorbancia maxima) se realiza un estudio inicial tipo de mapeo o
screening. Es importante aclarar que todas las experiencias se realizaron por
triplicado y las absorbancias utilizadas son el promedio de respuestas
obtenidas.

Luego, con los datos obtenidos, se realiza un Analisis de la Varianza
para cada una de las variables, con el objeto de determinar su influencia en la
varianza de la respuesta. Dicho analisis tipo ANOVA se basa en un disefio
factorial totalmente aleatorizado para tres niveles de cada una de las tres

variables. Los resultados de dicho analisis pueden verse en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. ANOVA para las variables quimicas

Fuente cﬁgcr}:: ddoes G|ri§g?tzc(|je Valor F Valor P

A:RB 1,84 1 110,75 0,0001

B: Tr X-100 0,032 1 1,94 0,2219
CKI 3,24 1 194,65 < 0,0001
AA 4,96 1 297.78 < 0,0001

AB 0,014 1 0,86 0,3951

AC 0,030 1 1,83 0,2342
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BB 3,38 1 203,23 <0,0001
cc 1,57 1 94,43 0,0002
Residual 0,083 5 0,017
Falta de 0,068 3 2,87 0,2691
Ajuste
Error 0,016 2
R? 0,9940 DS 0,13
Ajuste R? 0,9833 CV% 6,06
Prediccion R? 0,9200

El modelo muestra un valor F-valor de 92,51 lo que implica que es
significativo.

Al aplicar un intervalo de confianza del 95%, de acuerdo al criterio de la
estadistica de prueba, para todos los factores e interacciones cuyo valor P sea
menor o igual a 0,05 como resultado de aplicar ANOVA se consideran
significativos. Asi vemos que la concentracion de RB y el volumen de Kl son
significativos estadisticamente, al igual que las interacciones entre ellas.

Que la falta de ajuste posea un valor F de 2,87 implica la misma no es
significativa en relacion con el error (podria ocurrir debido al ruido).

Finalmente se puede observar que el valor predicho de R? de 0,9200
esta en concordancia con el valor de R? ajustado de 0,9833.

Por todo lo expuesto puede decirse que este modelo se puede utilizar

para la optimizacion.

5.3.6. Superficie de Respuesta y Optimizacién por el Método de Box- Behnken

El grafico de superficie de respuesta permite visualizar en tres
dimensiones el comportamiento de la variable de respuesta y sefialar
claramente la combinacion de niveles de factores que la llevan a un valor

maximo.
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El disefio propuesto se encuentra centrado en el punto [RB] = 2x10™ mol
L, 0,5 mL de Triton X-100 al 5% v/vy 1 mL de Klge 1 mol L™,

El punto central se replica por lo menos tres veces para poder evaluar la
curvatura de la superficie. Todas las experiencias se realizaron por triplicado.
Los niveles asignados para cada variable y los resultados obtenidos para la

Absorbancia neta para cada experiencia figuran en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Disefio Basado en el Modelo de Box- Behnken

Corridas [x 10/6'\3:|?nBo| I ?Ogrgg’/:\ijv < KI(:]S oL Abs Neta
(mL)
1 1,00 0,01 1,00 0,112
2 3,00 0,01 1,00 0,185
3 1,00 1,00 1,00 0,099
4 3,00 1,00 1,00 0,198
5 1,00 0,51 0,50 0,078
6 3,00 0,51 0,50 0,165
7 1,00 0,51 1,50 0,176
8 3,00 0,51 1,50 0,299
9 2,00 0,01 0,50 0,145
10 2,00 1,00 0,50 0,115
11 2,00 0,01 1,50 0,278
12 2,00 1,00 1,50 0,260
13 2,00 0,51 1,00 0,368
14 2,00 0,51 1,00 0,351
15 2,00 0,51 1,00 0,363
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El modelo calculado a partir del disefio de experimentos se optimiza para

encontrar el nivel de los factores sobre el intervalo evaluado. En la Tabla 5.4.
se muestran los valores encontrados.

Tabla 5.4. Valores Optimos para la Determinacion de Se

Factor Slz\ggﬁlor Nivel Inferior |Nivel Optimo

A:RB 3,00 1,00 2,08
B:Triton X-100 1,00 0,01 0,47

C:KI 1,00 3,00 2,18

La superficie de respuesta para este modelo aparece representada en

forma tridimensional en la Figura 5.4. y como gréfica de contornos de
superficie en la Figura 5.5.

Abs neta

100 %100

A:Rd-B

Fig. N°5.4.: Superficie de Respuesta
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Abs neta

370025

Fig. N°5.5.: Diagrama de Contornos de la Superfici e de Respuesta

La Figura 5.6. de residuales nos valida la experimentacion debido a que
no se observa ninguna tendencia légica y eso significa que se logro la

independencia entre los experimentos.
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Fig. N°5.6.: Grafica de Residuos
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5.3.7. Influencia de la Cantidad de Resina

En todo sistema heterogéneo, una disminucion en el volumen o masa de
las fases trae como consecuencia el aumento de la concentracion de soluto en
el equilibrio en dicha fase.

Se realiz0 esta experiencia para determinar la influencia que en el valor
de la absorbancia ejerce la cantidad de resina utilizada y determinar a la vez, la
minima cantidad de ésta, que sin aumentar en gran medida el tiempo de
agitacion, produzca una absorbancia maxima.

En tubos de centrifuga plasticos con tapa a rosca, se colocaron 50 ug de
Se(lV) y 1 mL HCl) 6 mol L. Luego de 15 minutos, se adicionaron 2 mL de
Kl@ac) 1 mol L™, 0,5 mL Tritén X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de solucién de RB 2x107
mol L. Se llevé a volumen final de 50 mL en matraz aforado y seguidamente
se agregaron cantidades crecientes de resina, agitando 20 minutos. Se
empaquetd la resina en las cubetas, midiendo la absorbancia tanto de las

muestras como la de sus respectivos blancos (Figura N°5.7.) .

0,45 +
0,4 A
0,35 -
0,3 A
0,25 -
0,2 A

Absorbancia

0,15 -
0,1 A
0,05 -

0 T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100 120

Masa de Resina (mg)

Fig. N°5.7.: Influencia de la Masa de Resina

Se observé que con 70 mg de resina se obtiene la maxima absorbancia.

Esta masa es suficiente para cubrir el paso oOptico del haz de luz en las
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lecturas, siendo una cantidad facilmente trasferible a la cubeta de trabajo al

momento de empaquetar la resina.

5.3.8. Influencia del Tiempo de Agitacion

Para determinar el tiempo minimo a partir del cual se alcanza la sefal
maxima, se repiti6 la determinacion de Se(IV) en muestras de igual
concentracion pero sometidas a diferentes tiempos de agitacion.

Para este estudio se colocaron en tubos plasticos de centrifuga con tapa
a rosca 50 pg de Se(lV), 1 mL HClge) 6 mol L™, 2 mL de Kl 1 mol L7, y se
dej6 reposar el sistema por 15 minutos. Luego se adicionaron 0,5 mL Triton X-
100 (5% v/v) y 0,5 mL de solucién de RB 2x10° mol L™. Se llevé a volumen
final de 50 mL en matraz aforado y seguidamente se afiadieron 70 mg de
resina. Se agitaron los tubos segun los distintos tiempos ensayados, por ultimo
se midio la absorbancia frente al blanco respectivo, una vez empaquetada la

resina. Los valores obtenidos se representan graficamente en la Figura N°5.8.

04 -
0,35 -
03 -

0,25 -

Absorbancia
[an]

ao “I—i ao

= [¥3] (R

=

Q

(%3]
1

o

0 10 20 30 40 50 60 70
Tiempo (minutos)

Fig. N°5.8.: Influencia del Tiempo de Agitacién

A partir de la grafica se deduce que un tiempo de agitacion de 20
minutos es suficiente para alcanzar el maximo de absorbancia. Este tiempo

sera utilizado sucesivamente para las demas experiencias.
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5.3.9. Estabilidad del Complejo

Para conocer cual es la estabilidad del complejo una vez formado y
fijado en la resina, en un tubo de plastico para centrifuga, se tomaron 50 mL de
solucion conteniendo 50 pg de Se(lV) y se le adicionaron en el orden siguiente:
1 mL HClug 6 mol L, 2 mL de Kl 1 mol L*.Pasados 15 minutos se
agregaron 0,5 mL Tritén X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de solucién de RB 2x10 mol
L. Seguidamente se afiadieron 70 mg de resina, se agitdé durante 20 minutos,
luego se empaquetd en la celda la resina y se midié la absorbancia neta a
distintos tiempos, frente al blanco, a las longitudes de onda seleccionadas
(Figura N°5.9.) .
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Fig. N°5.9.: Estabilidad del Complejo

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede afirmar que el
compuesto fijado en la fase solida es estable (al menos durante 2 horas),
tiempo suficiente para realizar todas las operaciones correspondientes a la
EFS.

