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PREFACIO

Esta tesis forma parte de los requisitos para optar al grado académico de Doctor en
Quimica de la Universidad Nacional del Nordeste y no ha sido presentada para la
obtencion de otro titulo en esta Universidad u otras. Contiene resultados obtenidos en
las investigaciones realizadas en la FACENA Catedra de Quimica Analitica,
Laboratorio Prof. Don Baldemar Turn y en el Area de Quimica Analitica “Dr. Carlos B.
Marone” de la Facultad de Quimica Bioquimica y Farmacia de la Universidad Nacional
de San Luis, bajo la direccion de los Doctores Eduardo Jorge Marchevsky y Francisco

Antonio Vazquez.

Biog. Roberto Gerardo Pellerano
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PROLOGO

En los ultimos afios se han reportado informaciones sobre los problemas
ambientales derivados de los elementos cadmio y plomo. La informacion se ha
focalizado principalmente en que la distribucion, movilidad y disponibilidad biologica
de los elementos quimicos no depende solamente de su concentracion total, sino que
depende de sus asociaciones fisicas y quimicas con el medio en el que se encuentra.
Luego un pequefio cambio en las condiciones ambientales, de origen natural o
antropogénico, provoca fuertes variaciones en la distribucion de un determinado
elemento variando asi su biodisponibilidad.

Las técnicas de separacion empleando filtracion a través de membrana, para
clasificar las especies quimicas entre las fracciones solubles e insolubles, y luego a
continuacion la extraccion en fase solida con resina tipo Silica C-18 capaz de retener la
fraccion soluble que se encuentra formando complejos de naturaleza variable con
sustancias de naturaleza hidrofoba, fueron introducidas para definir el fraccionamiento
operacional de los metales en aguas naturales.

El fraccionamiento quimico de Cd(Il) y Pb(Il) es de interés practico porque
permite obtener informacion sobre las distintas formas de union en las cuales los
metales pesados aparecen asociados a las fracciones quimicas componentes de matrices
naturales, dado que tal informacion es relevante para estudios llevados a cabo para
investigar la distribucion, movilidad y disponibilidad bioldgica de los metales a nivel de
vestigios en la biosfera. La justificacion que sostiene el método reside en el grado de
selectividad que algunos métodos separativos pueden exhibir respecto de fases y formas
de enlace especificas de los elementos. Por otro lado, los métodos de extraccion en fase
solida pueden presentar cierta falta de especificidad para retener exclusivamente la
fraccion deseada y los resultados pueden discrepar de acuerdo a las condiciones
experimentales seleccionadas. Al ser necesario alcanzar altas selectividades y
sensibilidades en el andlisis de las fracciones que usualmente contienen relativamente
elevadas concentraciones de los componentes de la matriz, los protocolos de
fraccionamiento se benefician con las técnicas de determinacién por espectrometria
atomica. Sin embargo éstas técnicas presentan como principal desventaja el elevado

costo, desde el punto de vista no solo de la operacion sino también de la instalacion de



los instrumentos necesarios, convirtiendo a los estudios de especiacion en andlisis
reservados para laboratorios de mediana o elevada complejidad. Esto justifica la
necesidad de desarrollar métodos aptos y de bajo costo para la determinacioén de éstos
elementos a nivel de vestigios, que asocien a un elevado grado de sensibilidad, un grado
de selectividad suficiente, tal que permita obviar el efecto interferente de los
concomitantes mas comunes en las muestras de interés. Este trabajo se propone el
objetivo de realizar fraccionamiento quimico de Cd(Il) y Pb(II) en aguas del Rio Parana
en inmediaciones de la ciudad de Corrientes, con determinacion de éstos metales por
espectrofotometria en fase sélida (SPS) a nivel de vestigios.

La metodologia desarrollada ha demostrado ser adecuada y confiable para la
determinacion de la concentracion de estos metales en las diferentes fracciones,
presentando como principales ventajas la sencillez y el bajo costo de aplicacion,
simultaneamente se utilizd como método de contraste el ICP-OES. Se empled la
comparacion de las concentraciones metalicas totales con la suma de las
concentraciones asociadas a las fracciones individuales para evaluar las posibles
contaminaciones o pérdidas de analitos. Los balances de masa mostraron buenas
concordancias. Por ultimo resulta importante destacar que no se encontraron
antecedentes bibliograficos hasta el presente que se refieran al fraccionamiento quimico
con aplicacion de la espectrofotometria en fase sélida y tampoco se encuentran
antecedentes de estudios de fraccionamiento quimico de Cd(II) y Pb(II) en aguas de este

rio en zonas cercanas a la toma de muestra.
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RESUMEN

INTRODUCCION

La quimica mediante los grandes avances de las técnicas analiticas, ha introducido el
término especiacion quimica para referirse a la clasificacion y cuantificacion de las diferentes
formas en las que se puede encontrar un mismo elemento en un sistema quimico determinado.

No existe una sola definicion para la especiacion quimica.

DEFINICION DE ESPECIACION QUIMICA.

En una revision realizada por el IUPAC, se define al término especiacion quimica
como ‘el proceso por el cual se pone en evidencia la forma atdémica o molecular de un
analito”. La validez de esta definicion puede acomodarse a componentes que se encuentran en
forma de complejo organico. En el tltimo caso, se toma a la determinacion de complejos con
sus combinaciones moleculares especificas con un elemento y los diferentes estados de

oxidacion de un atomo.

ESPECTROFOTOMETRIA EN FASE SOLIDA

La Espectrofotometria en Fase Solida (SPS — Solid Phase Spectrophotometry) es una
técnica basada en la preconcentracion de un analito, formando un compuesto cromogénico o
no, sobre un sustrato sélido (resina de intercambio o adsorcion) y medicion de la absorbancia
del compuesto coloreado directamente sobre la fase soélida. Este proceso permite obtener

mayor sensibilidad y precision que los métodos de absorcion molecular en solucion.

ESPECIACION DE METALES PESADOS EN AGUAS DE RiO
e Constituyentes de las aguas naturales

La naturaleza de los compuestos orgdnicos e inorganicos que pueden estar presentes
en una muestra de agua, resulta de un complicado proceso de produccion y degradacion de
biomasa terrestre y acuatica, erosion de rocas y lixiviados de los terrenos, adsorcién sobre
particulas suspendidas, actividad quimica, biologica y entrada por aerosoles. La composicion
de estos sistemas quimicos es muy sensible y se encuentra formada por:

Constituyentes inorganicos. La concentracion de macroconstituyentes inorganicos es
muy diferente en varios tipos de aguas segln si son de rio, de lagos o agua de lluvia. El agua
de mar es la unica que puede considerarse con una composicién practicamente constante en
todo el mundo, salvo el caso de mares cerrados, en los que la salinidad, generalmente, se ve

aumentada.




Constituyentes organicos. La materia orgdnica en aguas naturales se debe a la
presencia de organismos vivos, en particular los exudados de algas (numerosos polipéptidos y
polisacaridos) y también debido a la poluciéon. Gran parte de esa materia orgdnica estd

constituida por sustancias himicas en las aguas naturales

TECNICAS EXPERIMENTALES PARA LA ESPECIACION QUIMICA

En este trabajo se utilizo la espectrofotometria en fase solida (SPS) para determinar la
concentracion del analito en agua de rio, por lo que para realizar la especiacion se requiere la
incorporacion de etapas previas para clasificar la muestra en diferentes fracciones.

e Esquemas de especiacion (Fraccionamiento)

Se denomina esquema de fraccionamiento de especies quimicas a la combinacion de
diferentes métodos de separacion de especies con métodos muy sensibles de determinacion.
Como resultado se obtienen diferentes fracciones (familias quimicas) clasificadas
operacionalmente para un mismo analito. Un esquema general de aplicaciéon de este

procedimiento puede verse en la figura siguiente.

Muestreo

Fraccionamiento

| Grupos de compuestos |
| aislados ;

Medidas de concentracién
nho selectivas

Concentracién Total |
En cf fraccidn §

Distribucién definida operacionalmente

DISENO EXPERIMENTAL
e Metodologia de superficies de respuesta
La metodologia de las superficies de respuesta es un conjunto de técnicas matematicas

y estadisticas utilizadas para modelar y analizar problemas en los que una variable de interés




es influenciada por otras. El objetivo es optimizar la variable de interés. Esto se logra al

determinar las condiciones Optimas de operacion del sistema.

LOS REACTIVOS COMPLEJANTES PANy 5-Br-PADAP

PAN es la abreviatura de 1-(2-piridilazo)-2-naftol. Es una sustancia roja, insoluble en
agua pero facilmente soluble en alcohol y otros solventes organicos. El PAN forma complejos
(usualmente rojos) con muchos metales polivalentes, pero no forma complejos coloreados con
los metales alcalinotérreos o con el aluminio. El reactivo 5-Br-PADAP se presenta bajo la
forma de cristales de coloracidon rojo purpura. La solubilidad del reactivo en agua es muy
escasa y sus soluciones manifiestan cardcter acido muy débil. Es soluble en metanol,

dioxano, acetona, cloroformo, menos soluble en etanol y alcohol isoamilico.

CONDICIONES SELECCIONADAS PARA LA MEDICION DE Cd(II).

Condiciones Optimas para la determinacion de Cd(II) por SPS.

A(nm) maximo 550
Volumen de muestra (mL) 50
Reactivo PAN
Soporte solido Dowex 1X8
Masa de resina (g) 0,070

pH de trabajo 9-11
Buffer seleccionado NH,'/NH;
Tiempo de agitacion (minutos) 20

PARAMETROS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE Cd(II)

Parametros Analiticos para la determinacion de Cd(II)

Volumen de muestra

50 mL

Pendiente (ug™' L) 0,01444

Interseccion 0,00864

Rango Lineal 5-100

Coeficiente de correlacion (1) 0,9995
% R.S.D.(n=10) 0,9
Limite de detecciéon (ug L™) 0,22
Limite de cuantificacion (ug L™) 0,72

CONDICIONES SELECCIONADAS PARA LA MEDICION DE Pb(II)

A continuacion se describen las condiciones ptimas para la determinacion de Pb(II)

A(nm) maximo 550
Volumen de muestra (mL) 50

Soporte solido Dowex 1X8
Masa de resina (g) 0,070

pH de trabajo 9-—11
Buffer seleccionado NH,"/NH;
Tiempo de agitacion (minutos) 20




PARAMETROS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE Pb(II)
Parametros analiticos para la determinacion de Pb(II)

Parametro
Pendiente (ug"' L) 0,012
Interseccion -0,104
Rango Lineal (ug L™) 5-100
Coeficiente de correlacion 0,998
%R.S.D. (n=10) 1,7
Limite de Deteccion (ug L™ 0,8
Limite de Cuantificacion (ug L™) 2,7
APLICACIONES

e Fraccionamiento de Cd(II) y Pb(II) en muestras de aguas superficiales

Esquema propuesto para el fraccionamiento de Cd(Il) y Pb(Il).Para el fraccionamiento

de las muestras de agua del Rio Parand se realizaron las siguientes operaciones en forma

sucesiva: Extraccion de la muestra de agua de rio con muestreador de teflon. Conservacion de

las muestra por congelamiento a -10 °C. Filtracién de la muestra a través de membrana de

celulosa de 0,45 pm de didmetro de poro. Se pasa el filtrado por columna conteniendo resina

Silica C-18. Elusion de la fraccion retenida con metanol. Todas las fracciones obtenidas

fueron digeridas con mezcla HNO;-H,O,, excepto la correspondiente a la concentracion de

metal libre. Determinacion de los analitos en cada una de las fracciones obtenidas. Calculos

para la presentacion de resultados.

Muestra Me2*
Entera Total

Membrana 0,45 pm

Fraccion | Me2+
Soluble Soluble

I
Columna = Silica C-18 | Metanel Hew
Complejado

Me2+
Libre

Efluente acuoso

QL0

Esquema aplicado para el fraccionamiento de las muestras de agua




EXPERIMENTAL
FRACCIONAMIENTO QUIMICO DE Cd(II) EN AGUAS SUPERFICIALES DEL
RiO PARANA

e Determinacion del contenido total de Cd(II)

Tabla. Concentraciéon de Cd(II) total medidas en muestras provenientes del Rio Parana
(intervalo de confianza 95%, n = 6)

P . Fecha Concentracion Total [ug L™]
rocedencia
[mm-aaaa] SPS ICP-OES
Rio Parana Mar-2005 2,7+£0,2 2,55+0,13
May-2005 1,3+0,2 1,40£0,15
Ago-2005 <0,7 0,55+0,10
Oct-2005 <0,7 0,45+0,13
Dic-2005 3,6+0,2 3,88+£0,12
Feb-2006 3,3+0,2 3,42+0,03

Con el objeto de validar los resultados obtenidos, se realizO en paralelo la
determinacion de la concentracion del Cd(II) aplicando una técnica estandarizada (ICP-OES).

Tabla. Concentracion total de Cd(II) medidas en muestras provenientes del Rio Parana — 300
mL de muestra con el método propuesto (intervalo de confianza 95%, n = 6)

. Fecha SPS ICP-OES o

Procedencia [mm-aaaa] [ug L'l] [ug L'l] Recuperacion [%]

Rio Parana Mar-2005 2,602 2,55+0,13 101,9
May-2005 1,4+£0,2 1,45+0,15 96,5
Ago-2005 0,5+0,2 0,55+0,10 90,9
Oct-2005 0,4+0,2 0,45+0,13 88,8
Dic-2005 3,9+0,2 3,90+0,12 100,0
Feb-2006 34+0,2 3,45 +0,03 98,5

Tabla. Concentracion de Cd(II) fracciones total, soluble y particulada.

Fecha FraccicEEzqu?] Cddr)
[mm-aaaa] Total Soluble Particulada
Mar-2005 2,6+0,2 1,1 +£0,2 1,5+04
May-2005 1,4 +0,1 0,3+0,1 1,1+0,2
Ago-2005 0,5+0,1 0,2+0,1 0,3+0,2
Oct-2005 0,4+0,2 <0,1 0,4+0,2
Dic-2005 39+0,1 1,8+0,1 2,1£02
Feb-2006 34+0,2 1,4£0,1 2,0+0,3

e Determinacion de la fraccion complejada y libre

Tabla. Separacion de la fraccion soluble de Cd(II) en dos sub-grupos: Fraccion
complejada y fraccion libre

Fecha Cd(II) soluble [pg L]
Muestra [mes-afio] Cd(II) complejado Cd(II) libre
Rio Parana Mar-2005 0,8+0,1 0,2+0,1
May-2005 0,2+0,1 <0,1
Ago-2005 0,2+0,1 <0,1
Oct-2005 <0,1 <0,1
Dic-2005 1,1 £0,1 0,4+0,1
Feb-2006 0,9+0,1 0,4+0,1




e Patron de distribucion del Cd(II) en aguas del Rio Parana

La figura a) muestra los diferentes valores de concentracion total de Cd(II) expresada
en ug L' en aguas del Rio Parand como grafico de barras obtenidas durante el afio 2005 -
2006. En la figura b) se exhibe el patréon de distribucion del Cd(II) como grafico de barras

indicando el porcentaje de Cd(II) asociado a cada fraccion definida por el esquema de

fraccionamiento.
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Figura a). Grafico de concentraciones totales de Cd(II) [pug L]
Figura b). Grafico de distribucion de Cd(II) entre las diferentes fracciones obtenidas.

e Validacion del método aplicado para Cd(II)

Tabla. Validacion del método para determinacion de Cd(II) aguas naturales

Alicuota Vallc;rll?jl]se Cd(II[)“agd}f:_ll?nado Cd(II[)Hc;niqﬁﬁado % recuperacion*
1 - 0,00 3,4+0,1 --
2 3,4 1,00 43 97,0
3 3,4 2,00 53 98,0
4 34 4,00 7,2 97,0
5 3,4 8,00 11,4 100,0

* 100 x [(Cd(IT) encontrado — Cd(IT) base)/ Cd(IT)adicionado]

Tabla. Comparacion entre las concentraciones de Cd(II) totales determinadas con
ICP-OES y la sumatoria de las concentraciones obtenidas en cada fraccion por SPS.

Muestra Cd1)

Mar-2005 Conc. Total 2,60£0,2
z fracciones 2,5+0,6
% recuperacion 96,2

May-2005 Conc. Total 1,45+0,2
z fracciones 1,3+0,3
% recuperacion 89,6

Ago-2005 Conc. Total 0,55+0,2
Z fracciones 0,5+0,3
% recuperacion 90,9

Oct-2005 Conc. Total 0,45+0,2
Y. fracciones 0,4+0,2
% recuperacion 88,8
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Dic-2005 Conc. Total 3,90+0,2

Z fracciones 3,604
% recuperacion 92,3

Feb-2006 Conc. Total 3,45+0,2
z fracciones 3,3+0,5
% recuperacion 97,0

FRACCIONAMIENTO QUIMICO DE Pb(II) EN AGUAS SUPERFICIALES DEL
RiO PARANA

e Determinacion del contenido total de Pb(II)

Tabla. Concentracion de Pb(II) total medidas en aguas del Rio Parand — (intervalo de
confianza 95%, n = 6)

Fecha Concentracion Total [ug L] o
Muestra [mm-aaaal SPS [CP-OES Recuperacion [%]
Rio Parana Mar-2005 42,0+0,1 41,95+0,30 100,1
May-2005 51,5+0,2 51,88 £0,42 99,2
Ago-2005 10,2+ 0,1 10,20 £ 0,12 100,0
Oct-2005 8,2+0,1 822+0,14 99,7
Dic-2005 48,0+ 0,3 48,32 £0,35 99,3
Feb-2006 55,8+ 0,5 56,00 £ 0,42 99,6

e Determinacion de Pb(Il) en la fraccion soluble y particulada.

Tabla. Concentracion de Pb(II) correspondiente a las fracciones total, soluble y particulada.

Fecha Fracciones
[mmm-aaaa] [ug L]

Total Soluble Particulada
Mar-2005 42,0+0,1 6,0+ 0,1 36,0+ 0,2
May-2005 51,5+0,2 10,2+0,1 413+0,3
Ago-2005 10,2+0,2 <27 10,2+0,2
Oct-2005 82+0,1 <27 8,2+0,1
Dic-2005 48,0+ 0,3 16,4 +£0,1 31,6 £ 0,4
Feb-2006 55,8+ 0,5 11,2+0,2 44,6 + 0,7

e Determinacion de Pb(Il) en la fraccion complejada y libre

Tabla. Separacion de la fraccion soluble de Pb(Il) en dos sub-grupos: Fraccion complejada y
fraccion libre

Fecha Pb(II) soluble [ug L]
Muestra [mmm-aaaa] Pb(II) complejado Pb(1I) libre
Rio Parana Mar-2005 5,4+0,1 <277
May-2005 11,3+0,1 <27
Ago-2005 <27 <27
Oct-2005 <27 <27
Dic-2005 13,0£0,2 4,6+0,1
Feb-2006 10,2 +0,1 3,7+£0,2




e Patron de distribucion del Pb(IT)
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Grafico de concentraciones totales de Pb(Il) [ug L]

Grafico de distribucion de Pb(Il) entre las diferentes fracciones obtenidas.

e Validacion del método aplicado para Pb(II)

Se tomaron 500 mL de muestra y se la dividio en 10 porciones iguales de 50 mL cada
una. El método propuesto se aplico a 6 alicuotas y la concentracion de Pb(II) obtenida como
promedio, se tomo6 como valor base. Luego cantidades crecientes de Pb(II) fueron adicionadas
a las otras alicuotas de la muestra y sus concentraciones determinadas por el mismo método.