5.3.10. Selecciéon de Longitud de Onda del Complejo
Para este estudio se colocaron en tubos plasticos de centrifuga con tapa
a rosca 50 pg de Se(V), 1 mL HCle) 6 mol L™, 2 mL de Kl 1 mol L™. Se dej6
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reposar durante 15 minutos y a continuacion se agregaron 0,5 mL Triton X-100
(5% viv) y 0,5 mL de solucién de RB 2x10° mol L™. Se llevé a volumen final de
50 mL en matraz aforado y seguidamente se afiadié 70 mg de resina. EI mismo
procedimiento se aplico al blanco de reactivo, sin el agregado de la solucién de
selenio.

Con un tiempo de reaccion de 20 minutos (desarrollo), se realizo el
barrido espectral detectdndose el madximo de absorbancia a una longitud de
onda de 560 nm, siguiendo la metodologia utilizada para la medicion de

absorbancias en fase sélida'® (Figura 5.10.) .
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Fig. N°5.10.: Espectro del Blanco de Reactivos y d e la Solucion Conteniendo el Analito

5.3.11. Curva de Calibracion

Se realiz6 una curva de calibracién con diferentes patrones a la longitud
de onda seleccionada tal como revela la Figura 5.11. Para ello, se trabajo con
concentraciones de Se de 10, 20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 y 100 pg mL™* (ppb)
en tubos plasticos de 50 mL con tapéon. A cada tubo se le adicion6 1 mL HCly)
6 mol L™, 2 mL de Klu 1 mol L™. Pasados 15 minutos se agregaron 0,5 mL
Tritén X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de solucién de RB 2x10° mol L™. Se llevaron a
volumen final de 50 mL con agua bidestilada y seguidamente se afiadieron 70

mg de resina. Las mezclas se agitaron mecanicamente durante 20 minutos, se
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centrifugaron luego de 1 minuto, separando el sobrenadadante con ayuda de
un cuentagotas. Finalmente se empaqueto la resina con el complejo coloreado
en cubetas de cuarzo de 1 mm de paso Optico y se leyd la absorbancia
utilizando un espectrofotometro UV-Vis a 560 nm. El mismo procedimiento se

aplicé al blanco de reactivo, sin el agregado de la solucion de selenio.

0,8 -
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0,3 - R?=0,9946

Absorbancia

0,2
0,1
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Se(IV) (ppb)

Fig. N°5.11.: Curva de Calibracion

Los parametros analiticos obtenidos pueden observarse en la Tabla 5.5.

Tabla 5.5. ParAmetros Analiticos para la Determinacion de Se(1V)

Pendiente (ug L™) 0,0078
Rango Lineal ( pg L ™) 1,00 — 100,00
Coeficiente de Correlacion ( r) 0,9946

5.3.12. Resumen de las Condiciones Seleccionadas para la Determinacion de
Se(lV)

A continuacion se describen las condiciones Optimas para la
determinacion de Se(lV) por EFS (Tabla 5.6.).
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Tabla 5.6. Condiciones para la Determinacion de Se(IV) por EFS

A (nm) 560

Volumen de Muestra (mL) 50
Soporte Solido Dowex 1X8

Masa de Resina (mg) 70

Rango de pH 16-21

Acido Seleccionado HCI

Tiempo de Agitacion (minutos) 20

Volumen de Tritén X-100 (mL) 0,5

5.3.13. Resumen del Método Propuesto

Se colocan en tubos plasticos de centrifuga con tapa a rosca la solucién
de Se(lV) a determinar, y se adicionan en orden:1 mL HClgg 6 mol L (para
ajustar el pH a 1,70) y 2 mL de Kle 1 mol L. Se deja reposar 15 minutos y a
continuacion se agregan 0,5 mL Tritdbn X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de solucion de
RB 2x10° mol L. Se lleva a volumen final de 50 mL en matraz aforado y
seguidamente se afiade 70 mg de resina.

La mezcla se agita mecanicamente durante 20 minutos, se centrifuga
luego de 1 minuto, separando el sobrenadadante con ayuda de un
cuentagotas. Finalmente se empaqueta la resina con el complejo coloreado en
cubetas de cuarzo de 1 mm de paso o6ptico y se lee utilizando un

espectrofotometro UV-Vis a 560 nm.
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5.4. Mercurio

5.4.1. Parametros que Afectan la Formacion del Complejo Mercurio -
Difenilcarbazida(Hg-DFC)

El Hg(ll) a partir de sus soluciones acuosas, reacciona con la
difenilcarbazida, en presencia de un tensoactivo no-iénico (Triton X-100), para
formar un complejo de color azul violaceo (Figura N°5.12.) que se desarrolla
completamente luego de 20 minutos de promovida la reaccion en medio

débilmente acido o neutro.

Fig. N°5.12.: Complejo Formado entre la DFC y el H g(ll)

Las soluciones de difenilcarbazida se realizaron utilizando acetona como

disolvente, dada su insolubilidad en agua.

5.4.2. Seleccién de la Resina

Se efectuaron varios ensayos cualitativos de fijaciéon del compuesto con
resinas de adsorcion (Silica Gel, Amberlite XAD 4, XAD 7 y XAD 16) y resinas
ionicas (Dowex 1X8 y Sephadex C-50). Los mismos se llevaron a cabo en
placa de toque, realizando simultaneamente un ensayo en blanco para cada
uno.

Se eligid la resina de intercambio anionica Dowex 1X8, dada su
capacidad para fijar al ligando en el medio adecuado para la reaccion del
mismo con el analito. Con el resto de los soportes sélidos la fijacidbn no era
completa o presentaban una elevada opacidad al paso de la luz a las

longitudes de onda de trabajo.
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5.4.3. Influencia de la Concentracion de Difenilcarbazida (DFC)

Para estudiar la concentracion optima de reactivo DFC, una masa fija de
resina (1 g) se puso en contacto con soluciones acetonicas de concentraciones
crecientes de reactivo DFC, para mantener la solubilidad del reactivo
cromogeénico. Se los dejo en contacto por al menos 2 horas y con agitacion.
Una vez seca la resina funcionalizada, se pesaron 100 mg de ésta y se le
adicion6 50 mL de solucion problema. Se realizdé en un blanco de reactivos y
paralelamente en soluciones conteniendo 60 ppb de Hg(ll), por ultimo se midié
las absorbancias netas correspondientes para cada caso. Los valores

estudiados y las respuestas obtenidas puede observarse en la Tabla 5.7.

Tabla 5.7. Influencia de la Concentracién de Difenilcarbazida

AbS g, AbSHg(”)
[DFC] Abs
mg mL ™ Neta
A540 A800 )\540-800 A540 }\800 A540-800
3 2,438 2,296 0,142 2,977 2,765 0,212 0,070
5 2,375 2,163 0,212 2,805 2,222 0,583 0,371
7 2,015 1,985 0,030 2,168 2,101 0,067 0,037

La concentracion de la solucion de difenilcarbazida 6ptima fue de 0,5 mg
mL™. Concentraciones mayores hicieron imposible su lectura espectral debido
a la fuerte intensidad del color del complejo formado, mientras que
concentraciones menores repercutieron en la formacion del complejo. Por otro
lado se hizo necesario agregar un tensoactivo no iénico (Triron X-100) a la

solucién para mejorar el contacto entre fases.

5.4.4. Funcionalizacién de la Resina

Para fijar el reactivo complejante a la resina, una vez realizados los
estudios de la concentracion optima de DFC a utilizar, se tomaron 5 g de resina
purificada y se adicionaron 100 mL de solucién de difenilcarbazida en acetona,

dejando en reposo al sistema por un periodo de 24 horas como minimo. En una
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etapa posterior, se separ0 el soporte solido por centrifugacion y se lavé con
agua desionizada, varias veces. Por ultimo se secO en estufa a 40 °C y se
conservé en frascos color caramelo en ausencia de la luz a temperatura

ambiente.

5.4.5. Influencia del pH

Los ensayos se efectuaron sobre la resina funcionalizada (R-DFC) a la
qgue se la hizo reaccionar con una solucion diluida de mercurio y pequefas
cantidades de tensoactivo. Los distintos valores de pH fueron ajustados con
soluciones de HCle) 0,1 mol L™ e NaOH ¢ 0,1 mol L™, dejandose constantes
la cantidad de resina y concentracion de Hg(ll) para cada una de las pruebas.

De los ensayos realizados se registrd un valor maximo de absorbancia
para un valor de pH cercano a 7. Por encima o por debajo de dicho valor de pH
el desarrollo del color del complejo es muy débil o inexistente, con lo que puede
inferirse que no se produce la reaccion deseada. Los resultados se muestran

en la Figura 5.12.

0,8

Absorbancia

0,2

Fig. N°5.12.: Determinacién del pH Optimo
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5.4.6. Influencia del Volumen de Tensoactivo

Se realiz6 siguiendo la metodologia: se toman 50 mL de solucidn
estdndar de 60 ppb de Hg(ll), a la que se le agregan diferentes
concentraciones de Triton X-100, seguidos de 1 mL de solucion buffer y por
altimo 80 mg de R-DFC. Todas las muestras se agitan durante 20 minutos y
luego se mide su absorbancia neta. Los resultados obtenidos se grafican en la
Figura 5.13.
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Fig. N°5.13.: Influencia de la Concentracion de Te nsoactivo Triton X-100

Finalmente de la observacion de la grafica se elige el volumen de 0,5 mL
de solucién de Tritobn X-100 al 5% v/v, correspondiente a 0,1% v/v de

concentracion final, como éptimo.

5.4.7. Orden de Adicién de los Reactivos

Se realizo el estudio sobre muestras con iguales concentraciones de 50
ppb Hg(ll), a las que se les agregaron volumenes fijos de solucion 5% v/v de
tensoactivo Triton X-100 y 80 mg de R-DFC, en diferentes ordenes de adicion.
Las determinaciones se realizaron por triplicado.

Las variaciones en la absorbancia observadas al alterar el orden de

agregado de los reactivos fueron inferiores al 5%, exceptuando el caso en el
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que la solucion buffer se agregaba en primer orden. Se eligié finalmente el

siguiente orden de agregado de reactivos para el resto del trabajo:

Triton X-100 + Buffer (KHPO4/KH,PO,4) + R-DFC

5.4.8. Influencia de la Cantidad de Resina

En tubos de centrifuga plasticos con tapa a rosca, se colocd solucion
estandar, conteniendo al menos 50 ppb de Hg(ll), se le adicionaron a
continuacion los siguientes reactivos: 0,5 mL de Tritdbn X-100 5% v/vy 1 mL de
buffer, llevandose a un volumen final de 50 mL. Seguidamente se agregaron
cantidades crecientes de R-DFC, agitando 20 minutos. Se empaqueto la resina
en las cubetas, midiendo la absorbancia tanto de las muestras como la de sus
respectivos blancos. En la grafica se representan los valores obtenidos que

pueden observarse en la Figura 5.14.
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Fig. N°5.14.: Influencia de la Masa de Resina

De la grafica se desprende que con 80 mg de resina se produce la

maxima absorbancia. Esta masa contiene una concentracién de ligando
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suficiente para fijar completamente el analito presente en solucién y a la vez

cubrir el paso 6ptico del haz de luz.

5.4.9. Influencia del Tiempo de Agitacion

Para determinar el tiempo minimo a partir del cual se alcanza la sefal
maxima, se repitid la determinacion de Hg(ll) en muestras de igual
concentracion pero sometidas a diferentes tiempos de agitacion.

Para este estudio se colocaron en tubos plasticos de centrifuga con tapa
a rosca, volumen necesario de solucion estandar de Hg(ll) para alcanzar 50
ppb Hg(ll), a cada uno de los tubos se les adicion6 a continuacién 0,5 mL de
Tritdbn X-100 5% v/v y 1 mL de solucién buffer y se llevo a un volumen final de
50 mL con agua bidestilada. Finalmente se afadieron 80 mg de R-DFC, y se
agitaron segun los distintos tiempos ensayados, por ultimo se midié la
absorbancia frente al blanco respectivo, una vez empaquetada la resina. Los

valores obtenidos se representan graficamente en la Figura 5.15.
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Fig. N°5.15.: Influencia del Tiempo de Agitacion

Los resultados obtenidos son similares a los correspondientes a la

determinacion de Se(lV) con RB, por lo que se puede afirmar que para que se
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forme correctamente el complejo del Hg(ll) con DFC fijado a la resina Dowex

1X8, se necesita agitar al menos por 20 minutos en agitador rotatorio.

5.4.10. Estabilidad del Complejo

En todos los ensayos en un tubo de plastico para centrifuga, se tomaron
50 mL de solucion conteniendo 50 ppb de Hg(ll) y se le adicionaron en el orden
siguiente: 0,5 mL Tritébn X-100 5% v/iv y 1 mL de buffer. Seguidamente se
afadieron 80 mg de R-DFC, se agité durante 20 minutos, luego se empaqueté
en la celda la resina y se midi6 la absorbancia neta a distintos tiempos, frente al

blanco, a la longitud de onda seleccionada (Figura 5.16.) .
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Fig. N°5.16.: Estabilidad del Complejo

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede afirmar que el complejo
alcanza la estabilidad maxima a los 20 minutos y continua siendo estable (al
menos durante 2 horas), lo cual representa una gran ventaja a la hora de

realizar las mediciones de absorbancia neta.

5.4.11. Seleccion de Longitud de Onda del Complejo
Para este estudio se colocaron en tubos plasticos de centrifuga con tapa

a rosca 50 ppb de Hg(ll), a cada uno de los tubos se les adicioné a
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continuacion 0,5 mL de Triton X-100 5% v/v y 1 mL de solucion buffer y se llevd
a un volumen final de 50 mL con agua bidestilada. Finalmente se afiadieron 80
mg de R-DFC. El mismo procedimiento se realizé para el blanco de reactivo sin
el agregado de la solucion estandar de mercurio.

Al cabo de un tiempo de reaccion de 20 minutos (desarrollo), se realizo
el barrido espectral detectandose el maximo de absorbancia a una longitud de
onda de 540 nm, siguiendo la metodologia utilizada para la medicion de

absorbancias en fase sélida®™® (Figura 5.17.) .
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Fig. N°5.17.: Espectro del Blanco de Reactivos y d e la Soluciéon Conteniendo el Analito

5.4.12. Curva de Calibracion

La resina funcionalizada se hizo reaccionar con soluciones que
contenian distintas concentraciones de mercurio y 0,5 mL de Tritdn X-100 5%
v/v, manteniendo el pH apropiado para la formacién del complejo con un buffer
KHPO4/KH,PO,, Las mezclas se agitaron mecanicamente durante 20 minutos,
se centrifugaron luego de 1 minuto, separando el sobrenadadante con ayuda
de un cuentagotas. Finalmente se empaquetd la resina con el complejo
coloreado en cubetas de cuarzo de 1 mm de paso Optico y se leyo utilizando un
espectrofotometro UV-Vis a 540 nm. El mismo procedimiento se aplico al

blanco de reactivo, sin el agregado de la solucién de mercurio.
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Se realizé una curva de calibracién, a la longitud de onda seleccionada

tal como revela la Figura 5.18.
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Fig. N°5.18.: Curva de Calibracion

Los parametros analiticos obtenidos pueden observarse en la Tabla 5.8.

Tabla 5.8. Parametros Analiticos para la Determinacion de Hg(ll)

Pendiente ( ug L'l)

0,0084

Rango Lineal ( pg L™)

5,00 — 100,00

Coeficiente de Correlacion (

r)

0,9845

5.4.13. Resumen de las Condiciones Seleccionadas para la Determinacion de

Hg(ll)

A continuacion se describen

determinacion de Hg(ll) (Tabla 5.9.).

las condiciones Optimas para la
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Tabla 5.9. Condiciones para la Determinacion de Hg(ll) por EFS

A (nm) 540
Volumen de Muestra (mL) 50
Soporte Solido Dowex 1X8
Masa de Resina (mg) 80
pH de Trabajo 7
Buffer Seleccionado KHPO,KH,PO,
Tiempo de Agitacién (minutos) 20
Volumen de Tritén X-100 (mL) 0,5

5.4.14. Resumen del Método Propuesto

Se colocan en tubos plasticos de centrifuga con tapa a rosca la solucién
de Hg(ll) a determinar, y se adicionan en orden: 0,5 mL de Tritébn X-100 5% v/v
y 1 mL de solucién buffer KHPO4/KH,PO,4. Se lleva a volumen final de 50 mL
en matraz aforado y seguidamente se afiade 80 mg de resina funcionalizada
con el reactivo Rodamina B.

La mezcla se agita mecanicamente durante 20 minutos, se centrifuga
luego de 1 minuto, separando el sobrenadadante con ayuda de un
cuentagotas. Finalmente se empaqueta la resina con el complejo coloreado en
cubetas de cuarzo de 1 mm de paso o6ptico y se lee utilizando un
espectrofotometro UV-Vis a 540 nm.

5.4.15. Colorimetria Visual (Semicuantitativa) de Hg(ll)

El hecho de disponer de técnicas sencillas y confiables para la
cuantificacion de Hg(ll) en diversas matrices, es importante a la hora de
proponer y disefar sistemas de monitoreo (frecuentemente in-situ) en regiones
que por su situacion geografica o politica se encuentran distantes de los

centros o laboratorios de referencia. En este contexto adquieren relevancia las
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técnicas colorimétricas semi-cuantitativas que pueden realizarse en ausencia
de instrumental por la simple observacién de productos coloreados a ojo

17181920 que a pesar de su baja sensibilidad

desnudo (naked-eye techniques)
brindan informacién relevante e inmediata sobre la situacion al momento de ser
realizados los ensayos quimicos.
El procedimiento aplicado es el mismo que para la espectrofotometria.
Como puede observarse en la Figura 5.19., la intensidad del color de la
resina funcionalizada depende de la concentracion de Hg(ll) en las soluciones

de la muestra (concentracion del complejo ad/absorbido).