Tabla. Validacion del método para determinacion de Pb(II) aguas naturales

Alicuotas Vallc;rllé?]se Pb(II[)“zzi}i:_ll(}nado Pb(ll[)“egni(?lritrado % recuperacion*®
1 - 0,0 10,2+0,3 --
2 10,2 3,0 13,1 99,2
3 10,2 6,0 16,1 99,4
4 10,2 10,0 20,2 100,0
5 10,2 20,0 30,3 100,3

Tabla. Comparacién entre las concentraciones de Pb(II) totales determinadas con ICP-
OES y la sumatoria de las concentraciones obtenidas en cada fraccién por SPS.

Muestra Pb(II)

Mar-2005 Conc. Total 41,95 £0,30
z fracciones 41,4+0,3
% recuperacion 98,6

May-2005 Conc. Total 51,88 +£0,42
z fracciones 52,6 +0,4
% recuperacion 1014

Ago-2005 Conc. Total 10,20 + 0,12
2 fracciones 10,2 +0,2
% recuperacion 100,0

Oct-2005 Conc. Total 8,22 +0,14
z fracciones 8,2+0,1
% recuperacion 99,7

Dic-2005 Conc. Total 48,32 +£ 0,35
z fracciones 49,2 +£0,7
% recuperacion 101,8
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Feb-2006 Conc. Total 56,00 £ 0,42
Z fracciones 58,5+1,0

% recuperacion 104,5

Finalmente se realiz6 la comparacion entre las concentraciones totales obtenidas por
procedimientos independientes y la suma de las concentraciones individuales de las
fracciones. En este caso se comparé la suma de concentraciones medidas en cada fraccion con
respecto a la concentracion total medida por el método de referencia. Los valores de las
concentraciones obtenidas e informadas para Pb(II), se incluyen en la tabla anterior.

PROPOSITOS
Desarrollar métodos espectrométricos aptos para la determinacion de Cd y Pb que

asocien sensibilidad y selectividad suficiente, tal que permita obviar el efecto interferente de
los concomitantes mas comunes en las muestras de interés y el bajo costo. Realizar
fraccionamiento quimico de Cd(II) y Pb(Il) en aguas del Rio Parand, con determinacion de
¢éstos metales por espectrofotometria en fase solida (SPS) a nivel de vestigios. Es importante
destacar también que no se encontraron antecedentes bibliograficos similares a este trabajo
hasta el presente.

CONCLUSIONES
Determinaciéon de Cd(II) por SPS. El reactivo seleccionado para la determinacion de Cd(II)

por SPS fue el PAN. Los mejores resultados se alcanzaron cuando se utiliz6 un tensoactivo no
16nico, Triton X-100, en una concentracion del orden de 0,05% v/v.; pH entre 8,5 y 10,5;
cantidad de resina Dowex 1X8, 0,0700 g; tiempo de agitacion de 20 minutos

La grafica de calibracion fue lineal, con un coeficiente de correlacion de 0,9995, la
linealidad se mantuvo desde valores cercanos al limite de deteccion y hasta al menos 100 pg
L el valor del limite de deteccion obtenido para 50 mL de muestra de una solucion de Cd(II)
fue de 0,22 pg L. La selectividad del método alcanzada para el Cd(II) es adecuada para su
aplicacion en aguas provenientes del Rio Parana.
Determinacion de Pb(II) por SPS. El reactivo seleccionado para la determinacion de Pb(II)
por SPS fue el 5-Br-PADAP. Por ser el 5-Br-PADAP y su complejo con el Pb(Il),
escasamente solubles en agua, se incorpor6 un agente tensoactivo no ionico, Triton X-100, en
una concentracion del orden de 0,05% v/v; pH entre 8,5 y 10,5; la cantidad de resina Dowex
1X8 es, 0,0700 g; tiempo de agitacion de 20 minutos

Dado el intenso color de las soluciones de 5-Br-PADAP, se hizo necesario modificar
el proceso para la realizacion de la SPS. Se decidio fijar el reactivo a la resina
(funcionalizacion de la resina). La grafica de calibracion fue lineal, con un coeficiente de

correlacion de 0,998; la linealidad se mantuvo desde valores cercanos al limite de deteccion y
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hasta al menos 100 pg L. El valor del limite de deteccion obtenido para 50 mL de muestra
de una solucién de Cd(I) fue de 0,8 pg L. Finalmente se realizd el estudio de posibles
interferencias, donde se pudo observar la selectividad del método alcanzada para el Pb(II), se
concluyd que la selectividad es adecuada para su aplicacion en aguas provenientes del Rio
Parana.
Fraccionamiento de Cd(II) y Pb(II) en aguas del Rio Parana. Se realiz6 el
fraccionamiento quimico de Cd(II) y Pb(II) en aguas provenientes del Rio Parana, pudiéndose
diferenciar una fraccion insoluble (particulada), que se separd por filtracion a través de
membrana de 0,45 um. de la fraccion soluble. Para la diferenciacion de las diferentes
fracciones solubles se estudiaron las resinas para retener la fraccion de metal complejado.
De la validacion del método. Se contrastaron los resultados obtenidos para la concentracion
total de los analitos en los mineralizados con otras determinaciones realizadas en forma
independiente por ICP-OES. Se encontré una excelente concordancia entre los valores
obtenidos tanto para Cd(II) como para Pb(II). Se realizaron también estudios de recuperacion,
con sobre agregado de estandar, obteniéndose excelentes resultados para ambos analitos.
CONCLUSIONES FINALES

Los resultados obtenidos confirman que la metodologia disefiada es apropiada para el
fraccionamiento de Cd(I) y Pb(Il) a nivel de vestigios en muestras de agua del Rio Parana.

Las principales ventajas de la metodologia propuesta son 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 distribucion de elementos vestigios de interés ambiental.
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Introduccion

CAPITULO|

1. Introduccion

El término especiacion se refiere a la clasificacion de algo en especies. Este
término ha sido utilizado por las ciencias bioldgicas para clasificar los seres vivos en
especies y define a las especies como grupo de individuos semejantes en cuanto a

r e . 1 , .
caracteristicas estructurales y funcionales'. La quimica mediante los grandes avances de
las técnicas analiticas, ha introducido el término especiacion quimica para referirse a la
clasificacion y cuantificacion de las diferentes formas en las que se puede encontrar un
mismo elemento en un sistema quimico determinado. Sin embargo no existe una sola

definicidn para la especiacion quimica.

1.1.  Definicion de especiacion quimica

Probablemente la definiciéon mas acertada del termino especiacion es la dada en
una revision realizada por el 1.U.P.A.C?, de numerosas publicaciones y trabajos hechos
por organismos especializados, y define al término especiacion quimica como “el
proceso por el cual se pone en evidencia la forma atémica o molecular de un analitoQ
La validez de esta definicion puede acomodarse a componentes que se encuentran en
forma de complejo organico. En el ultimo caso, se toma a la determinacién de
complejos con sus combinaciones moleculares especificas con un elemento y los
diferentes estados de oxidacién de un dtomo’.

En este contexto se puede definir a la especiacion como, (a) el proceso de
identificacion y cuantificacion de las diferentes especies definidas, formas o fases
presentes en un material; o (b) la descripcion de las cantidades y tipos de dichas
especies formas o fases presentes. Dadas estas definiciones tenemos que las especies,
formas o fases pueden definirse (i) funcionalmente, (ii) operacionalmente®, o (iii)

compuestos quimicos especificos o estados de oxidacion.
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(1) La clasificacion funcional se ejemplifica al clasificar las diferentes
formas en “Fraccion biodisponible para vegetalesQ otros ejemplos son
“bioldgicamente activosOo “formas mévilesQ

(i1) En la definiciéon operacional (fraccionamiento quimico), se aplican
procesos fisicos o quimicos de fraccionamiento a la muestra. Por ejemplo
las extracciones secuenciales son comuUnmente usadas para aislar o
separar, metales en sus fracciones ‘“solubles en agan “intercambiableQ
“reducibleQ “oxidableQ y “residualO(entre otras) asociada con muestras
de sedimentos. Entre los procesos fisicos mas utilizados en muestras de
aguas podemos clasificar entre fraccion soluble y fraccion insoluble
basandonos en la capacidad de las especies para atravesar una membrana
de filtracién con un tamafo de poro de 0,45 pum.

(ii1) La tercera forma de especiacion es aquella en la que se determina
precisamente la forma quimica en la que se encuentra el elemento, y no
puede llevarse a cabo si no se dispone de una metodologia analitica de
gran selectividad y sensibilidad. En algunos casos se lleva a cabo en el
analisis de aguas mediante la correcta eleccion de adsorbentes o

reactivos, pudiendo separar en fracciones segliin su estado de oxidacion

(Ej: Cr(1Il) y Cr(VI)).

Es decir que el término especiacion quimica se aplicard a la identificacion y
cuantificacion de las diferentes especies de los componentes quimicos presentes en un
sistema en sus formas inorganica, 6rgano-metalica u organica. Esto no siempre es una
tarea facil ya que la especiacion se refiere a la identificacion de cada una de las formas
quimicas y medida de la concentracion de cada fraccion, lo que representa una tarea

muy diferente de la determinacion de la concentracion total de un elemento.

1.2. Importancia de la especiacion quimica

Durante los ultimos anos se ha visto un gran aumento del interés de las ciencias
biologicas y ambientales por lo que se ha llamado especiacion quimica, lo que se refleja
en el gran nimero de publicaciones recientes con respecto a éste tema’. Este gran
incremento de informacion se ha focalizado en la distribucion, movilidad y

disponibilidad bioldgica de los elementos quimicos no depende solamente de su
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concentracion, pero si de sus asociaciones fisicas y quimicas con el medio en el que se
encuentra. Los cambios en las condiciones ambientales, que pueden ser naturales o
antropogénicas, ejercen una fuerte influencia en la forma en la que se encuentran los
elementos toxicos o esenciales’. Alguno de esos factores incluyen al pH, potencial
redox y disponibilidad de “especies reactivasOcomo por ejemplo, complejos (organicos
0 inorganicos), particulas que ofrecen una superficie de adsorcidn, y coloides. Asi por
ejemplo el Arsénico es extremadamente téxico en su forma inorgdnica pero
relativamente inocuo como arsenobetaina (forma comin en peces).

Cuando se desea comprender la quimica ambiental de un elemento se hace
necesario caracterizar sus formas quimicas y proporciones en las que se distribuye’,
bajo diversos rangos de condiciones que sean posibles de ocurrir en la naturaleza. Dado
que esto no siempre es posible de realizar en la practica, la especiacion busca
caracterizar, por ejemplo, las formas mas importantes en las que se encuentra un
elemento como una manera de conocer sus transformaciones y ademads intenta inferir
con esta informacidn cuales seran las consecuencias ambientales de los cambios. En
consecuencia vemos que la especiacion es un tema de interés para investigadores con
diferentes campos de acciéon como el de los quimicos, bidlogos, especialistas en
nutricién y medicina, y otros que puedan requerir este tipo de informacién®.

Con el advenimiento de las técnicas de espectroscopia de fluorescencia de rayos
X, espectroscopia de emision atomica, andlisis de activacion de neutrones y
espectroscopia de absorcion atomica los datos de los elementos se obtienen mas
facilmente y son cada vez mas usados en muestras ambientales. Los resultados son
referidos a “concentraciones maximas permisiblesQ en términos de concentracion total,
esto fue utilizado con éxito en estudios ambientales o monitoreos pero esto solo es
correcto para algunos elementos. Sin embargo, desafortunadamente, las formas
especificas de los elementos son estudiadas correctamente recientemente a través de la
especiacion.

La especiacion es importante desde varios puntos de vista, como por ejemplo la
actividad biologica de las diferentes especies, ya que la toxicidad de un elemento puede
variar en sus diferentes formas, por lo que es importante conocer cuan toxicas son éstas
y la presencia de cada una en el ambiente. Las diferentes formas de un mismo elemento

pueden variar en las propiedades fisicas de volatilidad y solubilidad, esto podria causar
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grandes cambios en los ciclos geoquimicos’, ciclos de descomposicion o ciclos de
transporte de varios elementos inclusive a escala global.

Otro aspecto de la especiacion es la necesidad de realizar un monitoreo global de
localidades sin polucion de las formas especificas, ya que no existe gran cantidad de
datos de este tipo. Esto nos permitiria conocer que parametros se afectaran en sus
valores normales, ademas podemos establecer las condiciones de equilibrio en ciclos
globales o locales para prevenir cambios con graves consecuencias.

A pesar del transporte realizado por los surcos de aguas o la accion del viento,
los contaminantes tienen tiempo suficiente para interactuar con los sistemas fisicos y
bioldgicos, esto podria modificar el equilibrio y llevar a concentraciones inusuales de
algin componente.

Los estudios de especiacion requieren de condiciones muy especificas, las que
deben tenerse en cuenta para su uso en la prevencion del impacto ambiental. Cuando se
enfrentan problemas de contaminacion la concentracion total de los analitos no es
suficiente para evaluar la potencial toxicidad inherente a cada elemento. Por otro lado
cuando se extrapolan datos de estudios anteriores en otras localidades deben tenerse en
cuenta también los cambios en las condiciones fisicas, quimicas y biologicas, en la
nueva area (pH, pE, composicion del agua, temperatura, hidrologia, etc.), es decir que
un pequefio cambio en alguna de estas condiciones puede dar resultados totalmente
diferentes.

Los estudios de especiacion pueden influenciar en la seleccion de los equipos de
monitoreo ambiental. En algunos casos serd util seguir la evolucion de un solo

elemento.

1.3. Problemas analiticos de la especiacion quimica

Generalmente la especiacion quimica presenta los siguientes problemas

analiticos:

i. Las muestras son mezclas complejas de varias especies quimicas,
incluidas las diferentes formas de los metales.

ii. Parte o el total de la muestra puede ser sensible a la oxidacioén por
el aire, o reduccion quimica durante el muestreo o tratamiento de

la muestra.
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iii. Parte o el total de la muestra puede ser sensible a los cambios de
pH
iv. Pueden estar presentes algunos complejos o polimeros
v. A veces la presencia de algunos componentes no puede ser
probada realmente en la muestra ambiental, pero surge de una
inteligente especulacion o una opinion o el trabajo de modelos de
laboratorio.
vi. Generalmente la concentracion total del analito se encuentra por
debajo de 1ug por muestra.
vii. Hay que tener en cuenta la volatilidad de las diferentes formas
quimicas.
viii. Finalmente se cuenta con pocas vias para verificar que el método

analitico seleccionado sea el mas adecuado.

Usualmente la ldégica analitica nos dice que primero se debe conocer el
parametro que se quiere seguir y luego se busca el método que mejor se adapte.

., , . 10
Lamentablemente en especiacion el parametro a seguir representa el mayor problema .

1.3.1. Disturbios en el estado de equilibrio

La posibilidad de producir disturbios en las condiciones de equilibrio durante los
analisis de especiacion, es muy alta, particularmente durante la etapa de muestreo. Esto
puede demostrarse si se considera un cuerpo de agua que se encuentra contaminado con
metales pesados. Las interacciones entre los iones metélicos y otros componentes del
sistema resultan en la formacion de numerosas especies metalicas (ej: iones hidratados,
pares i6nicos, polimeros con hidroxilo, formacién de complejos con ligandos organicos
e inorgénicos, iones adsorbidos en particulas coloidales, o asociado con pequefios
microorganismos) y el modelo final de distribucion de un elemento en la fase agua
refleja su afinidad por los ligandos organicos e inorganicos, modificaciones por
adsorcion en material particulado e interaccion con la biota.

Las diferentes formas quimicas coexisten en un estado de equilibrio o cuasi-
equilibrio. Por esto se debe considerar a cada una de las etapas del esquema de analisis
previsto para producir la menor cantidad de disturbios posible. No siempre se pueden

reconocer los cambios introducidos, sobre todo si éstos se producen durante el
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muestreo, pasos de preparacion de la muestra o durante el almacenamiento. Por
ejemplo, si se colecta una muestra de agua y se aisla de otros componentes con los que
forma el cuasi-equilibrio, se filtra para remover las particulas suspendidas, se puede
causar algun disturbio. Dado que los iones en la fase acuosa tenderdn a adsorberse a las
paredes del recipiente que contiene la muestra, éste proceso puede prevenirse mediante
el agregado de 4cido al agua. Desafortunadamente la acidificacion de la muestra de agua
causa un aumento en la disociacion de las especies de complejos.

En el caso de los sedimentos de rios, la distribucion de los elementos de interés
entre los diferentes componentes, varia segun el grado de exposicion al aire y la
temperatura de los diferentes pasos de sedimentacion. Los componentes minoritarios no
presentan en los sedimentos una distribucion uniforme, una parte puede presentarse
unida a fragmentos minerales provenientes de la propia roca madre, mientras que otras
partes pueden asociarse con distintos componentes, como ser compuestos de carbonato,
oxidos hidratados de hierro, aluminio, manganeso y materia organica. Algunas
fracciones pueden perderse por adsorcion a la superficie de algunas particulas o también

por union a sitios de intercambio i6nico de algunas superficies.

1.4. Estrategia para la especiacion quimica

El interés en los procedimientos de especiacion quimica sufrié un considerable
aumento debido a que gran proporcién de la comunidad cientifica reconoce que la
existencia de enfermedades, toxicidad y biodisponibilidad, dependen de la especie
quimica, antes de su concentracion total.

Se cuenta con varias estrategias alternativas que pueden ser usadas en el disefio
del esquema experimental para el estudio de dos categorias de especiacion quimica: (i)
La determinacion de especies particulares en una muestra dada, teniendo la
identificacion y cuantificacion de éstas. (ii) Los estudios de la distribucion y abundancia
de las especies, lo que provee de una distribucion numérica (o abundancia) de las
diferentes especies de un elemento, en una muestra dada.

La determinacién de la concentracion de las especies individuales representa un
desafio mucho mas complicado que la determinacion de la concentracion total de un
elemento debido a: (i) las dificultades asociadas con el aislamiento de los compuestos
de interés de matrices complejas; (ii) la mayoria de las técnicas de especiacion producen

disturbios en el equilibrio existente entre las diferentes formas quimicas; (iii) pocas
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técnicas tienen un grado de sensibilidad suficiente para las especies presentes como
vestigios; (iv) practicamente no se dispone de materiales de referencia adecuados, dada
la gran variacién de la naturaleza de la matriz de las diferentes muestras de aguas o

sedimentos.