Fig. N°5.19.: Complejo Hg(Il)-DFC absorbido. De iz quierda a derecha: blanco de reactivo,
concentracion de Hg de 30, 60 y 100 ppb, respectivamente

Esto cobra importancia a la hora de realizar el andlisis semi-cuantitativo
rapido o simplemente cuando no se posee los insumos necesarios para la
determinacién espectrofotométrica. En estos casos puede recurrirse a las
técnicas "naked eyes", las cuales han tomado relevancia en los ultimos

21,22,23

tiempos , proporcionandose asi un método de bajo costo de deteccion

simple y veloz.
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Validacion y Aplicacion del Método

CAPITULO VI

6.1. Validacion

Un procedimiento debe ser validado en mayor o menor extension
cuando:

» Se desarrolla un método nuevo para resolver un problema particular.

» Un método establecido se modifica para incorporar mejoras o
extenderlo a un nuevo problema.

» ElI control de calidad indica que un método establecido esta
cambiando con el tiempo.

» Un meétodo establecido se usa en un laboratorio diferente, o con
diferentes analistas o instrumentacion.

» Se pretende demostrar la equivalencia entre dos métodos, uno nuevo

y uno estandar”.

6.2. Parametros Analiticos para la Determinaciond e Se(IV)

6.2.1. Linealidad

Se define como la relacion lineal entre la sefial y la concentracion del
analito. Para los métodos cuantitativos es necesario conocer el rango de
concentraciones del analito o valores de la propiedad en que se basa el método
sobre el cual el mismo puede ser aplicado.

Para determinar el intervalo de concentraciones en el que se cumple la
Ley de Beer, se construyo la curva de calibracion (Figura 6.1.) a partir de una
serie de soluciones patrones de distintas concentraciones de Se. El ensayo se
realizo por triplicado.

Como puede observarse en el grafico la linealidad se mantiene hasta
una concentracién aproximada de 100 pg L™ de Se. Con un valor de r > 0,99 y
una pendiente de 0,0078 pg L™, se puede decir que el método es aceptable y

con buena sensibilidad en éstas concentraciones.

-108-



Capitulo VI

0,9
0,8 -
0,7
0,6
0,5

0.4 7 y=0,0078x
03 - RZ=0,9975

Absorbancia

0,2

0 T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100 120

Se(IV) (ppb)

Fig. N°6.1.: Curva de Calibracion

6.2.2. Limite de Deteccidn y Limite de Cuantificacion

Para el calculo del limite de deteccidn y cuantificacion se prepararon tres
curvas de calibracion, obteniéndose la desviacion estandar y el promedio de las
pendientes®?,

La posibilidad de detectar un cierto parametro en una muestra depende
del método recomendado, la calibracion del método y del equipo verificado.

Se define al limite de deteccién como la minima cantidad de analito en
una muestra que puede ser detectada por una Unica medicién, con un nivel de
confianza determinado; pero no necesariamente cuantificada con un valor
exacto. Se la expresa como concentracion del analito y se determina mediante
anélisis de muestras con cantidades o concentraciones conocidas del analito®.

Aungue se trata de un término muy polémico y existen diversas
denominaciones para el mismo: ISO “minima concentracion neta detectable”,
IUPAC “minimo detectable valor verdadero”, para los fines de la validacién es
suficiente una indicacion del nivel a partir del cual la deteccidon se vuelve
problematica, para ello el valor del “blanco + 3,3 s” es una medida apropiada’.

El limite de deteccion para una magnitud, es el valor minimo de la misma
gue puede afirmarse que es distinto de cero. En nuestro caso la magnitud
medida es la absorbancia neta del analito, A. Denominaremos A, al limite de
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deteccion de esta magnitud, al cual corresponda la incertidumbre sobre el valor
de A cuando esta tiende a cero. Segun el caso A, es igual: a) al limite de
sensibilidad del aparato de medida; b) a la incertidumbre sobre los errores
sistematicos; o c) a la incertidumbre sobre la precision de los resultados.
Cuando A es igual a A_, es decir cuando el error absoluto sobre la
medida se iguala a la magnitud a determinar, entonces el valor obtenido

cumple:

OsAsA,+330

Ap: absorbancia media obtenida para el blanco.

o: desviacion estandar para el blanco.

Se admite entonces como limite de deteccién el valor:

AL=A,+3,30

El limite de deteccidon en términos de concentracion, c,, se obtendra

usando la funcién de calibrado:

ctL=(AL-Ap)/m=3,30/m

Donde m es la pendiente de la recta de calibrado.

Conforme la sefial medida (en nuestro caso la absorbancia neta, A)
crece por encima del limite de deteccién, crece la concentracion aparente del
analito. Como corolario, la region de cuantificacion debe estar claramente por
encima del limite de deteccion.

El limite de cuantificacion es la minima cantidad del analito en una

muestra que puede ser cuantitativamente determinada con exactitud
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aceptable®. Otras convenciones lo definen como la concentracién de analito
correspondiente a un valor del blanco + 5, 6 6 10 desviaciones estandar de la
media del blanco. Se denomina a veces también limite de determinacion®.

Es un parametro del andlisis cuantitativo para niveles bajos de
compuestos en matrices de muestra y se usa particularmente para la
determinacién de concentracion del analito. Se expresa como concentracion
del analito.

Se admite asi la siguiente definicion:
/\Q =Ap+100

Aq: absorbancia correspondiente al limite de cuantificacion.
Ay: absorbancia del blanco.

o: desviacion estandar para el blanco.

El limite de cuantificacion en términos de concentracion, cq, se obtendra

a partir de la funcion de calibrado:

Co=(Ag-Ap)/m=100/m

Donde m es la pendiente de la recta de calibrado.

Los valores obtenidos pueden observarse en la Tabla 6.1.

Tabla 6.1. LD y LC para la Determinacion de Se(lV)

Pendiente (pg L™) 0,0078
Desviacion Estandar 0,005
Limite de Deteccion ( pg L™) 1,9

Limite de Cuantificacion ( pgL™) | 6,4
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6.2.3. Precision

Para la evaluacion de la precision del método se calcul6 el porcentaje de

la desviacion estandar relativa de la estimacion de las medias de dos muestras

replicadas 3 veces (Tabla 6.2.).

La precision hace referencia a la distribucion de los valores obtenidos de

mediciones repetidas alrededor de un valor. Es el grado de concordancia entre

ensayos independientes obtenidos bajo condiciones estipuladas® . Mayor sera

la precision cuanto menor sea la dispersion de los valores obtenidos. Se

expresa matematicamente como

la desviacion estandar relativa (RSD)

expresada en porcentaje, y es una relacion entre la desviacién estandar y la

media. Sus unidades son las mismas que las de la magnitud a medir.

%RSD = (s /% ) * 100

Tabla 6.2. Precisién del Método. Repetitividad de Resultados

Réplicas (Absorbancia)

Dia Soluciones X S %RSD
1 2 3
Sl 0,135 0,134 0,136 0,135 1,00-10° 0,7
. [20 pg L™ Se (1V)] : : : : : :
S2 3
[100 g L1 se (V)] 0,799 0,803 0,798 0,800 2,65-10 0,3
S1 3
, 20 1g L Se V)] 0,134 0,135 0,133 0,134 1,00-10 0,7
S2 3
[100 g L1 se (V)] 0,800 0,805 0,802 0,802 2,52-10 0,3
S1 3
, 20 1g Lt Se V)] 0,136 0,137 0,138 0,137 1,00-10 0,7
S2 0,797 0,799 0,803 0,800 3,06-10° 0,4

[100 pg L™ Se (1IV)]

6.2.4. Reproducibilidad y Repetitividad

La precision evalla la dispersion de los resultados de una muestra

analizada bajo las mismas condiciones, y esta puede estudiarse con diferentes

parametros, como reproducibilidad’ y repetitividad®.
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Segun ISO la repetitividad es la dispersién de resultados de ensayos
mutuamente independientes utilizando el mismo método aplicado a alicuotas
de la misma muestra en el mismo laboratorio, por el mismo operario, usando el
mismo equipamiento en un intervalo corto de tiempo®.

La comparacion de la dispersion de los resultados obtenidos durante un
mismo dia, bajo condiciones similares, permite hablar de la repetitividad. Esta
es aceptable para ambas muestras, pues la desviacion estandar relativa en
todos los casos es pequefia (Tabla 6.2.).

Reproducibilidad es el grado de concordancia entre los resultados de
mediciones del mismo mensurando efectuadas bajo condiciones de medicion
modificadas. Es el caso que se presenta al realizar diversas réplicas en
diversos dias cambiando instrumento, analista e incluso el laboratorio®.

La comparacion de la dispersion de los resultados obtenidos en
diferentes fechas sobre la misma muestra permite hablar de reproducibilidad.

La Tabla 6.3. muestra que los resultados obtenidos se reproducen con baja

dispersion.
Tabla 6.3. Reproducibilidad de Resultados
Dias
Soluciones X S %RSD
1 2 3
St 0,1350 0,1340 0,1370 0,135 1,53-10° 11
[20 pg L™ Se (1V)] ' : : : : '
S2 3
[100 ug L™ Se (V)] 0,8000 0,8023 0,7997 0,801 1,42-10 0,2

6.2.5. Estudio de Interferencias

La selectividad suele ser el término mas apropiado para definir el grado
en que un procedimiento puede determinar un analito en particular dentro de
una mezcla compleja sin interferencia de los otros componentes de la mezcla®.
La selectividad se evalla de forma practica estudiando las interferencias de

mayor potencialidad a partir del conocimiento de la composicién promedio de la
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matriz de las muestras a analizar, las referencias al respecto y la propia
experiencia del analista.

Una vez realizados los estudios necesarios para establecer las
condiciones Optimas para la determinacion del Se(lV), basados en la fijacion y
medicion directa de la absorbancia en la fase solida del complejo, se realiza el
estudio de las posibles interferencias producidas por la presencia de distintas
concentraciones de iones extrafios. Se seleccionaron como posibles
interferentes, aquellas especies que frecuentemente reaccionan con el reactivo
cromogenico.

Para este estudio se tomaron 50 mL de solucién estandar de 10 mg L™
de Se(lV) y luego se trabajé en las condiciones Optimas previamente
determinadas en presencia de los iones extrafios. Para ello, se afiadieron
cantidades variables de ion extrafio cuyo efecto se quiere ensayar. Se acepta
como limite de tolerancia para la especie extrafia, la concentracién de ésta que
origina un error relativo en la medida mayor al 5%. No se consideran por tanto
interferentes, aquellas concentraciones de especie extrafia que producen un
error relativo igual o menor al mencionado limite. Los limites de tolerancia del

analito para las diferentes especies ensayadas aparecen en la Tabla 6.4.

Tabla 6.4. Efectos de lones Extrafios en la Determinacion de Se(lV) por EFS

Especie Extrafia Nivel de Tolerancia (mgL ™)
Na(l), K(1), CI(1), NOs (1) 10,0
Ca(ll), PO, (Il 5,0
Ag(l), Pb(Il), Cu(ll), Hg(ll) 1,0
As(Ill), Cr(llt), Br(l) 0,9
Ni(l1), 105(1) 0,5
Mn(ll), Cd(ll), Co(ll), S406”(I1) 0,2
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6.3. Aplicacion del Método

6.3.1. Obtencion de Muestras

Se trabajé con hojas de 3 muestras foliares provistas por el Herbario de
la Universidad Nacional de San Luis. Las mismas se identifican como: Melissa
officinalis (UNSL - H # 830); Tilia x moltkei (UNSL - H # 832), y Valeriana
officinalis (UNSL - H # 831).

6.3.2. Tratamiento de Muestras

Se procedié al lavado de las muestras, primero con agua corriente y
posteriormente con agua desionizada. Se seco el vegetal con papel absorbente
para eliminar el agua; se cortd en trozos pequefios y se seco en horno a 65T.
Se moli6 la muestra foliar y se tamizé tomando fracciones con tamafo de
particula menores a 100 pum.

Se peso 1,0 g de muestra foliar molida y seca, se adiciondé una mezcla
acida constituida por: 16 mL de HNOg(a) 65%, 2 mL de HClO4(ag) 70% y 2 mL
de HySO4p 98% y se dejo reposar durante toda la noche a temperatura
ambiente. Al siguiente dia, la muestra fue calentada durante 3 horas primero a
120 y elevandose luego la temperatura a 220C has ta que el volumen de
solucion final fue de 3 mL. La muestra digerida se dej6é enfriar durante toda la
noche. Al siguiente dia se adicion6 10 mL de HCle) 12% y la mezcla se calent6
durante 20 minutos a 120<C, con la finalidad de red ucir el Se(VI) a Se(lV). Se
dej6 enfriar y se filtré con papel de filtro Whatman 40. Por ultimo, se transfirié a

un matraz de 100 mL y se enras6 con agua bidestilada.

6.3.3. Procedimiento

En tubos plasticos de 50 mL con tapa a rosca se colocaron alicuotas del
filtrado y a cada tubo se le adicioné 1 mL HCle) 6 mol L™, 2 mL de Kl 1 mol
L. Se dejaron reposar los tubos por 15 minutos y se agregé a cada uno 0,5
mL Tritén X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de soluciéon de RB 2x10° mol L. Se

llevaron a volumen final de 50 mL con agua bidestilada y seguidamente se
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afiadieron 70 mg de resina. Las mezclas se agitaron mecanicamente durante
20 minutos, posteriormente se centrifugaron a 2500 rpm por 1 minuto,
separando el sobrenadadante con ayuda de un cuentagotas. Finalmente se
empaquetd la resina con el complejo coloreado en cubetas de cuarzo de 1 mm
de paso optico y se leyo utilizando un espectrofotdometro UV-Vis a 560 nm. El
mismo procedimiento se aplicé al blanco de reactivo, sin el agregado de la
muestra. La cuantificacion se realiz6 por comparacién con respecto a una curva

de calibrado con diferentes patrones a la longitud de onda seleccionada.

6.3.4. Determinacién de Selenio
Con el objeto de validar los resultados obtenidos, se realiz6 el ensayo de
recuperacion de Se en distintas muestras de origen vegetal. Para las

determinaciones se trabajé mediante la técnica de adicién estandar'®**

para
compensar los efectos de la matriz, dopando a las muestras con
concentraciones conocidas de selenio.

La concentracion de Se(lV) obtenida se tomé como valor base. Luego,
se adicionaron a la muestra cantidades crecientes de Se(lV) y sus
concentraciones fueron determinadas por el mismo método. Las
recuperaciones van desde un 98% a 104% (n=5), mientras que no se
encuentran interferencias presentes en la determinacion de selenio. Los

resultados se muestran en la Tabla 6.5.

Tabla 6.5. Aplicacion Analitica del Método

Muestras Valor Base Se(IV) Adicionado Se(IV) Encontrado % Recuperacién*
[ug L] [ug L] [ug L]
52,6 +0,1 0,0 52,6 +0,1 100,0
Tilia 52,6 5.0 57,5+ 0.4 98,0
moltkei

52,6 20,0 73,0+ 0,5 102,0

) 20,2+0,2 0,0 20,2+0,2 100,0
Valeriana
officinalis

20,2 5,0 25,2+0,6 100,0
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202 20,0 41,0401 104,0

631+04 0.0 631+04 1000

Melissa 63,1 50 68,0 +0,3 98,0
officinalis

63.1 20,0 82,0+08 99.0

* 100 x [(Se(IV) encontrado — Se(1V) base)/ Se(IV) adicionado]

Finalmente para determinar la fiabilidad del método, se realiz6 la

determinacion de la concentracion de Se(lV) por EFS contrastando los valores

con uno de los métodos estandar como es el plasma de acoplamiento inductivo

junto a un espectrofotometro de emision optico (ICP-OES). Los resultados de la

Tabla 6.6. corresponden a valores promedios de 5 determinaciones.

Tabla 6.6. Comparacion entre las Concentraciones de Se realizadas por EFS y ICP-OES

Se puede observar que la concentracion

Concentracion [ pg g™

Muestras de Hojas
EFS ICP-OES
Tilia moltkei 05+04 0,6 +0,2
Valeriana officinalis 0,3+0,2 0,4+0,2
Melissa officinalis 0,6 +£0,3 0,6+0,4

encontrada mediante este

método no difiere mucho de la obtenida mediante el ICP-OES, con lo que el

método propuesto puede considerarse aceptable para la determinacion de

selenio.
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6.4. Parametros Analiticos para la Determinaciond e Hg(ll)

6.4.1. Linealidad

Se construyo la curva de calibracion (Figura 6.2.) a partir de una serie
de soluciones patrones de distintas concentraciones de Hg. El ensayo se
realizo por triplicado.

Como puede observarse en el grafico la linealidad se mantiene hasta
una concentracién aproximada de 100 pg L™* de Hg. Con una pendiente de
0,0084 pg L, se puede decir que el método posee buena sensibilidad en éstas

concentraciones.

0,9

0,8

Absorbancia
(=]
(=]
®

0,5
y =0,0084x

04 - R?=0,9927

0,3

0 T T T T T 1
0] 20 40 60 80 100 120

Hg(II) (ppb)

Fig. N°6.2.: Curva de Calibracion

6.4.2. Limite de Deteccién y Limite de Cuantificaciéon

Mediante el andlisis estadistico se calcularon el limite de deteccion y de
cuantificacion, siguiendo los criterios explicados en la determinacion de Se(1V)
(seccion 6.2.2.).