1.4.1. Especiacion basada en métodos de calculo

En vista de los errores asociados con el muestreo, preparacion de muestras y las
limitaciones de las técnicas experimentales usadas en la especiacion, muchos
investigadores prefieren calcular la distribucion de las especies de un elemento
mediante el uso de modelos tedricos de distribucion. Estas aproximaciones requieren la
resolucion de varias ecuaciones en forma simultdnea, algunas que describen los
equilibrios quimicos que se encuentran compitiendo y otras que se ocupan de los
balances de masa. Para crear éstos modelos debemos ingresar los datos de
concentracion total de cationes, aniones y ligandos de las especies presentes y los
valores de las constantes de equilibrio teniendo en cuenta la interaccion entre varias
especies. En estos modelos se hace necesario asumir arbitrariamente el nlimero y tipos
de especies presentes y estimar los “mejores valoresO para varias constantes de
equilibrio, segun se encuentran en la literatura. Estas decisiones preliminares, son la
fuente de mayor discrepancia entre los especialistas, dado que ocurren muchas
variaciones y generalmente no se dispone de valores de constantes de equilibrio para la

materia orgénica, coloides o material particulado.

1.4.2. Métodos directos de especiacion

Estos métodos incluyen técnicas, que son capaces de mostrar suficiente
selectividad para responder a niveles de vestigios de las especies presentes en la
muestra. Probablemente las técnicas mas difundidas en el sentido de la especiacion son
las de naturaleza -electroquimica. Alguna técnica especie-especificas como la
potenciometria con electrodo ion selectivo (ISE) es una de las mas usadas en aguas
naturales y fluidos biologicos para la especiacion de Ca*" y Mg®" en suero. Sin embargo
la sensibilidad y selectividad de esta técnica no es suficiente para determinar niveles de
vestigios de otros metales tales como Cd(II), mercurio, etc. en fluidos bioldgicos.

Otras técnicas mas sensibles como la voltamperometria y particularmente los

métodos de redisolucion se han vuelto muy populares en este sentido. Estas técnicas
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permiten distinguir los diferentes estados de oxidacion y los compuestos labiles e inertes
que forman los elementos en una muestra. Ellas han sido muy utilizadas en muestras de
aguas.

En términos generales las técnicas electroquimicas pueden presentar una baja
selectividad en muestras bioldgicas para elementos en concentracion del orden de
vestigios (trabajan bien en sistemas en solucidn, pero presentan algunos problemas
cuando las especies se enmascaran en material bioldgico). Por ello es que en sistemas
bioldgicos se ha propuesto la utilizacidon de técnicas como la clésica espectrofotometria
molecular UV-Vis, la fluorimetria, etc. como métodos directos de especiacion. A partir
del uso de biosensores Opticos, la selectividad necesaria se logra a través de un proceso
de reconocimiento (reacciéon quimica), integrado con un transductor fisico-quimico
(detector de fluorescencia).

Dentro de la categoria de métodos directos de especiacion podemos incluir
también a los llamados métodos fisicos que se encargan de la identificacion quimica.
Estos incluyen a las técnicas con Rayos X, resonancia magnética nuclear,
espectroscopia Mossbauer con Rayos vy, técnicas UV-Vis basadas en el dicroismo
electronico circular o vibracional como la espectrometria IR, o con trazas radioactivas.
Estos métodos permiten realizar la determinacion de la estructura quimica de la especie

del elemento que se esta determinando sin producir cambios en la muestra.

1.4.3. Métodos discontinuos (Off-Line)

Esta clasificacion comprende a aquellos métodos o esquemas de andlisis en los
que la etapa de separacion no se encuentra unida directamente a la etapa de
determinacion, por eso se los llama discontinuos (Off-Line) En otras palabras, las
diferentes fracciones obtenidas, luego de pasar la muestra a través de la etapa de
separacion, son recogidas en recipientes adecuados para introducirlas en la etapa de
cuantificacion que puede ser de naturaleza espectroquimica o electroquimica.

En las tablas 1.1. y 1.2. se enumeran algunas de las técnicas de clasificacion de

especies mas utilizadas en los estudios de especiacion.

1.4.4. Meétodos continuos (On-Line)

Estos métodos se caracterizan porque se pueden diferenciar dos etapas, una

primer etapa de separacion de las especies que se encuentran presentes en la muestra y
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una segunda etapa de determinacién o cuantificacion de las diferentes especies

separadas.

La seleccion de una técnica efectiva de separacion va a estar en funcion de la

naturaleza de las especies a separar y la matriz de la muestra.

En cuanto a la técnica de determinacioén puede ser de naturaleza espectroquimica

o electroquimica, pero los detectores mas ampliamente usados en la actualidad son los

de espectrometria atdmica. Estos poseen especificidad y sensibilidad ideal para los

metales al nivel de vestigios, particularmente los detectores de plasma los que permiten

un monitoreo continuo de las especies separadas.

Tabla 1.1.
Técnica no- Principio de separacién Ejemplos
cromatografica
Filtracion Tamafo de particula Filtracion en muestras de
agua (filtros de 0,45 um de
poro)
Ultrafiltracion Tamafio molecular Analisis en suero;
distribucion entre especies
ultrafiltrables y no filtrables.
Dialisis Tamafio molecular Analisis clinicos;
eliminacion de especies
toxicas durante la dialisis.
Centrifugacion Densidad de particula Analisis citologico;
diferenciacion de diferentes
fracciones histologicas.
Extraccion Solubilidad Andlisis en muestras de
suelos o sedimentos;
determinacion de fracciones
solubles.
Electroforesis Movilidad eléctrica en Analisis en suero;

solucion

determinacion de la union de
Se a las diferentes fracciones
de proteinas.
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Tabla 1.2.
Técnicas Principio de separacion Ejemplos
Cromatograficas
Cromatografia Gaseosa Interacciones Especies volatiles en
hidrofilicas/hidrofébicas muestras de agua (E;j.
Metilmercurio)

Cromatografia Liquida  Diferentes mecanismos son Especies no-volatiles en orina
posibles (exclusion por (Ej. Al-transferrina)
tamano, intercambio i6nico,
fase reversa, etc.)

En algunos casos la sensibilidad puede aumentarse por técnicas especificas
como de generacion de hidruros, o especies volatiles, o agregando pasos de
preconcentracion, etc.

A diferencia de los métodos Off-Line, en los métodos On-Line, las etapas de
separacion y deteccion de las diferentes especies, se encuentran unidas directamente o a
través de una interfase. De esta combinacion de técnicas surge un instrumento de gran
poder y de excelente performance para los estudios de especiacion, que presenta como
principales ventajas la disminucion de fuentes de contaminacion y la disminucion de
pasos del proceso analitico. Sin embargo el mayor inconveniente que presenta el acople
de éstos instrumentos es que cada uno de estos equipos no han sido disefiados para ser
acoplados.

De la revisiéon de publicaciones recientes, surge que la mayor proporcion de
técnicas hibridas para la determinacion de especies inorganicas utilizan la cromatografia
liquida para la etapa de separacion, dado que numerosas especies organometalicas
forman especies cargadas que no son volatiles, en cambio las especies que se separan
con la cromatografia gaseosa (GC) deben ser térmicamente estables, y no
descomponerse al someterlas a altas temperaturas.

En cuanto a los dispositivos utilizados para la determinacion se prefieren los
métodos de espectrometria atomica, que pueden ser de absorcion como llama, tubos de
cuarzo calentados o de emision con plasmas inducidos por microondas (MIP), ICP-
AES, o ICP-MS que se encuentra entre los mas utilizados.

Cuando se usa la GC como primer etapa, la linea de transferencia que hace de

puente entre los dos instrumentos debe ser calentada para prevenir la condensacioén de
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los analitos. Se debe tener mucho cuidado de que no quede ningliin espacio muerto o
areas frias dentro de la linea.

La GC se utiliza para un niumero limitado de determinaciones y puede ofrecer
algunas ventajas sobre la cromatografia liquida ya que los instrumentos de emision
atémica por plasma (ICP) o Absorcion atomica por llama (FAAS) deben generar atomos
en gases calientes (llama o plasma) y la corriente del efluente de la columna que surge
del GC puede introducirse directamente, dado que el mismo ya es un gas caliente. Los
sistemas de llama que utilizan nebulizador para la introduccion de muestras liquidas,
tienen solo un 10% de eficiencia, entonces se logra que el efluente gaseoso de la GC se
introduzca completamente en la llama. Se produce entonces un aumento de la
sensibilidad.

En general para la GC el sistema GC-MIP-AES es el més utilizado, aunque
también se acopla muy bien con los equipos ICP-MS, con lo que se obtiene una mejora
en la sensibilidad debido a que el ICP-MS es una técnica muy sensible de por si.

En cuanto a la combinacién de Cromatografia Liquida (LC) con las técnicas de
espectrometria atdmica, presenta mas problemas que los sistemas que utilizan a la
cromatografia gaseosa. El acople directo de una columna de LC a un sistema AAS,
puede resultar en una disminucion de la sensibilidad, dado que la velocidad de salida de
flujo de la columna debera igualar la velocidad de entrada al equipo de AAS. Ademas la
dilucion del analito en la fase movil de la LC podré aportar también una disminucion de
la sensibilidad.

Esta disminucion de la sensibilidad también es aplicable a las técnicas de
emision con plasma (ICP), y reciben menor consideracion en las técnicas de ICP-MS
donde los limites de deteccion son muy bajos y poseen una sensibilidad muy alta.

Entre los principales problemas que se presentan en las técnicas ICP es que los
solventes orgéanicos utilizados en LC, produce una disminucion en la estabilidad del
plasma, resultando en un incremento del ruido y obtencion de datos variables. Los
nebulizadores también pueden bloquearse si los liquidos poseen altas concentraciones
de sales. Esto puede prevenirse aspirando soluciones de HNO; después de cada
determinacion. El problema de los solventes organicos también puede disminuirse si se
usan microcolumnas o aumentando la cantidad de O, en los gases del plasma, pero esto

trae como consecuencia una disminucion de la vida media de los equipos.
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Existen numerosos trabajos que combinan separaciones cromatograficas con
detectores atomicos, un ejemplo ilustrativo es la utilizacion de HPLC acoplada a un
sistema ICP-AES, para la especiacion de especies toxicas de As en orina humana. Por
supuesto que la sensibilidad con un nebulizador convencional del ICP-AES, resulta
insuficiente para la deteccion del As, por lo que se le agrego6 una etapa de generacion de
hidruros en linea con lo que el sistema acoplado en linea total seria HPLC-Generacion

de Hidruros-ICP-AES.

1.5. Propiedades generales del cadmio y sus minerales

El descubrimiento del Cadmio como un elemento distinto fue realizado por
Shrohmeier y Hermann, en Alemania en 1817, de manera independiente y casi
simultanea. "’

Como el Cd(I) y el Zn son similares en su estructura atdmica y quimica, se los
encuentra juntos en la naturaleza. El Zn se lo conoce como uno de los metales
esenciales y del lado opuesto el Cd(II) es uno de los metales més toxicos sin que se le
haya asignado ninguna funcion en el metabolismo animal. Numerosas investigaciones
se han centrado en el estudio del impacto que éste metal produce en los seres vivos,
debido principalmente al incremento en su liberacion al ambiente natural. En la tabla
1.3. se pueden ver las concentraciones de Cd(II) normalmente encontradas en la
actualidad en los diferentes eco-compartimentos naturales no incursionados por el

hombre.

Tabla 1.3. Concentracion de Cd(II) normalmente encontrada en ambientes

naturales no poluidos

Compartimiento Concentracion de Cadmio
Atmosfera 0,la5ngL’
Corteza terrestre 0,1 a5pug g'1
Sedimentos marinos Aprox. 1 pg g'1
Aguas de mar Aprox. 0,1 pg L™
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1.5.1. Propiedades fisico-quimicas

El cadmio es un metal blanco azulado, liviano, que puede ser facilmente
rasgado con cuchillo. En ciertos aspectos es similar al Zn. El punto de fusién es de
320.9 °C, y su punto de ebullicién es de 765 °C.'* Forma parte del grupo de metales
llamados de transicion. Su posicion en la tabla periodica de elementos se encuentra es
debajo del Zn y por encima del Hg. El grupo del Zn tiene completo el orbital d'°, por lo
que se encuentra en el limite del bloque de los elementos con orbitales d y los del
bloque de los con orbitales p del Boro y otros. En muchos casos los elementos del grupo
del Zn reemplazan a los tres metales pesados del grupo del Boro. La otra configuracion
electronica del grupo del Zn es d'* s* y su estado de oxidacion es +2. Es soluble en
acidos, en nitrato de amonio y en 4cido sulfurico en caliente; e insoluble en agua, en frio

o en caliente.

1.5.2. Compuestos que forma el cadmio

El estado de oxidacion mas comun del Cd es el +II pero también puede formar
compuestos con un estado de oxidacion de +I. El Cd tiene un potencial de reduccion
relativamente bajo de — 0.402 V (para M* + 2 ¢ = M), el cual es menor que el
potencial del Zn (- 0.762V) y del Hg (+ 0.854V). Esto muestra el bajo poder de
reduccion del Cd. En disolucion acuosa el Cd(II) existe en varias formas, mayormente
como ion libre" (Cd*"). El Cd forma también complejos con cuatro y seis sitios de
coordinaciéon con diferentes ligandos, con una estabilidad relativa. Los compuestos
organicos son de la forma R,Cd'*, en general, los de mayor estabilidad se forman con
ligandos naturales como sustancias hiimicas'® y con ligandos tales como EDTA y NTA.

Entre los principales compuestos que forma el Cd(II) se encuentran:

Carbonato de cadmio: es un polvo blanco amorfo, que es soluble en acidos, cianato de
potasio y sales de amonio, mientras que es insoluble en amoniaco y agua, ya sea en frio
o en caliente. Cloruro de cadmio: se presenta como cristales hexagonales pequefios de
color blanquecino, es soluble en agua y acetona e insoluble en etanol. Fluoroborato de
cadmio: es extremadamente higroscopico y muy soluble en agua. Cuando es calentado a
descomposicion, lleva al desprendimiento de humos toxicos de cadmio, acido
fluorhidrico y otras compuestos fluorados. Nitrato de cadmio: son piezas blancas y

amorfas o agujas higroscopicas; es muy soluble en acidos e insoluble en etanol, acetona,
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agua y amoniaco. Oxido de cadmio: es un polvo amorfo débilmente coloreado o
cristales ctibicos de color marrdn rojizo. Es soluble en acidos, sales de amonio, y alcalis,
pero es insoluble en agua fria o caliente. Cuando esta sustancia es calentada a
descomposicion, de desprenden humos de cadmio. Sulfato de cadmio: se presenta como
cristales rombicos de color blanco. Es soluble en agua pero insoluble en alcohol,
acetona y amoniaco. El sulfuro de cadmio se presenta como polvo amarillo anaranjado a
marron. En agua caliente conduce a la formacion de coloides. Es soluble en acidos y
amoniaco, pero insoluble en agua caliente. Cuando el sulfato o el sulfuro son calentados
a descomposicion, se produce la emisiéon de humas téxicos de cadmio y 6xidos de
azufre (SOx). La Tabla 1.4. resume las propiedades fisico-quimicas sobresalientes de
los principales compuestos del cadmio.

En los ltimos tiempos, las aplicaciones del Cd(Il) y sus compuestos se han visto
sometidas a una legislacion cada vez mas rigurosa debido al peligro que representa para
la salud de la biosfera. Gran parte de estos hallazgos han surgido del campo de la

ecotoxicologia.

Tabla 1.4. Propiedades generales del cadmio y sus compuestos'®

Propiedad Cadmio Oxido de Cloruro de Sulfuro de
Cadmio Cadmio Cadmio

Formula quimica Cd Cdo CdCl, CdS

Valencia 0 +2 +2 +2

CASNR 7440-43-9 1306-19-0 10108-64-2 1306-23-6

Peso molecular 112,41 128,41 183,32 144,47

Estado fisico Metal blanco Polvo marrén Cristales Cristales naranja o
azulado oscuro débilmente amarillo brillantes

coloreados

Punto de fusion 320,9°C >1500 °C 568 °C 1750 °C

Punto de 765 °C 900 °C 960 °C 980 °C

ebullicion

Solubilidad en Insoluble Insoluble 1400 g L™ 13x10° gL

agua

Presion de vapor 1 mm Hg a 394°C 1 mmHga 10 mm Hg a Sin datos

1000°C 656°C
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1.5.3. Usos industriales del cadmio

El cadmio y sus sales son usados en numerosos y variados procesos industriales.
La electrodeposicion es el uso mayor del propio metal. E1 Cd(I) es un constituyente de
aleaciones para fusibles y soldadura de aluminio. Se utiliza también en diferentes
aplicaciones como el proceso de grabado, amalgama en cirugia dental, y baterias de
almacenamiento de niquel-cadmio.

El acetato de este metal, es empleado para producir efectos iridiscentes en la
alfareria y porcelana. En fotografia se usan sales de bromuro de cadmio e ioduro para
los procesos de grabando y litografia. El 6xido se utiliza en la fabricacién de vidrios,
glaseados de ceramicos, asi como en la fabricacion de aleaciones de color de plata y en
electrodeposicion de ésta. El seleniuro de cadmio se encuentra en fotoconductores,
células fotoeléctricas y rectificadores. El cloruro de cadmio es usado en fotocopias, tinta
para impresoras, colorantes, cubas de electroplaqueo y en la elaboracion de pigmentos
para plasticos. El sulfuro de cadmio, también conocido como cadmio amarillo, siendo
un pigmento de coloracion rdpida, es usado para colorear vidrios, jabones, textiles,
papeles, productos de imprentas y ceramicos.

Durante los comienzos del 1900 algunas sales de Cadmio se utilizaron para el

tratamiento de la sifilis y la tuberculosis.'”

1.5.4. Distribucion ambiental del cadmio

Los principales paises productores de Cd(II) son Estados Unidos, Méjico,
Canada, Australia y Japon. Las principales fuentes de contaminacion de la atmosfera
son las minas de extraccion del metal y las industrias. La tabla 1.5. muestra la
contribucion derivada de cada aplicacion actual del Cd(II) a la polucion ambiental.

Los suelos generalmente contienen < 0,5 mg Kg' en las zonas con
concentraciones mayores se revela la actividad antropogénica. Las principales
variaciones en el contenido de Cd(II) en suelos estdn determinadas por la composicion
de la roca madre y por el suministro de metales que provienen de fertilizantes, abonos,
agroquimicos y la contaminacion atmosférica. En suelos acidos el Cd(II) se intercambia
facilmente lo cual lo hace disponible para su absorcion por las raices de los vegetales (el
primer escalon de la piramide alimentaria). Los lodos de las aguas negras y los

superfosfatos que se utilizan en la agricultura pueden también contaminar el suelo con
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Cd(II) ya que los suelos tratados con estas sustancias pueden llegar a contener hasta 100
mg Cd(Il) kg de suelo seco. En un estudio llevado a cabo en Argentina'® se ha
demostrado el aporte a la contaminacion del suelo por el Cd(II) contenido en
fertilizantes tipo fosfatos inorganicos comerciales. Ademas, se han detectado elevadas
concentraciones de Cd(II) en suelos de los alrededores de fabricas de cemento y

metalargicas.

El contenido de Cd(II) del carbon y algunos aceites minerales varia desde < 0,01
a 65 mg Kg™' en el carbon y mayor a 1 g Kg” en los aceites crudos. En el sedimento
marino el rango de concentracion va desde 0.1 a 1 mg Kg™', pero en las zonas con
nodulos de Mn y fosfatos se encuentran enriquecidas las concentraciones de Cd(Il). Con
concentraciones por encima de 8 mg Kg™' para los nodulos y superiores a 25 mg Kg™!

para los fosfatos.

Tabla 1.5. Contribucién a la contaminacion ambiental con Cd(Il) desde las

diversas fuentes.

Actividad Contribucion [%)]

Uso de fertilizantes tipo fosfato 41,3

Combustion de derivados del petroleo 22,0

Produccioén de hierros y aceros 16,7
Fuentes naturales 8,0
Produccién de metales no ferrosos 6,3
Produccién de cemento 2,5
Productos de cadmio 2,5
Incineracion de residuos 1,0

Otras fuentes importantes de emision del Cd(II) al aire, agua y suelos son la
industria del acero, la produccion de metales sin hierro, refinerias, fabrica de cementos,
fabrica de pinturas y fébrica de baterias. Altas concentraciones de Cd(II) se han
encontrado en arroz, trigo, ostras, mejillones y corteza de riién de algunos animales

como el cerdo por ejemplo. Animales con un largo ciclo de vida como los caballos o
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algunas especies de aves marinas han mostrado altas concentraciones de Cd(II)
especialmente en rifion e higado donde el Cd se acumula'®.

La dosis diarias de Cd(II) depende obviamente de la dieta personal. En un
trabajo realizado en Japon se observo que en zonas no poluidas la ingesta diaria de
Cd(II) se encontraba en un rango de 59 — 113 g por dia para una persona normal de 70
Kg de peso, pero en zonas contaminadas la ingesta ascendia por encima de 400 pg dia™.

En las aguas, el Cd(II) se presenta generalmente como ion libre Cd(Il) y su
solubilidad est4 influenciada por la dureza, el pH, los complejos solubles, los sulfuros
coloidales, y su unién a la materia particulada. Cuando las aguas dulces llegan al mar, el
Cd(II), al igual que otros iones de otros metales pesados, tiende a depositarse en los
sedimentos y asi queda limitado a las aguas costeras y los estuarios. Esto explica el por
qué de las elevadas concentraciones del metal encontradas en pajaros que habitan en
esas regiones.

Las aguas no contaminadas revelan concentraciones de Cd(II) en niveles de
vestigios, valores por debajo de 1 ug L' se han reportado.’ El flujo global de Cd es
dificil de establecer dado la gran movilidad de este metal. Las especies disueltas son
extremadamente labiles, es poco adsorbido a las particulas activas con respecto a otros
metales traza y se libera primero de los sedimentos y particulas suspendidas si las
condiciones quimicas del agua sufren algiin cambio®'.

Por lo general las concentraciones de Cd(Il) en aguas potables son menores a 5
pug L. Sin embargo la contaminacion de aguas de bebida puede ocurrir como
consecuencia de la liberacion de Cd(II) en las tuberias galvanizadas, grifos metélicos o a
partir de soldaduras por un descenso en el pH del agua que esta en contacto y que
contienen Cd(II), el descenso del pH podria deberse al incremento de lluvias 4cidas.
También ha ocurrido contaminacion de las aguas del manto freatico por escurrimiento
de aguas contaminadas desde lodos que contenian 6xidos de cadmio.”

Para entender la toxicocinética del Cd(II) en la biosfera es importante considerar
la accion que ejercen los microorganismos normales de las aguas en el proceso de
organificacion, que le otorga una toxicocinética muy particular al Cd(II) en la naturaleza
por incrementar su hidrofobicidad, su absorcion y su difusion a través de las membranas

e o, . 2
biologicas™.
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1.5.5. Toxicologia del cadmio

El Cd(Il) acthia como inhibidor de las enzimas con grupos sulfidrilos. Posee
afinidad por otros ligandos celulares, como los grupos hidroxilo, carboxilo, fosfatos,
cisteina e histidina, como asi también por proteinas como las purinas y porfirinas. Esto
produce serios disturbios en la fosforilacion oxidativa.

El Cd(Il) interactia o compite con otros metales. Por ejemplo, en estudios
hechos con animales en los que se incluian altos niveles de Cd en sus dietas se
observaron cambios en la distribucién y una disminucion del Cu tisular.**

Altas ingestiones de Cd(II) al igual que de Zn, Cu y Mn interfieren con la
absorcion de Hierro, posiblemente por competencia por los sitios de unidon a las
proteinas de la mucosa intestinal. Axelsson y Piscator®, observaron el desarrollo de una
anemia hipocrémica microcitica en conejos a los que se le incluyeron dosis de Cd(II) en
su dieta. También se ha comprobado el desarrollo de anemia en otras especies animales.
El mecanismo en el que intervendria el Cd(II) ain no es bien conocido, sin embargo en
estudios realizados por Jacobs®® en aves, se observo el aumento de la transferrina en
plasma acompainada por una anemia severa. Esto sugiere que el Cd(Il) interfiere con el
transporte del Hierro realizado por la transferrina como posible mecanismo.

Se han observado también el agravamiento de enfermedades causadas por la
deficiencia de Zn debido a la ingesta de Cd(II), en varios animales, por lo que se ha
demostrado el reemplazo del Zn por el Cd en varios sitios activos tisulares.”’

El Cd(II) absorbido desde la luz intestinal es transportado al higado unido a
proteinas plasmadticas, principalmente albimina (Alb) y una vez alli se une a glutatiéon
(GSH) hasta que se ha inducido la sintesis de una cantidad suficiente de metalotioneinas
(MT). Las MT son proteinas de bajo peso molecular (aprox. 7 kDa), ricas en residuos de
cisteinas (un tercio) y que poseen una elevada afinidad hacia el Cd(II) y otros metales.
La induccién de la sintesis de MT ocurre en varios tejidos expuestos al Cd(Il), Zn, u
otros metales, El complejo Cd(II)- MT es luego liberado hacia la sangre y transportado
hacia el rifion donde es filtrado en el glomérulo y luego reabsorbido, mediante un
proceso de pinocitosis, en el epitelio del tubo proximal de la nefrona. La protedlisis de
MT ocurre luego en los lisosomas del tibulo proximal y el Cd(Il) liberado, induce la
sintesis de nueva MT*®. Se ha informado que el dafio renal asociado con la exposicion al

Cd(I) resulta de la concentracion del Cd(II) libre en el ambiente tisular. La capacidad
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de unidén al Cd(II) de la MT renal es menor que la de la MT hepatica, lo que sugiere que
en el ambiente renal la concentracion de Cd(II) libre es mayor, conduciendo a una

mayor susceptibilidad del rifidn a los efectos toxicos del Cd(II) (6rgano critico)”.

1.5.6. Toxicocinética del cadmio

La farmacocinética del Cd(II) depende de su forma quimica, la via de exposicion
y del estado fisiologico y dietario del organismo expuesto. La absorcidn via respiratoria
es mucho mayor que via gastrointestinal, tanto para las formas quimicas solubles o no
solubles del metal. Los diferentes compuestos del Cd(Il) tienen diferentes solubilidades
y esto puede influir en gran medida su biodisponibilidad y sus efectos acumulativos y
toxicos.

La principal fuente de exposicion en la poblacién en general es el ambiente
natural. La principal via de exposicién de tipo no ocupacional en los seres humanos es
la via gastrointestinal. Por ejemplo a través de la ingesta de aguas o alimentos
contaminados.

La vida media de este metal en el ambiente es muy larga (38 afios)”. El
elemento tiene una velocidad de acumulacion diaria de 40 pg dia! en el cuerpo humano,
por lo que un adulto de entre 40 - 60 afios sometido a una dieta normal, probablemente
posea unos 300 mg de contenido corporal, de los cuales el 45% puede recuperarse del
higado y del rifion. Sin embargo, las principales intoxicaciones con Cd(Il) provienen de
la Industria, esto se debe a la mala préctica de normas sanitarias de trabajo. La via de
ingreso principal en este caso es la respiratoria y en algunos casos el ingreso puede
realizarse por ingestion.

La enfermedad Itai - Itai es causada por una intoxicacion cronica con Cd(Il) y es
el cuadro clinico que mejor ilustra el efecto de una exposicion sostenida al Cd(II). Se
manifiesta por una disfuncion renal, en combinacion con una osteomalacia o una severa
osteoporosis. Esta enfermedad es de prevalencia en algunas areas de Japon, y se produjo
por consumir arroz que era cultivado en areas cercanas a una metalurgica en el afio
1947. Hasta el momento no ha sido posible conocer con exactitud la incidencia de esta
enfermedad, pero se estima que hasta fines de 1965 habia provocado 100 muertes. En
las zonas mas contaminadas se detectaron concentraciones de Cd(II) en el orden de 1 a

4 ug g™ en los suelos aledafios®”.
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En cuanto a la intoxicacion aguda, el 6rgano critico depende de la via de ingreso,
si es a través de la via respiratoria es el pulmén y si es por via oral el érgano mas
afectado es el higado. La ingestion de Cd(II) produce sintomas digestivos parecidos a
los causados por una infeccidon bacteriana, nduseas, vomitos, salivacion, seguidas por

. . 7. 32
diarrea con dolores abdominales y fuerte sudoracion®”.

1.6. Propiedades generales del plomo y sus minerales

El plomo es un poluente toxico, y en general su presencia en sistemas acudticos
resulta de la actividad antropogénica® **.

Las condiciones de ductilidad y maleabilidad del plomo han hecho que este
metal haya sido utilizado por el hombre desde la mas remota antigiiedad. Hipocrates en
el siglo V antes de Cristo describe el colico saturnino como sintoma de la toxicidad del
Pb(II). Hay también referencias a la intoxicacion por el Pb(Il) en el antiguo Egipto,
4.000 afios antes de la era cristiana.

De color azul-grisaceo, se obtiene principalmente a partir de la galena (sulfuro
de plomo). Es un elemento al que se lo puede hallar formando compuestos organicos e
inorganicos. Generalmente se encuentra actuando con un numero de oxidacion 2+
[Pb(IT)]; pero también puede encontrarse en el estado 4+. El peso atdmico es de 207.2
g/mol, densidad 11.34 g cm’® ™', el punto de fusion es a 327 °C y el punto de ebullicién a
1.525 °C. A partir de 500 °C la emision de vapores de Pb(Il) es ya importante y por
tanto lo es su toxicidad. El plomo forma 4 isétopos estables en la naturaleza: ***Pb,
(1.48%), 2*°Pb (23.6%), 2"'Pb (22.6%) y ***Pb (52.3%).

Es un metal blando, maleable y ductil. Es un muy buen conductor del calor y la
electricidad y muy resistente a la corrosion. En la capa expuesta al aire se forma una
capa de proteccion de carbonato basico. El Pb(II) también reacciona con el agua y en
presencia de aire forma hidréxidos de Pb(II). Los compuestos inorgéanicos de Pb(II)
generalmente son muy insolubles en agua o débilmente solubles, con excepcion del
clorato de plomo, perclorato, nitrato y acetato. El cloruro de plomo es moderadamente
soluble. Los compuestos organicos mas importantes son los tetrametil y tetraetilplomo,
utilizados como antiexplosivo en combustibles.” Estos se degradan a RsPb", R,Pb*", y
Pb*", cada una de las diferentes formas quimicas tienen diferentes niveles de toxicidad
por lo que la especiacion de cada una es una informacién importante.”® La disminucién

de Pb(II) ambiental junto con los progresos hechos en el campo de la prevencion han

-20 -



Introduccion

reducido fuertemente la importancia de las exposiciones al metal a causa de la profesion
lo que ha permitido obtener conocimientos mas precisos sobre los efectos producidos a
dosis bajas tanto en poblacion general como en poblacion laboral. Estos estudios han
puesto en evidencia nuevos problemas, lo que ha llevado a algunos autores®’ a proponer
una revision de los actuales modelos de conocimiento y de prevencion para el Pb(II) con
el fin de adaptarlos a las nuevas condiciones de exposicion y a los conocimientos mas
recientes sobre los efectos debidos a los actuales niveles de absorcion del metal.

En un medio acudtico a un pH entre 7 y 9, el Pb(Il) se encuentra como ion libre
divalente, Pb*", asi como carbonato disuelto de plomo, PbCOs. Con el ion OH™ forma

también complejos solubles estables como PbOH ™.

1.6.1. Produccion y usos industriales

El Pb(II) se obtiene de suelos en los que viene mezclado con Zn, donde luego de
varios pasos de flotacion para concentrar el Pb(II) y luego se loa aglutina para obtener
los 6xidos de Pb(I). Los oxidos son reducidos y se refina el metal. La produccion
mundial anual se ha mantenido constante durante los ultimos 10 aflos, alrededor de 3.5
millones de toneladas. Los paises mas importantes para la producciéon minera son
EEUU, la URSS y Australia, a la produccion minera hay que sumarle la produccion de
la escarpa.

En los EEUU, el uso mdas importante que se le da a éste metal se encuentra en la
produccién de baterias, aproximadamente el 77% del consumo total.*® Otro porcentaje
importante se ocupa para soldaduras, conductores, materiales de edificios, cafierias, y
aditivo de combustibles. En Argentina, la Secretaria de Energia de la Nacion a través de
la Subsecretaria de combustibles reguld el tema del agregado de Pb(Il) a los
combustibles en 1998 (disposicion 285/98). Por la misma resolucion se limitaba el
contenido maximo de Pb(Il) en todas las naftas comercializadas en el territorio a un
valor de 19 mg L. esta exigencia implicaba la no adicion de Pb(Il) tetraetilo, practica
totalmente erradicad en el pais desde hacia algunos afios*” El crecimiento de la polucion
con Pb(Il), obligd, en los ultimos afios a dictar normas que restringen su uso como

aditivo de pigmentos.
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1.6.2. Distribucion ambiental del plomo

El Pb(Il) se encuentra ampliamente distribuido por la superficie terrestre. Los
principales minerales de Pb(Il) son la galena, cerrusita y anglesita que contienen
sulfuros de Pb(II), carbonato de Pb(II) y sulfato de Pb(Il) respectivamente.

Las diferentes fuentes de exposicion al Pb(II) varian en las diferentes areas
geograficas del mundo. En general la exposicion en zonas urbanizadas de alta densidad

. . . 41 .
industrial es mucho mayor, comparada con las regiones rurales™ . (Figura 1.1.)
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Figura 1.1. Vias de exposicion al plomo en los seres humanos

1.6.2.1. Contaminacion del aire:
La mayor contribucion de Pb(II) en el aire debida a la emisioén que se produce en

centros urbanos e industriales. En areas remotas la concentracién de Pb(II) en el aire es
de 0,04 nmol m’, pero en zonas industriales o urbanizadas puede llegar a 2,5 — 50 nmol

m’. Estas altas concentraciones también se pueden presentar en los ambientes de trabajo

de minerias, fabrica de baterias, etc.
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1.6.2.2. Contaminacion del agua y alimentos:
La actividad minera es la principal responsable de la contaminacidn del agua con

Pb(II) ya que utiliza los rios como una forma facil y de bajo costo para deshacerse de
los desechos que conforman lo relaves mineros.

Las especies inorgéanicas predominantes en aguas de bebida son PbCO; y
Pb(OH),COs. El Pb(Il) tiene una fuerte afinidad por los adsobentes inorganicos, en la
mayoria de las aguas naturales una fraccion significativa de Pb(Il) se encuentra asociado
con Fe;Os hidratado a pH > 7. La concentracion de Pb(II) en aguas de bebida va desde
0,005 — 0,05 pmol L',** pero puede ser mayor en algunos casos por el Pb(II)
proveniente de las cafierias de Pb(II) o soldaduras de Pb(II). En la mayoria de los paises
del mundo la ingesta de Pb(Il) a través del agua de bebida es baja, por debajo de 0,05
pmol dia”', pero la contaminacién puede ser mayor en zonas con aguas débilmente
acidas y cafierias de Pb(II).

La ingesta de Pb(II) proveniente de la dieta varia entre 0,5 — 1,5 pmol dia™.*
Los contenidos de Pb(II) en los alimentos se miden en umol Kg™' de peso fresco: leche
y huevos, 0,05 — 0,8; carnes, 0,2 — 1,2; vegetales, 0,1 — 0,7; frutas, 0,05 — 0,1; pescados,
0,3 — 1,9. En general los alimentos tienen contenidos de Pb(II) superiores a los

. L. 44
establecidos como limites.

1.6.3. Fisiologia del plomo

Las principales fuentes de ingreso del Pb(Il) al organismo son el aire inhalado,
alimentos y el agua de bebida.

En la mayoria de los paises el Pb(Il) proveniente de la dieta se encuentra por
debajo de 0.5 pmol/dia de los cuales aproximadamente el 10% es absorbido desde el
tubo gastrointestinal. El Fe, Ca y P reducen la absorcion de Pb(Il), mientras que las
dietas pobres en Zn, acido ascorbico y acido citrico favorecen su absorcion. Otros
factores que también estimulan la absorcion del Pb(II) son la ingesta de alcohol, ulcera
péptica, etc.

Altas exposiciones al Pb(II) se evidencian por una reduccion en la concentracion

de Ceruloplasmina en sangre.
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DIETA + AIRE
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Figura 1.2. Distribucion del Pb(II). Modelo de los tres compartimentos en el organismo

humano. Puede verse la vida media del Pb(II) en cada uno de ellos.

El Pb(II) luego de ser absorbido pasa a la sangre donde casi inmediatamente es
transferido a los eritrocitos, formando complejos con la hemoglobina, quedando aprox.
Solo un 6% en plasma. Parte del Pb(II) de los eritrocitos se asocia con la membrana y el
resto es complejado por la hemoglobina. Se ha sugerido que solo el Pb(I) difusible,
disuelto en el plasma es el que produce los efectos toxicos, ya que €ste es el que puede
ser transportado a través de las membranas celulares.

Desde la sangre el Pb(II) es transportado a los tejidos blandos, huesos y dientes.
La distribucion a los tejidos blandos varia dependiendo del tejido. Asi por ejemplo las
concentraciones en higado, rifion y cerebro son 0.29 — 0.77, 0.17 — 0.47 y 0.02 — 0.07
umol/g respectivamente.”> El Pb(I) es acumulado en el sistema nervioso donde la
concentraciéon es mayor en los nervios periféricos, que en el sistema nervioso central®.