Los valores obtenidos pueden observarse en la Tabla 6.7..
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Tabla 6.7. LDy LC para la Determinacion de Hg(ll)

Pendiente (pg L™) 0,0084
Desviacion Estandar 0,011
Limite de Deteccion ( pg L™) 3,9

Limite de Cuantificacion ( pgL™) | 13,1

6.4.3. Precision

En la Tabla 6.8. se aprecian los valores obtenidos para el analisis de 2
muestras que contenian mercurio y que fueron analizadas por triplicado en 3
fechas distintas. Los valores de desviacion estandar relativa son bajos, por lo
que la variabilidad de los resultados no es muy alta.

Tabla 6.8. Precision del Método. Repetitividad de Resultados

Réplicas (Absorbancia)
Dia Soluciones X S %RSD
1 2 3
S1 0,289 0,290 0,291 0,290 1,00-10™ 0,3
L |30 Hg L™ Ho (0] ’ ’ ' ’ ' ’
S2 3
[80 ug L Hg (1] 0,695 0,693 0,696 0,694 1,54-10 0,2
S1 0,291 0,293 0,291 0,292 1,16:10° 0,4
, |_[30mg L™ Hg (] ’ ’ ' ’ ' ’
S2 3
[80 g Lt Hg (0] 0,692 0,690 0,694 0,692 2,00-10 0,3
S1 0,292 0,290 0,291 0,291 1,00-10° 0,3
, | [B0HgLTHgn | ™ ’ ' ' ' ’
S2 3
[80 g Lt Hg (0] 0,692 0,695 0,696 0,694 2,08:10 0,3

6.4.4. Reproducibilidad y Repetitividad
Por otro lado, en la Tabla 6.9. se pueden apreciar los resultados de la

evaluacion de la reproducibilidad del método.
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Al hacer esta comparacion se observan valores de desviacion estandar
relativa menores a 5%. La desviacion estandar relativa evalua la relacion entre
la concordancia de los resultados y un nivel de concentracion del analito. Se
puede concluir que el método propuesto proporciona una adecuada
repetitividad (Tabla 6.9.) y reproducibilidad en las medidas.

Tabla 6.9. Reproducibilidad de Resultados

Dias
Soluciones X S %RSD
1 2 3
Sl 0,2900 0,2917 0,2910 0,291 8,54-10™ 0,3
[30 pug L™ Hg (I1)] ' ’ ’ ' ’ '
S2 3
[80 g Lt Hg (1] 0,6945 0,6920 0,6943 0,694 1,39-10 0,2

6.4.5. Estudio de Interferencias

Los analitos mas importantes que pueden interferir, son iones tales como
Cr(VI1), Fe(lll) y Pb(ll). EI cromo hexavalente practicamente no reacciona para
formar color con el reactivo al pH especificado. De hacerlo, la intensidad es
mucho mas baja que para el mercurio con lo cual es despreciable la
interferencia que puede ocasionar. El hierro y el plomo pueden reaccionar con
la resina funcionalizada, pero si se mide la absorbancia a la longitud de onda
apropiada (540 nm), el error relativo introducido es inferior a £5%, con lo cual el

efecto sobre la medida se considera despreciable.

6.5. Aplicacion del Método

6.5.1. Recoleccion y Conservacion de Muestras

Durante la pesquisa de metales pesados en el medio ambiente y para
evitar contaminaciones y errores de matriz el proceso de la toma de muestra se
requieren precauciones especiales para que la muestra mantenga las mismas
caracteristicas que tenia en su lugar de procedencia. Se deben emplear

recipientes de polietileno y procedimientos adecuados evitando toda
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contaminacion accidental desde la obtencion y el posterior transporte al
laboratorio, siguiendo procedimientos de extraccibn y  conservacion en
condiciones estandarizadas.

La toma del agua se realiza en recipientes de polietileno de alta
densidad, lavados en el laboratorio con acido nitrico diluido y tres veces con el

agua objeto a muestrear'*®3,

Las muestras de aguas empleadas en los
distintos analisis han sido: agua corriente y aguas de perforaciones de
Corrientes.

Una vez obtenidas las muestras se acidifican inmediatamente con 1,5
mL de HNO; por cada litro de muestra y se trasladan al laboratorio en
conservadoras en frio (4°C) para su posterior analisis, con objeto de evitar
posibles alteraciones quimicas de las mismas durante el tiempo que transcurre
entre la toma de muestra y su analisis. Una vez en el laboratorio se tratan con

la inmediatez posible™.

6.5.2. Tratamiento de Muestras
Las muestras se filtraron al vaci6 con una membrana de 0,20 pm
(Milipore) para eliminar las particulas en suspension y posteriormente se

conservaron en heladera a 4°C hasta su utilizacion.

6.5.3. Procedimiento

A una alicuota de la muestra se le adicioné 0,5 mL de Triton X-100 5%
v/v, manteniendo el pH apropiado para la formacién del complejo con 1 mL de
solucion buffer KHPO4/KH,PO, y finalmente se agregé 80 mg de R-DFC. La
mezcla se agitdé mecanicamente durante 20 minutos, se centrifugé a 2500 rpm
por 1 minuto, separando el sobrenadadante con ayuda de un cuentagotas.
Finalmente se empaqueto la resina con el complejo coloreado en cubetas de
cuarzo de 1 mm de paso Optico y se leyo utilizando un espectrofotometro UV-
Vis a 540 nm. El mismo procedimiento se aplicé al blanco de reactivo, sin el
agregado de la muestra. La cuantificaciébn se realiz6 por comparacién con
respecto a una curva de calibrado con diferentes patrones a la longitud de onda

seleccionada.
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6.5.4. Determinacién de Mercurio

Para las determinaciones se trabajé mediante la técnica de adicion

estandar para compensar los efectos de la matriz, dopando a las muestras con

concentraciones conocidas de mercurio.

Con el objeto de validar los resultados obtenidos, se tomaron 500 mL de

muestra y se la dividio en 10 porciones iguales de 50 mL cada una. El método

propuesto se aplicé a 5 alicuotas y la concentracién de Hg(ll) obtenida se tomé

como valor base. Luego cantidades crecientes de Hg(ll) fueron adicionadas a

las otras alicuotas de la muestra y sus concentraciones determinadas por el

mismo método.

Los resultados obtenidos pueden visualizarse en la Tabla 6.10. No se

detectd la presencia de Hg(ll) en el agua potable.

Tabla 6.10. Aplicacion Analitica del Método

Alicuotas V?E@: IE(_a\l]se Hg(II)[ﬁgiEi_cl)]nado Hg(II)[igclf)_T]trado % Recuperacion*
1 42+0,1 0,0 4,2 100,0
2 4,2 6,0 10,1 98,3
3 4,2 10,0 14,1 99,0
4 4,2 20,0 24,3 100,5
5 4,2 30,0 34,0 99,3

* 100 x [(Hg(ll) encontrado — Hg(Il) base)/ Hg(ll) adicionado]

Finalmente para determinar la fiabilidad del método, se realizo la

determinacién de

espectroscopia de absorcion atdmica con vapor frio (CV-AAS).

la

la concentracion de Hg(ll) por EFS y aplicando

Los resultados de la Tabla 6.11. son el resultado de valores promedios

de 5 determinaciones.
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Tabla 6.11. Comparacion entre las Concentraciones de Hg realizadas por EFS y CV-AAS

Concentracion [ ug LY
Muestras
EFS CV-AAS
1 2,5+0,6 2,6+0,2
2 3,6+0,4 3,0£0,2
3 8,4+0,3 8,2+0,1

Se puede observar que la concentracion encontrada mediante este
meétodo no difiere mucho de la obtenida mediante el CV-AAS, con lo que el
método propuesto puede considerarse aceptable para la determinacion de

mercurio.
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CAPITULO VII

7.1. Propoésitos

Como se ha mencionado anteriormente, los métodos analiticos
instrumentales para la determinacibn de selenio y mercurio en bajas
concentraciones en muestras de interés ambiental presentan como principal
desventaja el elevado costo.

Esto justifica la necesidad de contar con métodos analiticos sencillos y
confiables para la determinacion de estos elementos. La técnica de
espectrofotometria en fase sélida asocia la sensibilidad de las reacciones, con
la selectividad, la rapidez y confiabilidad para su aplicacion a muestras de
interés ambiental con bajo costo y facil acceso.

7.2. Conclusiones

Del analisis de las metodologias desarrolladas en este trabajo de tesis,
es posible llegar a una serie de aportes, detalles de las metodologias
desarrolladas que han sido expuestos en las correspondientes secciones. A

modo de resumen se exponen a continuacion.

7.2.1. Determinacién de Selenio por Espectrofotometria en Fase Soélida

El Se(lV) oxida en medio fuertemente acido al anién yoduro,
obteniéndose el complejo triyoduro en solucién acuosa, el cual posteriormente
forma un complejo iénico coloreado, menos soluble, con la Rodamina B, el cual
se fija a la resina y se determina espectrofotométricamente a 560 nm.

El reactivo seleccionado para la determinacion de Se(lV) fue la
Rodamina B, atendiendo a la marcada sensibilidad que se logra, su facil
accesibilidad y que tanto sus soluciones como los complejos que forma
presentan una marcada estabilidad.

Por ser la Rodamina B y el complejo formado, escasamente solubles en

agua, se incorpora un agente tensoactivo. Los mejores resultados se
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alcanzaron cuando se utilizd un tensoactivo no iénico, Tritbn X-100, en una
concentracion del orden de 0,05% v/v.

Las mejores condiciones de acidez, se observaron en el intervalo
comprendido para valores de pH entre 1,60 y 2,10. Se evaluaron diferentes
acidos que permitieron alcanzar el valor de pH mencionado. Los mejores
resultados se obtuvieron con 1mL de acido clorhidrico 6 mol L™,

El orden de adicion de reactivos debe guardar la siguiente secuencia.

HC|(aC) + Kl(ac) + Tritén X-lOO(ac) + RB(SV)

En la espectrofotometria en fase solida el primer objetivo que se plantea
es la elecciéon del soporte adecuado sobre el que se fija el compuesto en
estudio. Luego de ensayar diferentes soportes soélidos, se eligido el soporte
anionico Dowex 1X8, dado que se alcanzaron fijaciones rapidas y completas,
del par i6nico previamente formado.

Se optimizaron en forma simultanea, mediante la aplicacién del método
de Box-Behnken la concentracion de Rodamina B, volumen de Triton X-100 y
solucion de Yoduro de potasio. Los valores Optimos calculados son los
siguientes: [RB] = 2,08x10 mol L™, volumen de Tritén X-100 al 5% v/v = 0,47
mL y volumen de KI 1 mol L*.= 2,18 mL.

La cantidad de resina que proporciona una maxima absorbancia en este
sensor es 0,0700 g, siendo una cantidad facilmente transferible con gotero. Se
establecio que un tiempo de agitacion de 20 minutos es suficiente para
alcanzar el maximo de absorbancia. La intensidad de la coloracién de los
complejos fijados a la resina no manifiesta modificaciones al menos durante 2
horas.

Luego se realiza la curva de calibracion. La grafica correspondiente a la
curva de calibracion fue lineal, con un coeficiente de correlacion de 0,9946 y
una sensibilidad de 0,0078 UAbs. La linealidad se mantuvo desde valores
cercanos al limite de deteccién y hasta al menos 100 pg L™. el valor del limite
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de deteccion obtenido para 50 mL de muestra de una solucion de Se(lV) en las

condiciones anteriormente especificadas fue de 1,92 pg L™

7.2.2. Validacion y Aplicacion del Método para la Determinacion de Selenio

El método se aplicé a hojas de 3 muestras foliares: Melissa officinalis,
Tilia x moltkei, y Valeriana officinalis.

Se recomienda el lavado de las muestras, primero con agua corriente y
posteriormente con agua desionizada. Cortar la muestra vegetal en trozos
pequefios y secar en horno a 65C. Moler y pesar 1,0 g de muestra foliar y
adicionar a continuacion una mezcla éacida constituida por HNO3zu, 65%,
HClOu4@aey 70% y HSOsp 98%. Dejar reposar durante toda la noche a
temperatura ambiente. Calentar posteriormente la mezcla durante 3 horas a
220 hasta que el volumen de solucién final sea de 3 mL. Dejar enfriar la
muestra digerida y adicionar HCla) 12% y calentar durante 20 minutos a
120, con la finalidad de reducir el Se(VI) a Se(l V). Enfriar, filtrar, transferir a
un matraz de 100 mL y enrasar con agua bidestilada.

En tubos plasticos de 50 mL con tapa a rosca se colocan alicuotas del
filtrado y a cada tubo se le adicionan 1 mL HCle) 6 mol L™, 2 mL de Kl 1 mol
L. Se dejan reposar los tubos durante 15 minutos y se agrega a cada uno 0,5
mL Tritén X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de solucién de RB 2x10 mol L™. Se llevan
a volumen final de 50 mL con agua bidestilada y seguidamente se afiaden 70
mg de resina. Las mezclas se agitan mecanicamente durante 20 minutos, se
centrifugan a 2500 rpm 1 minuto y se separa el sobrenadadante con ayuda de
un cuentagotas. Finalmente se empaqueta la resina con el complejo coloreado
en cubetas de cuarzo de 1 mm de paso Optico y se lee utilizando un
espectrofotometro UV-Vis a 560 nm.

La técnica propuesta es selectiva y especifica, presenta buena linealidad
en el rango de concentraciones estudiadas. En los ensayos de repetitividad y
reproducibilidad los resultados obtenidos muestran una baja dispersion,

exhibiendo la precision del método.
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Se realizo el estudio de posibles interferencias, donde se pudo observar
que la selectividad del método alcanzada para el Se(IV) es adecuada para su
aplicacion.

Finalmente para comprobar la fiabilidad del método propuesto se
compar6 el mismo con el ICP-OES, indicando los resultados un alto grado de

correlacion entre ambas determinaciones.

7.2.3. Determinacion de Mercurio por Espectrofotometria en Fase Solida

El Hg(ll) a partir de sus soluciones acuosas, reacciona con una resina
funcionalizada con difenilcarbazida, en presencia de un tensoactivo no-iénico
(Triton X-100), para formar un complejo de color azul violaceo que se desarrolla
completamente luego de 20 minutos de promovida la reaccién en medio
débilmente acido o neutro y se determina espectrofotométricamente a 540 nm.

El reactivo seleccionado para la determinacion de Hg(ll) fue la
Difenilcarbazida, atendiendo a la marcada sensibilidad que se logra, su facil
accesibilidad y que tanto sus soluciones como los complejos que forma
presentan una marcada estabilidad.

Las mejores condiciones de acidez, se observaron en el intervalo
comprendido para valores de pH cercanos a 7. Se evaluaron diferentes
soluciones reguladoras que permitieron alcanzar el valor de pH mencionado.
Los mejores resultados se obtuvieron con la utilizacion de 1 mL del buffer
KHPO4/KH,PO,.

Como en el caso del analisis del elemento selenio, luego de ensayar
diferentes soportes soélidos, se eligi6 como soporte a la resina aniénica Dowex
1X8, dado que se alcanzaron fijaciones rapidas y completas del complejo.

Se hizo necesario modificar el proceso para la realizacion de la
espectrofotometria en fase sélida. Se decidio fijar el reactivo a la resina
(funcionalizacion de la resina) para luego ponerla en una etapa subsiguiente en
contacto con soluciones que contengan el analito en una etapa subsiguiente.
Para la funcionalizacion de la resina se siguieron los siguientes pasos: Para
fijar el reactivo complejante a la resina, una vez realizados los estudios de la

concentracion optima de difenilcarbazida a utilizar (0,5 mg mL™), se toman 5 g
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de resina Dowex 1X8 y se adicionan 100 mL de solucién de difenilcarbazida en
acetona y se deja reposar durante 24 horas. Se separa la fase solida por
centrifugacion y se la lava con agua desionizada, varias veces. Por ultimo se la
deja secar en estufa a 40 °C y se la conserva en frascos de polietileno en
ausencia de la luz a temperatura ambiente.

Para mejorar el contacto de las soluciones problemas con la resina
funcionalizada se hizo necesario agregar una solucion de tensoactivo. El
tensoactivo seleccionado fue el Triton X-100 con una concentracién optimizada
del orden del 0,05% v/v.

La cantidad de resina a empaquetarse que proporciona una maxima
absorbancia en este sensor es de 0,0800 g, que es una cantidad facilmente
transferible con gotero. Se establecid que un tiempo de agitacion de 20 minutos
es suficiente para alcanzar el maximo de absorbancia. La intensidad de la
coloracion de los complejos fijados a la resina no manifiesta modificaciones al
menos durante 2 horas.

El orden de adicion de reactivos para la determinacion de Hg(ll) debe

guardar la siguiente secuencia:

Triton X-100 + Buffer (KHPO4/KH2PO,4) + R-DFC

Luego se realiza la curva de calibracion. La grafica obtenida de la curva
de calibracion fue lineal, con un coeficiente de correlacion de 0,9845 y una
sensibilidad de 0,0084 UAbs. La linealidad se mantuvo desde valores cercanos
al limite de deteccién y hasta al menos 100 pg L™. el valor del limite de
deteccion obtenido para 50 mL de muestra de una solucién de Se (IV) en las
condiciones anteriormente especificadas fue de 3,93 pg L™.