El 95% del Pb(II) sanguineo est4 unido a los eritrocitos. La vida media del Pb(Il) en el

torrente sanguineo es de 35 dias, pero pueden existir grandes variaciones individuales.
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El esqueleto es quien contiene la gran mayoria (80-90%) del Pb(II) almacenado
en el organismo. La vida media del Pb(II) en el hueso es de 20 a 30 afios. Una parte del
Pb(II) depositado a nivel 6seo (tejido dseo trabecular) se encuentra en forma inestable, y
por tanto facilmente movilizable en determinadas condiciones (acidosis,
descalcificacion) y en equilibrio con la sangre. El resto queda almacenado (tejido 6seo
compacto) y va aumentando progresivamente a medida que continua la exposicion.

Tanto los tejidos blandos como la sangre constituyen las unidades de
intercambio activo, mientras que el esqueleto constituye la unidad de almacenamiento o
de intercambio lento

El Pb(ll) absorbido se excreta principalmente por la orina y secreciones
gastrointestinales. Orina 76%; secreciones gastrointestinales 16%; pelo, ufias, sudor y
otros 8%. El Pb(II) también puede ser excretado a través de la leche materna en niveles
de alrededor de 0.013 pmol L. Parte de los compuestos organicos formados por el

Pb(II) son metabolizados hasta Pb(II) inorganico."’

1.6.4. Accion patologica:

El Pb(Il) inorganico inhibe las enzimas responsables de la sintesis del grupo
hemo. Inhibe la enzima J-4cido aminolevulinico deshidrogenasa (ALA-D), la cual
cataliza la formacion de porfirindogeno a partir del acido d-aminolevulinico (ALA), y la
sintesis del grupo hemo, el cual incorpora Fe en la protoporfirina IX. Esta accion del
Pb(Il) produce la acumulacion de ALA, coproporfirina, Zn protoporfirina (ZPP) en
sangre y por ende aumenta la excrecion de los metabolitos de éstos en orina. Estos
cambios enzimdticos pueden utilizarse para realizar monitoreos biologicos de la
exposicion al Pb(IT).*

La respuesta renal a una exposicion prolongada al Pb(II) se caracteriza por una
nefritis cronica, el dafio es principalmente tubular, si bien puede afectar también al
glomérulo. Generalmente se presenta con aminoaciduria, glucosuria y fosfaturia, con
dafo cronico irreversible. La posibilidad de dafo renal tardio puede darse incluso en
condiciones de exposicion moderada®.

El Pb(Il) inorganico es también un sustituyente muy efectivo del Ca por lo que
influencia también todos los procesos Ca-dependientes: (1) intercambio de Ca en las

células de la médula o6sea. (2) bomba de Ca y Ca-ATPasa en los eritrocitos humanos. (3)
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Canales de Ca en mitocondrias. (4) procesos Calmodulina dependientes. (5) proteina
complejante en el intestino.”® (6) permeabilidad Ca dependiente al Potasio en los
eritrocitos.”

Los efectos neurotoxicos del Pb(Il) se sugirieron que son debidos a la capacidad
de activar la proteinquinasa Ca sensible, responsable de la regeneracion de la
concentracion de Ca en la union sindptica, ya sea por interaccion directa con la enzima
o por activacién de la Calmodulina la cual produce cambios enzimaticos.>

En la intoxicacion aguda se pueden observar diferentes sintomas, a nivel
gastrointestinal se produce un cuadro caracteristico llamado célico saturnino. A nivel de
sistema nervioso se produce encefalopatia saturnina con convulsiones y coma que

conduce a la muerte en dos o tres dias. Sin embargo en la actualidad es muy dificil

observar intoxicaciones agudas en nuestro medio.
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CAPITULO I

2. Espectrofotometria en Fase Soélida

2.1.  Definicion de espectrofotometria en fase solida

La Espectrofotometria en Fase Solida (SPS — Solid Phase Spectrophotometry'~)
es una técnica basada en la preconcentraciéon de un analito, formando un compuesto
cromogénico o0 no, sobre un sustrato solido (resina de intercambio o adsorcion) y
medicidn de la absorbancia del compuesto coloreado directamente sobre la fase solida.
Este proceso permite obtener mayor sensibilidad y precision que los métodos de

.y -, 3
absorcion molecular en solucion™.

2.1.1. Breve resena historica
La Espectrofotometria en Fase Solida surge como intento de aplicacion al

analisis cuantitativo de los fundamentos de los “resin spot tests”. A pesar de los
numerosos trabajos sobre este tema (resin spot tests) publicados, desde el afio 1954, en
el que Fujimoto® propusiera la referida técnica de microanalisis cualitativo, en ninguno
de ellos se hizo un intento de cuantificacion del analito y tuvieron que pasar mas de dos
décadas hasta que en 1976 Kazuhisa Yoshimura® diera a conocer los primeros métodos
de determinacion cuantitativa basados en la medida directa de la absorbancia de la
especie coloreada sorbida en fase resina, que €l llamo Colorimetria de Cambio Iénico y

que mas ampliamente debemos denominar Espectrofotometria en Fase Solida (EFS).

Una gran ventaja de la EFS respecto a la Espectrofotometria convencional radica
en el notable incremento de sensibilidad que ofrece, pues la misma es funcion del
volumen de muestra a analizar’. Con volumenes de muestra de 1 L, que son de
frecuente empleo en EFS®, se pueden alcanzar coeficientes de absortividad molar
aparente del orden de 10° L mol”' em™ lo que supone sensibilidades del orden de 10° -
10* veces mayores’ (con la EFS) que con la Espectrofotometria convencional, pudiendo
cuantificarse niveles de concentracion inferiores a 0,1 ng mL™. Se ofrece asi la
posibilidad de determinacion de elementos vestigios por Espectrofotometria sin que sea
obligado el empleo de una preconcentracion del analito, tal como se requiere en la

Espectrofotometria convencional. Otras ventajas de la EFS son la buena selectividad
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que se alcanza (al combinar la naturaleza de los reactivos y la fijacion sobre un soporte

solido) y el bajo costo de la técnica.

Asimismo, también se han ampliado las posibilidades con el empleo por ejemplo
de técnicas quimiométricas derivativas y se han abierto nuevos horizontes con técnicas
similares como la Espectrofluorimetria en Fase Solida®, la Espectrofotometria de
Cambio Iénico por Reflectancia Difusa’ y la aplicacion del sistema de Inyeccion en

Flujo Continuo'® (FIA) a la EFS
]

2.2. Tipos de soportes

Todo intercambiador idnico esta compuesto por dos partes, una de naturaleza
organica o inorgéanica, que constituye el esqueleto y la otra formada por grupos
intercambiadores de iones (grupos funcionales). Dichos grupos funcionales se
encuentran soportados por el esqueleto. Existe gran variedad de productos sintéticos y

. e, o1
naturales que muestran propiedades de cambio i6nico .

De entre todos ellos, consideraremos solo aquellos que han sido empleados en

EFS y que podemos clasificar en'?:

a) Polimeros de estireno.

b) Polimeros del dextrano.

2.2.1. Polimeros de Estireno.
Los polimeros de cambio i6nico mas importantes hoy en dia son aquellos

basados en el poliestireno. Estan constituidos por una matriz hidrofobica formada por
cadenas lineales de poli estireno unidas entre si por puentes de divinilbenceno (tipo
Dowex 1, Dowex 50W, etc), formando una malla tridimensional elastica que presenta
suficiente estabilidad fisica y quimica en diferentes condiciones. Estas pueden ser

representadas asi:
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CH2—CH—CHy;—CH—— CH2—CH—CH2—CH——

elelel¢

Figura 2.1. Estructura del esqueleto de estireno

Unidos a los anillos aromaticos se hallan grupos funcionales i6nicos tales como:

- SO; -COO~ ~ PO; — AsO;”

en intercambiadores cationicos y

— NH! ~NH; - =N'-= =St -

en intercambiadores anidnicos.

Son materiales porosos y poseen grupos hidroéfilos, por lo que son afectados por
las caracteristicas del medio de reaccion (Ej: pH, constante dieléctrica, etc) y al ponerlos
en suspension en agua o cualquier disolvente polar, lo absorben en su interior, se
hinchan y se convierten en “geles”. El grado de entrecruzamiento (relacionado
directamente con el porcentaje de DVB) determina el tamafio de los microporos de la
matriz, la capacidad de hinchamiento y la movilidad de los contra-iones en la resina.

Esta ultima determina a su vez la velocidad del proceso de cambio i6nico.

Las resinas microporosas no pueden emplearse cuando lo que interesa es fijar
una muestra compleja, de naturaleza organica. Es necesario en estos casos recurrir a las

resinas macro porosas o reticulares” que poseen una gran superficie interna y permiten
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un acceso mas facil de las moléculas reaccionantes y por tanto un cambio i6nico mas

rapido que los polimeros convencionales tipo “gel”.
3.2.2. Polimetros del Dextrano.

Son polisacaridos que se obtienen entrecruzando dextrano con epiclorhidrina.
Son absorbentes polares con grupos no idnicos. Pueden introducirse grupos funcionales
i6nicos obteniéndose cambiadores idnicos 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). La utilidad de estos cambiadores dependera en
gran medida del pH. El esqueleto del polisacarido puede ser representado de la forma

siguiente:

—(0-CH,
Sy
OH
HO 0-CH;
HO s
—0O0—0CH, HO 0-CH,
0 HO L5
HO HO .
oy OH

Figura 2.2. Estructura del esqueleto del dextrano

Aparte de los soportes de cambio i6nico comentados anteriormente se pueden
usar en EFS otro tipo de soportes, las resinas absorbentes constituidas por cadenas de
poliestireno entrecruzadas mediante moléculas de DVB (al igual que las resinas tipo
Dowex), pero carentes de grupos funcionales cambiadores de iones (otro tipo, menos
frecuente, estd fabricado a base de acrilato). Bien conocidas son las resinas macro
porosas tipo Amberlita XAD. Estas resinas son materiales porosos por lo que, al igual
que las del tipo Dowex, se afectan por las caracteristicas del medio de reaccion, aunque
no tanto como aquellas. Las resinas absorbentes son capaces de retener gran cantidad de

reactivos aromaticos por absorcion; de este modo los grupos activos de dichos reactivos
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quedan libres y éstos no pierden su capacidad de complejacion. No obstante, su alta

opacidad en toda la region del Visible (y UV) limita fuertemente su uso en EFS.

Su obtencion se lleva a cabo realizando la polimerizacion estireno-DVB en
presencia de un disolvente organico como el tolueno, apropiado para disolver los
monomeros pero no para el polimero. Estas resinas macro porosas son muy utiles para
su uso en disolventes no polares, en los que las resinas de cambio i6nico ordinarias
apenas se hinchan y el cambio i6nico es por tanto lento. Su uso es frecuente en la

industria, debido a que son facilmente regenerables.

2.3. Procedimiento para el desarrollo del color

Podemos distinguir tres formas de desarrollar el color en el soporte solido, que
dependerdn de la naturaleza del analito, del reactivo cromogénico, del pH y de otros

factores:

1) Fijacion del analito en el soporte solido desde la disolucion muestra seguida
por la reaccion de éste ultimo con el agente cromogénico. Este procedimiento puede
aplicarse cuando el reactivo posee una selectividad baja por el analito. Es el caso de la
determinacion de cinc con zincon o de ferricianuro por formacion del azul Turnbull P
No obstante, este procedimiento ofrece el inconveniente de requerir dos equilibraciones

sucesivas en su ejecucion.

2) Fijacién del reactivo en el soporte solido seguida por la reaccion del mismo
con el analito. Este procedimiento se aplica en los casos en los que la especie compleja
coloreada no puede ser fijada directamente sobre el soporte soélido. La fijacion del
reactivo sobre el soporte debe ser irreversible, comportaindose éste tltimo como una

resina quelante. Se ha determinado asi cobre con zincén y niquel con PAN

3) La reaccion entre analito y reactivo tiene lugar en la disolucion y
posteriormente el producto de la reacciéon se fija sobre el soporte solido. Este
procedimiento es el mas ampliamente usado. Requiere que el complejo formado pueda
fijarse sobre el cambiador. Es el caso de la determinacion de cromato con
difenilcarbazida uranio(VI) con tiocianato amonico vanadio con PAN y Fe(Ill) (Ac.

ascorbico como reductor) con ferrozina.

-34 -



Capitulo 11

2.4. Medida de la absorbancia en espectrofotometria en fase sélida

La absorbancia de la fase sélida con la especie fijada, a una determinada

longitud de onda, 4,, es suma de varias contribuciones':

A=A, + A, + Az, +4

sol Res Reac

siendo:

A, : Absorbancia debida a la especie sorbida a la resina

A, : Absorbancia correspondiente a la disolucion intersticial que queda entre

sol *

los granos de resina.

Ag., : Absorbancia de fondo debida a la resina.

Ag... . Absorbancia correspondiente a los reactivos fijados en la resina, en el

Reac

caso de que éstos absorban a la longitud de onda de medida.

La absorbancia de la disolucion intersticial, 4., , puede ser despreciada cuando

sol °
los coeficientes de distribucion de los componentes de la muestra son muy altos, lo que
suele ocurrir normalmente.

Por otra parte, los valores de A4, 4.,y Ag... (Y en consecuencia de A,) son

afectados por el empaquetamiento de los granos de resina en la celda. Es por esto que el
valor de la absorbancia correspondientes a la especie sorbida 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 de analito.

No obstante, si la medida de la absorbancia se realiza a dos longitudes de onda,

correspondiendo una al maximo de la especie, 4, , y otra situada en una region en la que

s6lo absorbe la resina, lR, (700 — 800 nm), la diferencia de absorbancia,

AA=A,. — A,, se mantendrd constante bajo las condiciones de empaquetamiento

similares.

Ademas, si la absorbancia del blanco de resina, que viene dada por:
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AB = AB,sol + AB,Res + AB,Reac

se mide a estas mismas dos longitudes de onda (A,y4,), la diferencia de
absorbancia, A4, = A4, — A, , s¢ mantendra igualmente constante bajo similares

condiciones de empaquetamiento.

Por tanto, la absorbancia neta de la especie, 4,,, (que esta relacionada con la

concentracion del analito en la disolucion) puede obtenerse a partir de la ecuacion

siguiente:

Ad—-AA4, = |AE + (4, + AReac) - (A'R+A'Reac )

A

— “*Neta

- ‘(AB,ResE + AB,Reac) - (A'B,Res +A'B,Reac )

Donde las absorbancias A4'  son las correspondientes a la longitud de onda

A donde no absorbe el complejo). La figura siguiente ilustra los términos anteriormente

usados:

-36 -



Capitulo 11

A [ ]
4 1
0.5 AL,
0 f } } i ; f t ; % 1 ;
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Figura 2.3. Diferentes contribuciones a la absorbancia de un sistema de

espectrofotometria en fase solida
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CAPITULO Il

3.1. Especiacién de Metales Pesados en Aguas de Rio

3.1.1. Constituyentes de las aguas naturales

La naturaleza de los compuestos organicos e inorgdnicos que pueden estar
presentes en una muestra de agua, resulta de un complicado proceso de produccion y
degradacion de biomasa terrestre y acudtica, erosion de rocas y lixiviados de los
terrenos, adsorcion sobre particulas suspendidas, actividad quimica, biologica y entrada
por aerosoles. La composicion de estos sistemas quimicos es muy sensible y se

encuentra formada por:

3.1.1.1. Constituyentes inorgdnicos

La concentracion de macroconstituyentes inorganicos es muy diferente en varios
tipos de aguas segun si son de rio, de lagos o agua de lluvia. El agua de mar es la inica
que puede considerarse con una composicion practicamente constante en todo el mundo,
salvo el caso de mares cerrados, en los que la salinidad, generalmente, se ve

aumentada.

3.1.1.2. Constituyentes orgdnicos

La materia orgdnica en aguas naturales se debe a la presencia de organismos
vivos, en particular los exudados de algas (numerosos polipéptidos y polisacaridos) y
también debido a la polucion.

Gran parte de esa materia organica esta constituida por sustancias humicas en las
aguas naturales. La materia himica proviene de la descomposicion de organismos y se
trata de una mezcla de polimeros organicos con grupos hidrofébicos y grupos cargados
hidrofilicos, que le otorgan caracteristicas polielectroliticas y polifuncionales.
Operacionalmente se los puede dividir en tres diferentes fracciones que corresponden a
sus diferentes pesos moleculares y complejidad: humico (fraccion no soluble), dcidos
humicos (que precipitan a valores bajos de pH) y dcidos fiilvicos (fraccion soluble). En

solucidn ésta sustancia se puede encontrar en estado libre o asociado, por ejemplo con
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aminoacidos como la glicina, 4cido aspartico, alanina, serina, acido glutdmico y

fracciones menores de la descomposicion de organismos.

3.1.1.3. Material particulado y coloides

La adsorcion de cationes y aniones en los 6xidos de metales es considerada una
reaccion de coordinacion (reacciones de superficie) en la que protones o iones oxidrilo
son removidos de la superficie de la particula. Por ello las fuerzas electrostéticas y los
aspectos quimicos juegan un importante papel en estos procesos, tales como
competicion entre el solvente y otras moléculas en solucion por la superficie.

Las cargas eléctricas de las superficies de cada particula, forman una doble capa
alrededor que previene la floculacion de las particulas coloidales. Una disminucion de
esta doble capa como puede presentarse cuando hay un aumento de la salinidad (la que
comprime la doble capa por neutralizacion de cargas), puede hacer disminuir el
porcentaje de materia suspendida por el proceso de agregacion. Algunas macro
moléculas, polielectrolitos, e iones de gran carga (ej: Fe(Ill) y Al(IIl)) tienen una gran
afinidad por grupos de superficie dadores de oxigeno y en consecuencia una fuerte
tendencia a producir agregaciones, desestabilizando asi los coloides y aumentando la
floculacién o coagulacion. Por otro lado, hay coloides que son estabilizados por
formacion de films organicos, como en el caso de los coloides de 6xidos de Fe(IIl) que

generalmente se encuentran cubiertos por sustancias himicas en las aguas naturales.

3.1.2. Origen y transporte de metales pesados en aguas

Tanto la atmoésfera como los ambientes acuaticos son ambientes fluidos con
numerosas propiedades en comun. El transporte y dispersion de contaminantes en el
ambiente acudtico se encuentra controlado por la conveccion (Movimiento de masa) y
mezcla o difusion (sin movimiento del agua)l.

Al igual que en la atmdsfera el movimiento vertical de agua en los ambientes
acuaticos también se encuentra restringido. En los grandes cuerpos de agua esto se debe
a la estratificacion, causada por las diferentes capas que se forman con diferentes
temperaturas, salinidad o densidad, sin embargo en los rios este fendmeno se encuentra
limitado por la escasa profundidad. Asi también en los cuerpos de agua los

contaminantes tienden a acumularse en los sedimentos del fondo.
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Como consecuencia de la similitud de factores fisicos de los fluidos, que
gobiernan la dispersion de poluentes en la atmosfera y en cuerpos de agua, ambos
utilizan la ecuacién Gaussiana. Para los rios, el modelo simple de disminucién

exponencial de la concentracion desde el punto de contaminacion puede aplicarse:

donde C, es la concentracién en el punto x, Cy es la concentracion en el punto de
descarga, K es la velocidad de disminucion de la concentracién y ¢ es el tiempo que
transcurre desde el punto 0 hasta el punto x de medida. Otros modelos de estudios de el
movimiento de los contaminantes en rios, consiste en dividir el curso del rio en
diferentes secciones y considerar a cada una como una serie de tanques de agitacion,
uno a continuacion del otro. El mecanismo de dispersion es el agregado de una “zona
muerta” que corresponde a la zona entre dos puntos de muestreo, el modelo es una
combinacion entre el de los tanques de agitacion y un factor que cuantifica el
componente de dispersion’.

Los metales pesados se encuentran en el aire en forma particulada o como
aerosoles y estdn presentes en los sistemas acudticos naturales en diversas formas
quimicas. Se puede esquematizar el ciclo hidrogeoldgico de transporte resumido
(Salomons and Forstner’) cuya grafica se muestra en la figura 4.1. Poseen,
principalmente, tres modos de acceso al medio acuatico. La via atmosférica, debida a la
sedimentaciéon de particulas emitidas hacia la atmosfera por procesos naturales o
antropogénicos (principalmente combustion de combustibles fosiles y procesos de
fundicion de metales). La via terrestre, producto de filtraciones de vertidos, del
escurrimiento superficial de terrenos contaminados (minas, utilizacion de lodos como
rellenos, lixiviacion de residuos solidos, precipitacion atmosférica, etc.) y otras causas
naturales. La via directa es debido a los vertidos directos de aguas residuales
industriales y urbanas. Los metales pesados se originan en fuentes naturales o
antropogénicas. En un sistema no perturbado por el hombre, el origen natural del
contenido de elementos metéalicos depende inicialmente de la composicion de la roca
madre originaria y de los procesos de desgaste climatico o erosion sufridos por los

materiales que constituyen el terreno. La accion de los factores medioambientales es
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determinante de las diferentes concentraciones o niveles de fondo o de base
(“background”) de metales pesados. Como ya se ha mencionado las diferencias en la
composicion fisico-quimica de las aguas como el tamafo de las particulas, distribucion
y mineralogia afectan a las concentraciones de los metales pesados de origen natural.
Una alta concentracion de metales en sedimentos puede resultar en ciertos casos de su

material geoldgico sin que haya sufrido una contaminacién puntual.
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Figura 3.1. Ciclo hidrogeologico de los metales pesados’.

Se entiende por contaminacion de origen antropogénico la proveniente de la
intervencion humana en el ciclo biogeoquimico de los metales pesados. El uso de los
metales pesados ha ido aumentando paralelamente al desarrollo industrial y tecnoldgico.
Actualmente es dificil encontrar una actividad industrial o un producto manufacturado
en los que no intervenga algun metal pesado. La tendencia actual, aunque lenta, es
sustituir progresivamente en la industria, algunos metales pesados potencialmente
toxicos por otros materiales més inocuos”.

Las principales fuentes de metales pesados en los sistemas acudticos son las
actividades industriales. Con frecuencia, los vertidos de aguas residuales o efluentes

industriales no son sometidos a procesos de depuraciéon o tratamiento. Son de
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importancia también las descargas de la actividad agricola, que se producen por la
lixiviacion de areas cultivadas afectadas por el uso de pesticidas, fertilizantes y otro tipo
de abonos que contienen metales pesados. Los contaminantes metdlicos de origen
ganadero son producidos por desechos de animales que han ingerido metales pesados
(Cu y Zn) como suplementos dietarios. Entre las fuentes antropogénicas de metales
pesados cabe destacar las de origen doméstico, como las descargas cloacales y los
lixiviados que pueden producirse a partir de depositos de residuos urbanos.

El quemado de combustibles fosiles y las emanaciones gaseosas de los
automotores producen particulas que contienen metales pesados y que por precipitacion

llegan a los sistemas acudticos.

3.1.3. Diferentes tipos de especies que pueden formar los metales en aguas

naturales

Las diferentes especies que pueden formar los metales pesados en aguas

. .. 5
naturales pueden clasificarse en los siguientes grupos’:

a) lones metalicos libres: (Cu%aq, Pb2+aq) en general los metales pesados que se
encuentran en su forma de iones libres son muy toxicos para los organismos vivos. Los
iones libres, como el Cd*" por ejemplo, son muy toxicos para especies unicelulares de
algas, probablemente porque éste forma complejos con ligandos que se encuentran en la
superficie de la membrana celular, bloqueando asi el primer paso de asimilacion, esto
hace posible que se produzca un cambio en la quimica de coordinacion dando lugar a

cambios intracelulares.

b) Complejos Inorganicos: (CdCl,.PbCOs) En general los metales pesados
tienen una menor toxicidad para la microbiota cuando el agua es dura y alcalina, en
cuyo caso los componentes mayoritarios son: Ca*", Mg*" y COs>. Ocasionalmente no
queda claro en la literatura cual tipo de complejo es mas toéxico que otro, ademas de que
esto es proporcional a la concentracion de metal libre, generalmente se determina ésta

frente a un exceso de ligando.

c) Compuestos Organometalicos de Bajo Peso Molecular: (alquil-compuestos,

Metal-S-R, Metal-OOC-R) La presencia de ligandos orgédnicos naturales en las aguas
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naturales, pueden producir un cambio total en la distribucién de las diferentes
fracciones. Por ejemplo, los exudados organicos de un determinado microorganismo
que acompleje fuertemente los metales pesados contribuyendo asi a la disminucion de la
toxicidad de éstos en el ecosistema, tal es el caso de la especie de alga Selenastrum
capricornutum.

Los alquil-compuestos son mucho mas toxicos, debido a su liposolubilidad lo que le
permite atravesar las diferentes membranas biologicas. Por ejemplo los aerosoles
emitidos por los automoviles son muy ricos en alquil-Pb, los que entran en los pulmones

en la respiracion y pasan directamente al flujo sanguineo.

d) Complejos Organicos con Peso Macromolecular: (Metal-lipidos, Metal-Ac.
Humicos, Metal-polisacaridos) La complejacion de los metales pesados con moléculas
organicas de alto peso molecular, reducen generalmente la toxicidad de éstos para la
biota, debido a que estos complejos no pueden pasar las membranas bioldgicas con

facilidad debido a su gran tamafo.

e) Especies Metalicas que forman coloides suspendidos: (FeO)OH, Fe(OH)s,
Ag>S y CuS) En general el producto de solubilidad de las diferentes especies en aguas
naturales no es alcanzado. Sin embargo el Fe y Mn en aguas oxigenadas se encuentran
principalmente como 6xidos e hidroxidos, y en medios anaerobios los iones Ag(l) y

Cu(I) pueden existir formando sulfuros.

f) Especies Metalicas Adsorbidas a Coloides, Material Particulado o
Incorporado a Microorganismos. Los coloides, las particulas, junto con los sedimentos
que se encuentran en aguas naturales tienen un gran nivel de metales pesados. Algunos
minerales (Kaolin, etc.) que son frecuentes en aguas naturales poseen una superficie con
numerosas cargas negativas lo que les permite absorber los iones metélicos en los
rangos de pH que se presentan generalmente en las aguas naturales. Lo mismo pasa con
los 6xidos de metales hidratados que pueden intercambiar protones o iones oxidrilo por
aniones o cationes respectivamente. La capacidad de absorcion depende seriamente de
factores abidticos como el pH y el tipo y concentracion del ligando. También se debe

tener en cuenta que los iones adsorbidos pueden redisolverse con acidos por ejemplo. La
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presencia de ligandos organicos puede aumentar o disminuir la adsorcién de metales en
las particulas solidas. Por ejemplo la presencia de acido glutamico incrementa la

adsorcion de Cu(Il) en particulas de 6xido de Fe(III).

3.1.4. Factores ambientales que afectan la especiacion

a) Condiciones Redox: El potencial redox del ambiente determina el estado de
oxidacion de algunos iones metalicos, por ejemplo el Fe(Ill) puede reducirse a Fe(Il),
Mn(IV) a Mn(II), Cu(Il) a Cu(I), Cr(VI) a Cr(IIT) o As(V) a As(IIl), lo cual tiene una
influencia muy importante con respecto a la toxicidad y actividad biologica de cada
elemento. El caso del Fe(Il) y Mn(II) que son solubles en aguas naturales con poco
oxigeno y a pH normales. El Cr(VI) en general es mas toxico que el Cr(Ill). En los
sedimentos de las aguas naturales existen condiciones reductoras generalmente debido a
la biomasa, la que consume oxigeno debido a los microorganismos y reduce a las sales
de Mn(II) y Fe(III). Como resultado de esta reduccion obtenemos principalmente Fe(II)
y sulfuros, los que pueden interactuar con especies como el As(V) o el Cr(VI)
produciendo la reduccion de éstos a As(IIl) y Cr(Ill) y luego la oxidacion de estas

especies reducidas, por el oxigeno, generalmente suele ser un proceso lento.

b) Macro constituyentes y Fuerza Ionica: Los cationes pertenecientes al grupo
de los alcalinos térreos existen en un porcentaje muy alto comparados con los metales
pesados en la mayoria de las aguas naturales. Sin embargo no podemos esperar a que
¢éstos compitan por la formacion de complejos dado que éstos cationes tienen una mayor
afinidad por ligandos que tengan grupos dadores de oxigeno, al contrario de lo que
sucede con los metales pesados que son cationes que tienen una mayor afinidad por los

grupos que contengan Ny S.

c) pH: Los valores de pH afectan la especiacion dado que produce cambios en el
equilibrio &cido base, reacciones redox, o por competicion entre los protones y los iones

metalicos por los ligandos o por los grupos de superficie en los procesos de adsorcion

d) Presion y Temperatura Estos pardmetros afectan la estabilidad y las
constantes de equilibrio de los diferentes procesos especificos. Como asi también afecta

el tipo de organismos y la fotosintesis.
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e) Efectos Sinérgicos y Antagonicos: La presencia de mas de un metal pesado en
el ambiente simultaneamente, puede hacer que éstos compitan por los mismos o
diferentes sitios de union, lo que afecta la toxicidad y biodisponibilidad. Asi por
ejemplo el par Cu y Zn son 2.5 veces mas toxicos para los peces (del grupo: Poecilia

reticulata) que por separado.

3.2. Técnicas Experimentales para la Especiacion Quimica

En el contexto de desarrollo de éste trabajo, se utiliza la espectrofotometria en
fase solida (SPS) para determinar la concentracion de analito en una muestra, por lo que
para realizar la especiacion se requiere la incorporacion de algunas etapas previas para
clasificar la muestra en diferentes fracciones que contengan similitudes en sus formas
moleculares de un mismo analito.

Los pretratamientos se pueden clasificar segln si estan basados en el tamafio de
particula, tamafio y carga de particula o la interacciébn quimica, para separar las
diferentes fracciones de una muestra’. Dichos pretratamientos se agrupan en la tabla 4.1.

Finalmente de la combinacion de los diferentes pretratamientos surgen los

esquemas de fraccionamiento quimico.

Tabla 3.1.
Técnicas de pretratamiento de muestras
1. Técnicas Fisicas e Centrifugacion
Basadas en el tamafio, densidad o carga de las e Filtracion

especies quimicas .
e  Ultrafiltracion

e Dialisis
e Permeacion en geles

e Electroforesis

2. Técnicas Quimicas e Columnas de intercambio iénico
Basadas en reacciones de complejacion, redox o e Resinas quelantes
propiedades de adsorcion de las diferentes

especies e Columnas de Adsorcion en Fase Soélida

e  Extraccioén liquido-liquido
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3.2.1. Técnicas fisicas

3.2.1.1. Centrifugacion:

La centrifugacion al igual que la filtracion puede ser utilizada para separar
particulas en suspension en aguas naturales, la velocidad de rotacion y el tiempo
necesario para realizar la sedimentacion preferencial de las particulas es
cuidadosamente seleccionado por la técnica elegida.

Ambas técnicas (filtracion y centrifugacion) pueden ser utilizadas para separar
iones metdlicos disueltos en aguas naturales, de la fraccion asociada con las
macromoléculas o particulas coloidales. Por ejemplo todas las particulas con diametros
superiores a >190nm y una densidad especifica sobre los 2.5 pueden ser separadas de
aguas de rios y lagos por 30 min a 3000 r.p.m. de centrifugacion, en estas condiciones
no se remueve la materia humica de la matriz acuatica’.

La técnica de centrifugacion no depende solo del tamafio de las particulas sino
también de su densidad, entonces las particulas poco densas pueden producir una
agregacion durante la centrifugacion, contrariamente de lo que se produce con las
particulas de baja y alta densidad. En realidad, la materia retenida por la centrifugacion
es mayor que la retenida en una filtracion convencional (espesor de poro 0.4 - 0.5 um)
especialmente las particulas de baja densidad de metales (ej.: particulas de Al, Fe, Mn o
Ti) estan presentes en la solucion.

Entonces para particulas con didametros > 15 nm (por debajo de éste es necesaria
la ultra filtracion) la filtracion en general es preferible a la centrifugacion, dado que los
efectos de densidad son eliminados y el fraccionamiento por tamafo de particula puede
realizarse mas cuidadosamente. Sin embargo la filtracion también posee otros
problemas, y la centrifugacion en general es mas rapida y requiere menor atencion del

operador.

3.2.1.2. Filtracion:

Las especies quimicas en aguas naturales pueden dividirse operacionalmente en
fracciones “disueltas” (filtrables) y “particuladas” (no filtrables), dependiendo de la
habilidad de cada una para pasar a través de un filtro con un tamafo de poro nominal en

el rango de 0,4 a 0,5 um. Asi mismo las sustancias que se encuentran entre las dos

_47 -



Capitulo 111

fracciones, como los coloides y polimeros con didmetros < 1 um pueden atravesar el

filtro. En la siguiente tabla se visualiza el radio de varias especies en aguas naturales.

Tabla 3.2.

ESPECIES DIAMETRO ESTIMADO
pm
Particulas suspendidas 1-100
Coloides 5x 107 -1
Sustancias Hiimicas 2x10°-6x 107
Iones Hidratados 3x10*-8x 10"
Molécula de H,O 2x10™

La aplicabilidad de la filtracion a la especiacion de vestigios depende de su
capacidad de separar por diferencia de tamafio especifico a particulas que se encuentran
en una suspension.

Esta capacidad se encuentra relacionada no solo a la selectividad del tamaio del
poro, sino también a la susceptibilidad del filtro de contaminarse o de adsorber
particulas cuyo diametro sea menor que el tamafio nominal del poro de la membrana, lo
cual depende de la naturaleza quimica de la membrana filtrante principalmente. Es decir
que los poros de la membrana filtrante deben tener un tamafio uniforme y ademas deben
permanecer constantes durante la filtracion, dado que el tamafo nominal del poro es el
que nos da la efectividad del filtro. Este valor puede estimarse haciendo curvas de
retencidon (porcentaje de retencion vs. didmetro de particula) donde la pendiente de la
curva refleja la uniformidad de los poros de la membrana (cuanto mas pronunciada es la
pendiente mas selectiva es la membrana).

Dos tipos de filtros son los mas utilizados actualmente:

e filtro de membrana de celulosa
e filtros de policarbonato

Los filtros de celulosa son de gran profundidad con un espesor de alrededor de
150um, con una forma irregular de los poros y algunas partes de los poros
interconectadas. Ademas presentan una gran superficie de adsorcion.

El espesor de filtracion de los poros de los filtros de policarbonato, es pequefio
en proporcion, los cuales son mas usados como filtros de membrana. Estos consisten en

laminas de un espesor de aproximadamente de 10 um. Aparte su estructura ofrece una
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pequena area de adsorcion. La desventaja que presentan estos filtros es que son mas
propensos a obstruirse y requieren una mayor presion para hacer atravesar la solucion
pudiéndose asi romper las macromoléculas.

El proceso de filtracion presenta también algunos problemas como ser la
posibilidad de contaminacion de las membranas o las pérdidas de metales por adsorcion,
lo cual es muy significativo en muestras ambientales que contienen concentraciones
extremadamente bajas de elementos. En este orden la contaminacion con metales
pesados puede eliminarse lavando el filtro con HNO; diluido, mientras que la adsorcion
puede disminuirse mediante el pretratamiento de la membrana con una solucion de
CaS04 0,10 mol L', dado que el Ca®" forma complejos superficiales y satura los grupos
de los filtros y aparatos.

Otro problema surge si los periodos de almacenamiento o de filtracién de la
muestra son muy prolongados, el primero debido a la degradacion por tratarse de
muestras de aguas naturales y el segundo si el flujo a través de la membrana es muy
bajo, lo cual puede producir cambios en la presion osmética, o en la interaccion entre
solutos o de los solutos con la membrana que pueden variar la resistencia hidraulica y
producir el fendmeno de la coagulacion. La coagulacion se produce cuando el flujo de
filtracion es demasiado bajo, entonces las particulas comienzan a agregarse formando
geles del lado de la fase de retencion, produciéndose asi un taponamiento de la
membrana.

Por otro lado los coloides o sustancias con un didmetro menor que los poros de
la membrana pueden quedar retenidos por adsorcion debida a interacciones especificas
entre la superficie de la membrana y los coloides lo cual depende principalmente de la
naturaleza quimica de las sustancias, en particular la de la membrana.

La relacion entre la concentracion de sustancia retenida en la membrana (Co) y la
concentracion de sustancia en la solucion filtrada (C) puede representarse

aproximadamente por la siguiente ecuacion®:

C,/C = exp(rodD)

Donde: r es la velocidad de flujo por unidad de area (cm/s); o es el coeficiente de

retencion (o = 1, se retiene toda la sustancia; ¢ = 0, no se retiene), 0 es el espesor de la

- 49 -



Capitulo 111

capa de difusion (cm) y D es el coeficiente de difusion (cm?/s)

Con el objeto de minimizar la coagulacion debemos tratar de disminuir el valor
de la relacion Cy/C usando:

(a) velocidad de flujo muy bajas (asi mismo debe tenerse en cuenta que con
grandes volimenes de muestra, la velocidad baja implica largos tiempos de filtracion lo
que aumenta las posibilidades de adsorcion y contaminacion); (b) desobstruir
eficientemente en la membrana, lo que incrementa el flujo inverso de difusion
reduciendo el taponamiento, aumentando el flujo de filtracion y mejorando la
discriminacion por tamano de particula (también debe considerarse que la turbulencia, o
movimiento controlado aumenta la coagulacion de los coloides en la solucidn), (c)
pequefios valores de factor de concentracion Vo/Ve (Vo y V¢ representa el volumen
inicial y final) para que la concentracion en el filtrado no aumente excesivamente, y (d)
lavando el filtro agregando solvente cuidando de no aumentar demasiado el volumen del
filtrado. Esta técnica (llamada filtracion concentrada) consume mas tiempo que la
filtracion convencional, pero permite resultados reproducibles porque la concentracion
de las especies en los compartimientos se mantiene practicamente constante durante
todo el proceso.