7.2.4. Validacién y Aplicacién del Método para la Determinacién de Mercurio
El método se aplic6 a muestras de agua.
Se recomienda que las muestras sean filtradas, conservadas con un

reactivo acido adecuado y a una temperatura de 4<C.
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A una alicuota de la muestra se le adiciona 0,5 mL de Triton X-100 5%
v/v, manteniendo el pH apropiado para la formacién del complejo con 1 mL de
solucién buffer KHPO4/KH,PO, y finalmente se agregan 80 mg de R-DFC. La
mezcla se agita mecanicamente durante 20 minutos, se centrifuga por 1 minuto
a 2500 rpm, separando el sobrenadadante con ayuda de un cuentagotas.
Finalmente se empaqueta la resina con el complejo coloreado en cubetas de
cuarzo de 1 mm de paso Optico y se lee utilizando un espectrofotbmetro UV-Vis
a 540 nm.

La técnica propuesta es selectiva y especifica, presenta buena linealidad
en el rango de concentraciones estudiadas. En los ensayos de repetitividad y
reproducibilidad los resultados obtenidos muestran una baja dispersion,
exhibiendo la precision del método.

Se realiz6 el estudio de posibles interferencias, donde se pudo observar
que la selectividad del método alcanzada para el Hg(ll) es adecuada para su
aplicacion.

Finalmente para comprobar la fiabilidad del método propuesto se
compard el mismo con la técnica CV-AAS, indicando los resultados un alto

grado de correlacion entre ambas determinaciones.

7.3. Conclusion Final

En este trabajo de tesis se consigue desarrollar métodos alternativos a
los instrumentales sofisticados (AA; ICP; etc.), usando la espectrofotometria
tradicional (UV_Visible) en la modalidad, fase sélida, para la cuantificacion de
selenio en muestras vegetales y mercurio en aguas, demostrando que es
adecuada y confiable para bajas concentraciones, muy util para laboratorios de
baja complejidad.

Entre las principales ventajas de la metodologia propuesta se
encuentran la sencillez y el bajo costo de los equipos y reactivos requeridos
(ademas de la adecuada sensibilidad), esto permite que sea de facil aplicacion

para el control y distribucién de elementos vestigios de importancia ambiental.
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Resumen de Tesis

RESUMEN

Se disefiaron métodos confiables de andlisis para la cuantificacion de
selenio en muestras vegetales y mercurio en agua, como alternativas viables a
dichos analisis en el laboratorio de investigacion. Las técnicas analiticas se
desarrollaron por espectrofotometria en fase soélida debido a su la sencillez la
rapidez del andlisis y el bajo costo de los equipos y reactivos requeridos
(ademas de la adecuada sensibilidad), esto permite que sea de facil aplicacién
para el control y distribucion de elementos vestigios de importancia ambiental.

Para la deteccion de selenio se empleo como reactivo cromogénico la
Rodamina B y la resina seleccionada fue Dowex 1X8. La reaccion entre ambas
especies se realizé en medio micelar con el surfactante no-iénico Triton X-100.
Se redujo el consumo de muestras y reactivos debido a que las reacciones
entre el analito y la rodamina B fue trabajada en bajos voliumenes, lo que
contribuye con ahorro econdmico y de disposicion de residuos.

En este caso, la reaccion entre analito y el reactivo tiene lugar en la
disolucién y posteriormente el producto de la reaccion se fija sobre el soporte
sélido. EI fundamento de la reaccidén de caracterizacion es la oxidacion del id6n
yoduro por el Se(IV) en medio fuertemente acido (brindado por el acido
clorhidrico) para obtener el complejo triyoduro el cual luego forma un complejo
ionico de color violeta con la rodamina B. ElI complejo triyoduro-rodamina B
resultante se determind espectrofotométricamente a 560 nm.

Las mejores condiciones de acidez, se observaron en el intervalo
comprendido para valores de pH entre 1,60 y 2,10. Se evaluaron diferentes
acidos que permitieron alcanzar el valor de pH mencionado. Los mejores
resultados se obtuvieron con 1 mL de &cido clorhidrico 6 mol L™.

Una vez seleccionado el pH y el orden de agregado de los reactivos, se
plante6 un modelo de optimizacibn multivariable para el estudio tres de las
variables que afectan la cuantificacion del analito: concentracién del reactivo

RB, volumen del tensoactivo no ionico Triton X-100 y volumen del reactivo
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yoduro de potasio, realizando un analisis de la varianza (ANOVA) para cada
una de las variables. El valor F obtenido fue de 92,51 implicando que el modelo
desarrollado era significativo. El valor predicho de R? de 0,9200 estuvo en
concordancia con el valor de R? ajustado de 0,9833.

El modelo calculado a partir del disefio de experimentos se optimizo
aplicando el disefio de Box-Behnken para encontrar el nivel de los factores
sobre el intervalo evaluado. De acuerdo al analisis realizado, el valor éptimo
para la concentracion de rodamina B fue de 2,08x10 mol L™, utilizando un
volumen de 0,47 mL de Triton X-100 y 2,18 mL de la solucion de yoduro de
potasio 1 mol L. Se realiz6 ademas la superficie de respuesta y el analisis de
residuos.

Se determin6 la cantidad minima de resina, el tiempo minimo de
agitacion y la estabilidad del complejo formado vy fijado a la resina. La masa de
resina a empaquetarse que proporcioné una maxima absorbancia en este
sensor fue 0,0700 g. Se establecié que un tiempo de agitacion de 20 minutos
era suficiente para alcanzar la sefial maxima. La intensidad de la coloracién de
los complejos fijados a la resina no manifesté modificaciones al menos durante
2 horas, intervalo suficiente para para realizar todas las operaciones
correspondientes a la espectrofotometria en fase sélida.

La confiabilidad de los resultados entregados por este método se
garantizé6 mediante un proceso de validacion. Los parametros empleados para
expresar esta confiabilidad fueron precision, rango lineal, limite de deteccion, y
limite de cuantificacion. El rango lineal obtenido fue de 1 a 100 ug L. El limite
de de deteccién fue 1,92 pg L™, mientras que el limite de cuantificacién fue
6,41 ug L. En los ensayos de repetitividad y reproducibilidad los resultados
obtenidos mostraron una baja dispersion, exhibiendo la precision del método.

Se realizo el estudio de posibles interferencias, donde se pudo observar
que la selectividad del método alcanzada para la determinacion del Se(lV) es

adecuada para su aplicacion.
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Finalmente para comprobar la fiabilidad del método propuesto se
contrasto con ICP-OES, indicando los resultados un alto grado de correlacion

entre ambas técnicas.

Para la deteccién de mercurio se empleo como reactivo cromogénico la
Difenilcarbazida y la resina seleccionada fue Dowex 1X8. Al igual que para la
determinacion de selenio, la reaccion se realiz6 en medio micelar con el
surfactante no-i6nico Triton X-100.

Aqui se procede a la fijacion irreversible del reactivo en el soporte solido
seguida por la reaccion con el analito, como una resina quelante. El
fundamento de la reaccion de caracterizacion se baso en que el Hg(ll), a partir
de sus soluciones acuosas, reacciona con la difenilcarbazida, en presencia de
un tensoactivo no-iénico (Tritdbn X-100), para formar un complejo de color azul
violaceo que se desarrolla completamente luego de 20 minutos de promovida la
reaccion en medio débilmente acido o neutro.

Para fijar el reactivo complejante a la resina, se determiné la
concentracion de la solucion de difenilcarbazida éptima, que fue de 0,5 mg mL™
y posteriormente se procedio a la funcionalizacion.

Las condiciones de pH se determinaron sobre la resina funcionalizada,
observandose que la maxima sefial se producia en valores de pH cercanos a 7.
Se evaluaron entonces diferentes soluciones reguladoras obteniéndose los
mejores resultados con la utilizacion de 1 mL del buffer KHPO4/KH,;PO,.

La masa de resina a empaquetarse que proporciond una maxima
absorbancia en este sensor fue 0,0800 g. Los valores encontrados para el
tiempo de agitacion y estabilidad del complejo fueron los mismos recogidos
para la determinacién de selenio.

La confiabilidad de los resultados entregados por este método se
garantiz6 mediante un proceso de validacion. El rango lineal obtenido fue de 5

a 100 ug L™. El limite de de deteccién fue 3,93 pg L™, mientras que el limite de

cuantificacion fue 13,09 pg L® En los ensayos de repetitividad y
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reproducibilidad los resultados obtenidos mostraron una baja dispersion,
exhibiendo la precision del método.

Se realiz6 el estudio de posibles interferencias, donde se pudo observar
que la selectividad del método alcanzada para la determinacién del Hg(ll) es
adecuada para su aplicacion.

Finalmente para comprobar la fiabilidad del método propuesto se
contrastd con CV-AAS, indicando los resultados un alto grado de correlacion

entre ambas técnicas.

Se concluydo que los meétodos desarrollados son una interesante
alternativa analitica para la determinacion de selenio (IV) y mercurio (Il) en

muestras de interés ambiental.
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