Para tratar de disminuir el tiempo de filtracion, se puede aplicar presion, positiva
0 negativa, para aumentar la velocidad del flujo a través de la membrana. La presion
positiva con un gas inerte generalmente se prefriere, ya que esta reduce la
contaminacion por aire y elimina las fluctuaciones de pH por el CO, atmosférico, en
cambio si se aplica un vacio a la solucidon (presion negativa), en aguas con poca
capacidad buffer se puede observar variaciones de pH de 2 unidades al atravesar la
membrana.

Cabe agregar que la separacion entre coloides y moléculas disueltas no siempre
se lleva a cabo con éxito por la filtracion, dado que las particulas coloidales de los
metales Fe y Mn formando complejos con los acidos humicos y la arcilla pueden
atravesar membranas con un tamafio de poro de 0.45 pum. Esta fraccion es muy

importante en la especiacion de metales pesados.

3.2.1.3. Ultrafiltracion

Esta técnica es similar a la filtracién pero las membranas tienen un tamafio

nominal de poro mucho menor, en el orden de 1 a 20 nm y pueden utilizarse para
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discriminar mas profundamente los materiales por su tamafo que se encuentran en
suspension en las aguas naturales. La ultrafiltracion puede distinguir entre sustancias
“disueltas” y “no disueltas”, los problemas son los mismos descriptos para el proceso
de filtracion, siendo estos problemas mas acentuados en la ultrafiltracion debido a que

las concentraciones de los grupos de especies involucradas es mucho menor.

Tabla 3.3. Tamafio de los poros de las membranas para ultrafiltracién

FILTROS AMICON TAMANO DE PORO
(nm)

XM 300 14

XM 100 A 6.0

XM 50 35

PM 30 24

PM 10 1.8

UM 2 1.2

UM 05 1.0

Las membranas Visking® con un peso molecular limite (MWCO) de 14.000 son
las mas utilizadas en la ultrafiltraciéon, pero en los estudios de especiacion la
“Spectrapor” con 6.000 MWCO es la que da mejores resultados. E1 MWCO es la
capacidad de retencion de una membrana de ultrafiltracion, y se refiere al peso
molecular de la sustancia retenida en un 90%, con un tamafio de poro entre 1 a 20 nm.

Dicho valor es solo nominal dado que la filtracion se realiza por el tamafio de las
particulas y no por su peso. Para las moléculas esféricas (Ej.: proteinas globulares, etc.)
se obtiene una relacion concordante entre el peso y la capacidad de la sustancia para
atravesar el filtro, contrariamente de lo que sucede con las moléculas lineales (Ej.:
polietileno, glicol, etc.) los cuales pueden difundir a través de la membrana’.

Buffle y colaboradores informan que los factores como la concentracion de los
electrolitos, presion y nivel de pH no tienen una influencia significante en la
ultrafiltracidn a no ser que tengan valores extremos'’. Asi mismo los buenos resultados
de la ultrafiltracion dependen de la interaccion de las moléculas organicas con las
sustancias disueltas o de la interaccion de las sustancias coloidales con la membrana o
con otras formando agregados. Las etapas de lavado y concentracion de sustancias

organicas durante la ultrafiltracion son examinadas por Buffle, este autor recomienda
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realizar una ultrafiltracion secuencial (sistema de cascada) con MWCO de 10.000 luego
bajar a 5.000 y después a 500 como método para reducir la adsorcion de los
componentes de alto peso molecular observado cuando las muestras son filtradas a
través de membranas de tamafio de poro muy pequeio.

Hoffman y colaboradores utilizaron la técnica de concentracion y ultrafiltracion
secuencial, donde se evitaron los pronunciados gradientes de concentracién reduciendo
el volumen de la solucion solo un 50% en cada paso, luego se hace un balance de masas

para calcular la concentracién de cada fraccion'.

3.2.1.4. Dialisis

En la técnica de didlisis la muestra se pone en contacto con un blanco a través de
una membrana que es permeable a las sustancias disueltas, ésta se usa para separar los
coloides de las moléculas en solucion. Idealmente la membrana de didlisis solo es
permeable a las sustancias disueltas, pero en la realidad esta membrana también es
permeable para sustancias de alto peso molecular y algunos coloides, que pueden pasar
a través de ella, con un tamano de porode 1 a 5 nmy 1000 a 5000 MWCO.

Asi como en la filtracion y la ultrafiltracion, la capacidad de retencion depende
del tamafio de la particula y de la membrana utilizada.

Una vez alcanzado el equilibrio en la didlisis las sustancias neutrales (sin carga)
poseen la misma concentracion en ambos compartimientos, el de retencion y el
dializado, pero si el compartimiento de retencion contiene sustancias con carga idnica
que no pueden atravesar la membrana se observard diferentes concentraciones de las
especies i6nicas disueltas entre ambos compartimientos, dicha distribucion se realizara
de acuerdo con la teoria de Donnan'?.

Los dos mayores inconvenientes que tiene la didlisis son el largo tiempo que
requiere la técnica para alcanzar el equilibrio y el hecho de que la membrana posee
cargas negativas que interfieren con el pasaje a través de ella de las moléculas cargadas.
Bajo estas condiciones las especies cargadas negativamente reciben una repulsion por
poseer cargas del mismo signo y entonces requieren un tiempo mayor para alcanzar el
equilibrio.

Este fenomeno es aplicado en la dialisis Donnan donde se utiliza una membrana
cargada negativamente para realizar la separacion de los complejos anidnicos. Por

. . <y ;. ;o 1
ejemplo para estudiar la configuracion de los 4cidos humicos'.
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El largo periodo de tiempo necesario para alcanzar el equilibrio es el principal
problema dado que se corre el riesgo de la disociacion de complejos, produciendo
cambios en el equilibrio.

Como ventajas de la didlisis podemos decir que esta se puede llevar a cabo sin
asistencia no presenta los efectos de concentraciéon como en la filtracion y ultrafiltracion
y por ultimo los volimenes del dializado y retenido se mantienen constantes durante
todo el proceso.

La contaminacién por elementos en cantidad de vestigios es uno de los
problemas presentes en la dialisis al igual que en la filtracion que puede minimizarse

realizando lavados con acidos minerales de la membrana.

3.2.1.5. Permeacion en geles

En esta técnica se utilizan polimeros porosos que son impregnados con un
solvente y empaquetados dentro de columnas cromatograficas. Agua destilada o mas
comunmente una solucion diluida de los cationes Grupos I y II de la tabla periodica se
pueden usar como eluyente'*.

Cuando la muestra se coloca en la columna y luego se adiciona el eluyente se
produce un fraccionamiento por tamafio dependiendo de la velocidad de difusion de
cada molécula adentro y afuera de las cavidades intersticiales de la resina. Asi las
grandes moléculas se expulsan de los poros entonces se eluyen primero, seguidas de
otras moléculas en orden decreciente de tamafio. El rango de tamafio de las moléculas
puede cambiarse seleccionando el tamafio del poro de la resina.

La permeacién en geles posee como ventaja sobre la ultrafiltracion que puede
acoplarse a un detector continuo a la salida de la columna cromatografica como un
espectrometro por ejemplo. Tiene como desventajas, la necesidad de que los elementos
se encuentren en grandes concentraciones en la muestra, debido al gran volumen de
eluyente utilizado lo cual implica grandes factores de dilucion.

Esta técnica debe realizarse con control muy cuidadoso del eluyente como ser
del pH, fuerza i6nica, composicidon y temperatura, con el objetivo de evitar los procesos
de disociacion de los complejos presentes. Los procesos de preconcentracion deben

tratar de evitarse como en la mayoria de los esquemas de especiacion.
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3.2.1.6. Electroforesis (plana y capilar)

Los procesos de separacion de especies por electroforesis se basan en la carga
total, signo y en menor medida con respecto al tamafio. En los procedimientos de
electroforesis plana, la migracion diferencial se logra mediante la aplicacion de un
potencial eléctrico a lo largo de una lamina de polimero poroso y conductor de la
electricidad (soportado en una base inerte). Uno de los extremos de la lamina se
encuentra sumergido en un reservorio de solucién buffer que controla el pH y la
conductancia del proceso. Cuando se toma una pequefia alicuota de muestra en la linea
central de la lamina de polimero, los cationes y aniones se mueven en direcciones
opuestas, y las moléculas neutras permanecen cerca del punto de siembra. Con muestras
de aguas frescas, por ejemplo, nos encontramos que los iones hidratados simples (Ej: de
metales alcalinos y alcalinos térreos) se mueven fuertemente hacia el catodo.

Los metales trivalentes (Ej: Fe, Ce, Sc) sin embargo migran hacia ambos el
anodo y cétodo, lo que sugiere que coexisten especies coloidales cargadas positiva y
negativamente. Las especies del Zinc tienen tendencia de migrar principalmente hacia el
anodo.

La electroforesis capilar de alta performance (HPCE o CE) usa un largo tubo
capilar de silicio fundido (25-200 pum de diametro interno) en lugar de un polimero
poroso". El tubo se encuentra equipado con una ventana 6ptica de vision, y una entrada
para la introduccion de pequenias cantidades de muestra (<1 pl).

El tubo capilar y los reservorios contienen un electrolito apropiado. Esta es una
técnica de un gran potencial de separacion, dado que las especies moleculares se
mueven con distintas velocidades dentro del capilar. La deteccion de las especies
separadas puede llevarse a cabo mediante espectroscopia de absorcion UV (limite de
deteccion alrededor de 1 x 10° mol L™) o fluorescencia (100-1000 veces mas sensible).

Se puede aumentar ain mas la sensibilidad y obtener informacidon sobre la
estructura molecular usando un espectrometro de masas. Esta técnica es muy utilizada
para separar iones y acidos organicos, proteinas, DNA, y otros productos naturales'®.
Uno de los principales problemas que presenta es que se genera mucho calor durante la
corrida pero puede minimizarse haciendo circular gas fluorocarbono inerte como

refrigerante alrededor del capilar.
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3.2.2. Técnicas quimicas

3.2.2.1. Columnas de intercambio ionico

El intercambio i6nico se utiliza ampliamente para diferenciar entre las especies
metélicas, basados en sus diferentes cargas electrostaticas'’ o en la labilidad de los
complejos formados. Esta técnica resulta rapida y sensible para diferenciar entre la
fraccion libre y la complejada'®.

Dado que la carga eléctrica de las especies de los metales presentes en una
muestra de agua puede variar desde positiva (cationes cargados), neutra (moléculas) y
negativa (especies anionicas), el pasaje secuencial a través de una resina de intercambio
anionica y cationica, dispuesta en una columna, nos sirve para diferenciar las diferentes
especies cargadas. En la practica los patrones de distribucion pueden distorsionarse por
procesos secundarios, como la disociacion de complejos inestables, retencion de las
particulas que contienen metal y retencion de algunas particulas neutras por adsorcion
de la molécula al sustrato de polimero.

El intercambio i6nico puede realizarse tanto en columna como en batch, por lo
que solo es capaz de retener aquellos complejos que retinan un valor minimo en sus
constantes de estabilidad. Una importante revision bibliografica realizada por Pohl"
(2006) fue publicada recientemente, ésta retne las técnicas de intercambio i6nico

utilizadas para realizar especiacion quimica.

3.2.2.2. Resinas quelantes

La introduccién de grupos quelantes (Ej: amino diacetato) en un polimero nos da
como resultado un producto con gran afinidad por los iones metéalicos y que a la vez es
capaz de excluir las moléculas de alto peso molecular o las particulas coloidales segin
el tamafo de sus poros (en algunas situaciones la columna puede actuar diferenciando
por tamano).

Comparada con otras técnicas (como la dialisis, ultrafiltracion y extraccion con
solventes), las columnas quelantes son mas rapidas y simples de utilizar, ademas el
equipo generalmente es mas barato.

Las columnas con resina quelante (Ej: Chelex 100) son muy utilizadas para
preconcentrar niveles muy bajos de iones metélicos presentes en aguas naturales™. La

precision de éste procedimiento puede variar segun la naturaleza del anién contenido en
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la columna. Los mejores resultados se han obtenido cuando la resina se convierte a la
forma de Na" o NH4'. En este estado la columna es capaz de retener la mayoria de los
iones metdlicos hidratados y/o iones metalicos de complejos labiles presentes en la
muestra®'.

No son retenidos los metales asociados a coloides. Solo una pequefia fraccion
del contenido total de metal de la muestra puede que sea labil, y la fraccion retenida
puede variar segin el metal considerado. Por ejemplo, cuando el agua del rio
Susquehanna es pasada a través de una columna que contiene la resina Chelex 100 en su
forma Ca’", solo un 22% del total de Cu, 34% del contenido de Zn, 67% del total del Pb

y un 94% del Cd son retenidos por la resina®.

3.2.2.3. Columnas de adsorcion en fase solida

Son columnas rellenas con un adsorbente no cargado (Ej: copolimero
hidrofobico) y son utilizadas para realizar separaciones especificas tales como el
aislamiento de niveles traza de compuestos organicos (Ej: acido fulvicos y hiimicos) y
complejos organometalicos formados por éstos™, presentes en aguas. También existen
algunas resinas no polares para aislar y preconcentrar de complejos organicos de
metales (Ej: Sep-Pak® cartuchos® que contienen una base de material de silicatos
cubierta con un hidrocarburo C;g). Estas resinas pueden utilizarse para extraer las
especies no polares en la modalidad, extraccion en fase solida, también muy utilizada
para estudios de especiacion®.

Algunos metales no complejados pueden ser parcialmente adsorbidos™. Luego
las especies retenidas se extraen con diferentes solventes organicos. Sin embargo en

algunos sistemas la extraccion de compuestos organicos no es cuantitativa.

3.2.2.4. Extraccion liquido-liquido

Si se pone en contacto una muestra de agua con un solvente organico inmiscible,
las especies no cargadas, tienden a ser extraidas por la fase orgédnica. Los procesos de

., , . , . . . . ., . . ., 2
extraccion liquido-liquido tienen cierta aplicacion en los estudios de especiacion”. Por
ejemplo, las especies liposolubles (que poseen una alta toxicidad) pueden estimarse por
extraccion con solventes organicos como el cloroformo y mezclas de hexano-butanol (la
cual posee una constante dieléctrica similar a la membrana celular), luego el contenido

de metales se determina en la fraccidon orgénica.
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La extraccion liquido-liquido tiene una baja eficiencia en algunos casos debido a
(1) los complejos con cargas no son transferidos entre las fases y (ii) el metal adsorbido
en particulas coloidales puede extraerse solo parcialmente (las particulas tienden a
acumularse en la interfase de los dos liquidos).

La extraccion de especies polares del metal puede hacerse transformando éstas
en especies no cargadas, por ejemplo agregando agentes quelantes como ditizona o
dietilditiocarbamato a la fase acuosa.

Ocasionalmente también se utiliza la extraccidon con solventes para separar iones
de diferentes estados de oxidacion de un mismo elemento. (Ej: As o Sb en agua de mar

mediante la extraccion de complejos de dietilditiocarbamato en cloroformo).

3.2.3. Esquemas de especiacion (Fraccionamiento)

Se denomina esquema de fraccionamiento de especies quimicas, a la
combinacion de diferentes métodos de separacion o clasificacion de especies con
métodos muy sensibles de determinacion’’**. Como resultado se obtiene diferentes
fracciones (familias quimicas) clasificadas operacionalmente para un mismo analito.

Las separaciones pueden realizarse en base al tamafio de particulas a las que se
encuentra unida el analito por filtracion, centrifugacion, etc. O también en base a la
estabilidad de los complejos que son capaces de formar los analitos, mediante el uso de
resinas quelantes. Una vez separadas las distintas fracciones de una misma muestra se
cuantifica la concentracion de analito en cada una de ellas, previa digestion o
destruccion de la materia organica en cada fraccion. Un esquema general de aplicacion

de este procedimiento puede verse en la grafica 3.2. adaptacion del esquema de Buffle®.
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Muestreo

Fraccionamiento

1L

Medidas de concentracidén
no selectivas

Distribucién definida operacionalmente

Figura 3.2. Esquema de fraccionamiento aplicado en este trabajo

3.2.4. Validacion del fraccionamiento de muestras

Dada las multiples etapas que se deben realizar para lograr el fraccionamiento de
una muestra (Ej: muestreo, pretratamientos, intercambio con resinas, y medicion de las
concentraciones) el control de calidad de los resultados obtenidos para cada fraccion
depende en gran parte de la calidad de los procesos de cada una de las etapas
intermedias, por lo que se requiere atencion especial. Cada tratamiento de las muestras,
principalmente en la etapa de fraccionamiento propiamente dicho (conservacion de la
muestra, filtracion, digestion, diluciones, preconcentracion), podrian ser potenciales
fuentes de error (por contaminacidon o pérdidas) que se acarrearian hasta el resultado
final.

En general los errores por contaminacion pueden detectarse preparando

30,31,32,33

soluciones blanco adecuadas Diferentes tipos de solucién blanco pueden
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utilizarse, soluciones blanco en contacto con el material de muestreo (para detectar
contaminaciones en esta etapa), soluciones blanco a través de filtros o columnas y
blancos de reactivos (detecta contaminaciones provenientes de los reactivos y del
método de fraccionamiento en general).

Para evaluar la incertidumbre de las mediciones realizadas podrian usarse
materiales de referencia, €éstos, solamente permiten ver como se mide la concentracion
total de un determinado analito, o se utilizan sobreagregados de analito para determinar

3435 Este tipo de pruebas para determinar la confiabilidad

el porcentaje de recuperacion
de un nuevo método de fraccionamiento, s6lo permite establecer con seguridad los
limites de confianza para la determinacion de la concentracion total de analito pero no
dice nada sobre como mide el método la concentracion de analito en cada fraccion.

Una forma mejor de validar o controlar la calidad de un nuevo método de
fraccionamiento, es comparar los resultados obtenidos para cada fraccidén, con

36,37

mediciones realizadas con otros métodos analiticos (mejor aun si los métodos con

los que se compara son métodos estandar de referencia).
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CAPITULO IV

Se incluye este capitulo para facilitar la lectura y comprension de este trabajo sobretodo

en la parte experimental y el procesamiento de datos.

4. Diseno Experimental

4.1. Metodologia de superficies de respuesta

La metodologia de las superficies de respuesta es un conjunto de técnicas
matematicas y estadisticas utilizadas para modelar y analizar problemas en los que una
variable de interés es influenciada por otras'. El objetivo es optimizar la variable de

. . . .. y . .y . 2
interés. Esto se logra al determinar las condiciones dptimas de operacion del sistema”.

4.2 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 cuadratica 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 solida 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.

4.3  Modelos polinomiales aproximados

El diseno de superficies de respuesta supone que la media de la variable de
respuesta [y estd en funcion de los niveles de los factores cuantitativos representados
por las variables x, x,,...,x, . Los modelos polinomiales se usan como aproximaciones
practicas a la funcion de respuesta verdadera o real. En general, la funcion real se
desconoce, entonces las funciones polinomiales proporcionan aproximaciones en zonas

relativamente pequefias de los factores cuantitativos.
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Los modelos polinomiales cominmente usados para el analisis de superficies de
respuesta son el modelo lineal (primer orden) y el modelo cuadratico (segundo orden).

El modelo de primer orden para dos factores es:
My, = Py + Bix, + Box,
y el modelo de segundo orden es:
K, = By + Bix, + Byx, —i—ﬂ“xl2 + ﬂzzxf + B,x,x,

Las graficas de las curvas de nivel para los modelos de primer orden tienen una
serie de lineas paralelas que representan los niveles de los factores. Para los modelos

cuadraticos las graficas son mas complejas y tienen varios patrones de curvas posibles.

4.4. Experimentos secuenciales para el analisis de respuesta

El uso de la experimentacion secuencial con el propdsito de obtener las
condiciones operativas 6ptimas 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.

4.5. Identificacion de variables significativas con 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 significatividad 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
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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.

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 sélida 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 significatividad 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 grafico 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.

4.6. Método de Doehlert

El método de Doehlert® es un disefio de superficie de respuesta que posibilita
encontrar maximos o minimos en la zona del ensayo. Este método permite manejar un
numero apreciable de variables a la vez, sin que el nimero de ensayos se haga
operativamente inmanejable’.

Para la realizacion de este método los valores que se le asignan a las variables se
distribuyen uniformemente alrededor de un valor central. Por ejemplo, en el caso de
investigar dos variables se distribuyen alrededor de un hexagono.

A diferencia de otros disefios de superficie de respuesta, el de Doehlert tiene la
ventaja que puede ser ampliado, cambiando el centro del hexagono en un nuevo ensayo.

A fin de determinar el valor en todos los puntos de las variables x e y, y para
asegurar que estén equidistantes se toma como imagen generatriz al tridngulo equilatero
ABC de lado unitario y se determina la posicion de cada punto tomando arbitrariamente

al punto A comox =0, y=0.
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Teniendo en cuenta este valor, los extremos del tridngulo quedan situados en

A(0.000,0.000)
B(1.000,0.000)
C(0.500,0.866)

El resto de los extremos del hexdgono se ubican en los siguientes puntos.

D(~0.500,0.866)
E(~1.000,0.000)
F(~0.500,-0.866)
G(0.500,-0.866)

A fin de generalizar las coordenadas de los vértices de la figura caracteristica del
modelo (en este caso el hexagono), se aprovecha la propiedad de que cada punto surge
de la sustraccion de dos puntos cualesquiera de la figura generatriz (en este caso el
triangulo ABC). Por ejemplo, el punto D resulta de C — B, E resulta de A — B, etc.

Este calculo no resulto muy util en dos dimensiones pero fue muy practico
cuando el modelo se complica y se usan tres variables o mas.

Estos valores corresponden a las variables codificadas y a partir de ellos se
calculan los valores reales de las variables x e y.

Por ejemplo, si x es concentracion de cadmio e y es pH y se quiere barrer valores

entre 10 y 100 mM de Cd(Il) y entre 3.0 y 7.0 de pH, se determina la diferencia entre el
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maximo y el minimo valor de las variables codificadas y las reales, en este caso tenemos
que Dxcod = 2, Dycod 1.732, Dxreal = 90, Dyreal = 4. Para calcular los valores de Cd y pH a
utilizar se determina el valor medio de las dos variables, 45 y 4.0 y sobre estos valores

se determina el resto mediante la ecuacion:

Axreal

xreal = xcodif ’ Ax
codif

+ X,

donde x, es el valor de la variable x en el punto central. El mismo tratamiento se

sigue para las demaés variables.

Del punto central se realiza un triplicado, el cual se utiliza para determinar la
varianza propia del experimento. Junto con los valores centrales quedan en total 9
experimentos a realizar.

Una gran ventaja que posee este método es que si se desea aumentar el rango de
estudio en alguna de las variables, simplemente se corre el punto central y se recalculan
los nuevos valores de las variables x € y.

En el caso de estudiar tres variables el nimero de experimentos a realizar es 15
(12 puntas y 3 centrales).

Para dos factores, se estudian 3 valores del primero y 5 del segundo, si el estudio
es de 3 variables, se estudian 3 valores de la primera, 5 de la segunda y 7 de la tercera.

Una vez realizada la experiencia y medida la variable dependiente (en nuestro

caso Absorbancia maxima) se determinan los coeficientes de un polinomio del tipo
z=b,+bx+b,y+bx,+b,y, +bxy

Los coeficientes se determinan por el método de cuadrados minimos. La forma

més sencilla de manejar este numero de datos es mediante el calculo matricial'.

Si se definen las siguientes matrices:
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I x » xlz y12 X N
I x, » x§ y§ XY b
L oxy v Xy %, b, ] V3
1 x, xj yi X4 V4 b, Y4
X=I1 x ps x5 X B =| b, Y=|ys
I Xo Y X Yo XeDs b, Ve
L Xy, ox )7 X, b5 b2
Loxg ¥y % Yp Xy Vs
11X v x92 )’92 X9Ys | L Vo |

donde los x; e y; son los valores codificados de x e y para cada experiencia, B es
el vector de los coeficientes a determinar e Y es el vector de los resultados
experimentales de cada ensayo, se observa que X . B = Y. Este es un sistema de
ecuaciones redundantes, con mas ecuaciones que incognitas, asi que no puede
despejarse directamente B del producto anterior. Para resolverse este sistema se debe
obtener la matriz seudo inversa de X a partir de (X X)’ X' donde X' es la matriz
transpuesta de X (los célculos matriciales se realizaron por computadora utilizando el
programa Unscramble).

Como hay mas ecuaciones que incognitas los valores obtenidos, los coeficientes
B son estimadores que minimizan la distancia entre las variables reales y las obtenidas.

Realizando el analisis de varianza (ANOVA) de los resultados obtenidos para
cada parametro del polinomio se decide cuales de ellos son significativos y cuales no.
Con aquellos que son significativos se vuelven a calcular los pardmetros del polinomio
y con ellos puede realizarse el grafico de la superficie de respuesta o bien calcular en

forma analitica la existencia de maximos o minimos en la zona del estudio.

4.7. Determinacion del punto éptimo

Existen tres herramientas o métodos para encontrar el punto 6ptimo, en este caso

el correspondiente al maximo valor de absorbancia:

1. Inspeccion de la superficie de respuesta

2. Analisis Canodnico
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4.7.1. Inspeccion 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 mas de 3 variables para poder realizar los graficos algunos de

ellos tuvo que haberse dejado constante.

4.7.2. Analisis canonico

El andlisis de correlacion candnica puede verse como una extension logica de un
analisis de regresion multiple. Recordando que el anélisis de regresion multiple implica
una Unica variable dependiente y varias variables independientes. Con el analisis
canodnico el objetivo es correlacionar simultdneamente varias variables dependientes y
varias variables independientes. Mientras que la regresion multiple implica una unica
variable dependiente, la correlacion canonica 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 ¢ independientes que proporcione la
correlacion Unica méaxima entre el conjunto de variables dependientes y el conjunto de
variables independientes

Este tipo de calculo corresponde al calculo matematico para encontrar puntos
estacionarios en las funciones polindmicas. Suponiendo que se desea maximizar la

respuesta, el maximo (punto 6ptimo) sera el conjunto x,,x,...x, tal que las derivadas

parciales

d/ o/ _ 0/ _
ox, ox, ox,

Dicho punto se denomina punto estacionario y corresponde al maximo de

absorbancia para este trabajo.
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Se puede obtener el punto estacionario usando la notacién matricial para el

modelo de segundo orden
Y=8,+x'b+x'Bx

donde

o el | A A KA

X, b ,82 B 18212 1322 K ﬂz%
M M M

X By _,3% ﬂk% K p

b es el vector (k x 1) de coeficientes de regresion de primer orden y B es una

matriz simétrica (k x k) cuya diagonal principal estd formada por los coeficientes de los
términos cuadraticos puros (f;;) mientras que los elementos fuera de ésta corresponde a
un medio del valor de los coeficientes cuadraticos mixtos (55,1 #j)

La derivada de Y con respecto al vector x igualada a cero es
O/ =b+2Bx=0
X
El punto estacionario es la solucion de la ecuacion, es decir
x,=-B" b 5

Sustituyendo esta en la ecuacion matricial para el modelo segundo orden se

obtiene:

Y =fy+ Voxpb
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4.8. 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 canoénica de una ecuacidon cuadratica 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 ecuacion de respuesta cuadratica. 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 analisis 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 dos variables es:

Y=Y + A2} + 2,72

donde Z; y Z; son las variables de los ejes rotados. Observese que solo influyen
los términos cuadraticos de las variables canonicas. Los A; son constantes y respresentan
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 canonica solo es valida para la zona de los niveles de los factores incluida en el
experimento. Cualquier intento para estimar la respuesta fuera de los limites acotados

por los niveles tenidos en cuenta para el calculo de la region de estudio, sera engafioso.

! Araujo, P.W. and Brereton, R.G. “Experimental design II. Optimization”, Trends
Anal. Chem. (1996) 15, 63-70.
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CAPITULO V

5.1. Generalidades sobre los Piridilazo Reactivos

La mayor parte de los piridilazo fenoles utilizados como reactivos cromogénicos
en la determinacion absorciométrica de numerosos iones metalicos se presentan como
solidos cristalinos, de diferentes colores dependiendo de la naturaleza y la cantidad de
los sustituyentes presentes.

La caracteristica comun a los reactivos piridilazo es poseer en su estructura un
grupo azo derivado de la 2-aminopiridina.

Estos reactivos son escasamente solubles en agua pero se solubilizan sin
dificultad en alcoholes tales como metanol y etanol; en acetona, en dioxano, y también
en cloroformo, en 1,2-dicloroetano, en benceno, etc.

De los resultados obtenidos por diversos investigadores' y, de los derivados de la
experiencia desarrollada en el Grupo de Trabajo del Area de Quimica Analitica de
UNSL, se desprende que las diferencias de comportamiento mas notorias, estan
condicionadas basicamente, al grupo sustituyente ubicado sobre el anillo bencénico en
la posicion orto respecto del grupo "azo".

Estos sustituyentes pueden ser amino, u oxidrilo; mostrando claras diferencias
de comportamiento en cuanto a la cantidad de reacciones quimicas que pueden llevar
a cabo segun el sustituyente.

Existen marcadas diferencias en cuanto a la menor selectividad que muestran
los reactivos cuyo sustituyente es el radical oxidrilo; en cambio, en lo que hace a la
sensibilidad, ésta resulta similar, independientemente de que el radical sustituyente sea
amino u oxidrilo.

Los reactivos piridilazo o-hidroxi sustituidos se combinan con iones metalicos a
través de uniones covalentes y coordinadas, formando generalmente quelatos neutros,
insolubles en agua, pero solubles en solventes organicos.

Los reactivos piridilazo 0-amino sustituidos se combinan con los iones metalicos
a través de uniones coordinadas dando origen a quelatos cargados, solubles en agua.

Estas significativas diferencias existentes entre los piridilazo reactivos, que si

bien aparecen como las mas interesantes, no son las unicas.
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Es posible introducir modificaciones menores de comportamiento, en cuanto a la
sensibilidad, efectuando diversas sustituciones tanto sobre el anillo bencénico, como
piridinico.

Las variantes mas ensayadas, han sido, sustitucién de hidrogeno por halégenos
sobre el nucleo de la piridina y, sustitucion de hidrogeno en posicion "para" respecto
del grupo azo en el anillo bencénico, por amino mono o di sustituido.

El cambio mas importante por su trascendencia, ha sido la sustitucion de uno o
dos hidrogenos por uno o dos dtomos de un mismo halégeno. Algunos autores™ han
encontrado que el sustituyente halégeno sobre la posicion cinco produce aumento de
sensibilidad con apreciable desplazamiento batocromico; haciéndose mas marcado
seglin el siguiente orden: 5-CI-R, 5-Br-R, 5-I-R; siendo aun mayor el efecto cuando
se incorpora un segundo haldégeno en posicion tres.

Asimismo, se encuentra que debido a esta sustitucion se incrementa el caracter
acido del hidrogeno fenolico. Otra variante ensayada en el sentido de mejorar la
sensibilidad de las reacciones cromaticas utilizadas en este tipo de metodologia
absorciométrica ha sido la inclusidon en posicion "para" respecto del grupo azo (anillo
bencénico), mono o di-sustituido por grupos dadores de electrones.

Han sido utilizados preferentemente metil y etil derivados produciendo aumento
de la sensibilidad en ese orden respecto de compuestos similares carentes de la
agrupacion mencionada.

La sintesis quimica de los reactivos piridilazo no es simple, y su rendimiento en
general es bajo; una vez obtenida la droga solida se conserva bien.

Sus disoluciones en alcoholes son estables a temperatura ambiente, cuando se las
guarda al abrigo de la luz.

Esta situacion ha hecho que numerosos investigadores realizaran esfuerzos para
lograr nuevos derivados, en procura de aumentar la selectividad y sensibilidad de la
reaccion cromatica, logrando, en muchos casos, propuestas de metodologias analiticas
simples que compiten en su sensibilidad con otras que requieren de sofisticados y
costosos equipos, como por ejemplo, Espectrometria de Absorcion Atémica,
Espectroscopia Atomica de Emision producida por Plasma Acoplado Inductivamente

(ICP-AES) y Fluorescencia de Rayos X.
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Los reactivos piridilazo precursores de los que actualmente constituyen una serie
abundante han sido el 1-(2-piridilazo)-1-naftol (PAN) y el 4-(2-piridilazo)-resorcinol
(PAR).

En la actualidad el 2-(5-Bromo-piridilazo)-5-dietilaminofenol (5-Br-PADAP)
junto a PAN y PAR son preparados por diversos laboratorios especializados, por lo que

resultan asequibles.

5.1.1. El reactivo complejante PAN
PAN es la abreviatura de 1-(2-piridilazo)-2-naftol. Es una sustancia roja,

insoluble en agua pero facilmente soluble en alcohol y otros solventes organicos. El
PAN forma complejos (usualmente rojos) con muchos metales polivalentes, pero no
forma complejos coloreados con los metales alcalinotérreos o con el aluminio. Esto
constituye una gran ventaja al ser utilizado como reactivo colorimétrico para la
determinacion de metales a niveles de vestigios.

El PAN por debajo de pH 8 es amarillo. Los complejos metélicos también son
insolubles en agua, por lo que se hace necesario agregar una sustancia tensoactiva al
medio que permita mantenerlos en solucion o también se puede agregar etanol a la
solucion en distintas proporciones.

El PAN forma complejos muy estables, especialmente con Cobalto, Cobre, Zinc,

HO =
N“‘“a. W =P |
' g

e

Cadmio* y Escadnio.

i

Figura 5.1. Formula del reactivo PAN

Este reactivo presenta también actividad &cido base, las constantes de
disociacion segun la bibliografia disponible le corresponden los siguientes valores: K; =
9,55 x 102 y K, = 1,15 x 10" cuando la fuerza i6nica del medio le corresponde un

valor 1 mol L', 3¢

_74 -



Capitulo V

5.1.2. El reactivo complejante S-Br-PADAP
El reactivo fue inicialmente sintetizado y utilizado por Johnson y Florence' para

la determinacidn espectrométrica de Uranio.

El 5-Br-PADAP se obtiene por reaccion de amida sodica suspendida en tolueno
y calentada a reflujo con agitaciéon mecanica en atmosfera de nitrégeno con 2-amino-5-
Br-piridina disuelta en benceno.

El precipitado obtenido, 5-Br-2-piridildiazotato, disuelto en solucion
hidroetanolica, se hace reaccionar con m-dietilaminofenol disuelto en etanol y en
atmosfera de anhidrido carbonico.

El producto obtenido es purificado por sucesivas recristalizaciones en etanol-

agua (50% v/v).

Br_~

H\I N—N— —N (Csz)z

Figura 5.2. Férmula del reactivo 5-Br PADAP

El reactivo 5-Br-PADAP se presenta bajo la forma de cristales de coloracion
rojo purpura. La solubilidad del reactivo en agua es muy escasa y sus soluciones
manifiestan cardcter dcido muy débil. Es soluble en metanol, dioxano, acetona,
cloroformo, menos soluble en etanol y alcohol isoamilico.

La solubilidad en medio acuo-alcoholico cambia con la acidez, por ende la
naturaleza de las especies moleculares disueltas por lo que, las curvas espectrales de las
soluciones manifiestan modificaciones importantes, todo lo cual revela la existencia de
interacciones, consecuencia de reacciones de protolisis de acuerdo al siguiente
esquema de la figura 5.3.

Las constantes de disociacién 4cida obtenidas por Johnson vy Florence'

muestran los siguientes valores:

pKa, =0,1%0,1 pKa, =2,02£0,05 pK,=11,30%0,04

-75 -



Capitulo V

Con estos datos de constantes de protolisis se calcularon y trazaron las curvas de

distribucion de especies acido-base del reactivo en funcion del pH. Figura 5.4.

Br_~ Br =~
| pKa, |
SN NN@N(C2H5)2 pr NN@N(CHQZ
HO O

| ok,
Br_~

Br_~
| H pKa, | H
\N N— N@ - 1_\]'_ (Czﬂs)z ﬁ I N= N@ I-\O-I (Csz)z
HO H HO

Figura 5.3. Reacciones de protoélisis del 5-Br PADAP

Estas curvas seran utilizadas posteriormente para la dilucidacion de algunas
reacciones de complejacion del 5-Br-PADAP con el Pb(Il), ya que permitiran decidir
cuales son las especies quimicas del reactivo prevalecientes en el ambito de pH en que

tenga lugar la reaccion de complejacion.
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5-Br PADAP
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Figura 5.4. Curvas de distribucion de especies del reactivo 5-Br-PADAP en
funcion del pH

Lo mas frecuente es que el reactivo y el metal complejado se combinen en
relaciones molares 1:1 6 2:1, salvo el caso de algunos complejos que forman elementos
plurivalentes que lo hacen en relacion 3:1.

De la informaciéon de diversas fuentes’ puede inferirse que no existe una
vinculacién directa entre los estados de oxidacion de los distintos elementos y la
estequiometria de la reaccion de los mismos, con 5-Br-PADAP.

Algunos autores®’, atribuyen las diferentes estequiometrias que se obtienen para
un mismo estado de oxidacidon de un mismo elemento a que puedan variar cuando la
reaccion transcurre en presencia o no de un tensoactivo.

Un ejemplo, es el caso del Zn(Il) para el que en condiciones similares de acidez,

. 10,11,12
diversos autores

encuentran estequiometrias 1:1 y 2:1 (R:Me) en ausencia y
presencia de tensoactivo respectivamente.

De algunas de las experiencias del Grupo de Quimica Analitica de la UNSL,
para los casos en que se forman especies extraibles mediante solventes organicos donde

el nimero de moléculas del reactivo es menor que la valencia del i6n metalico, la
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formacion de complejos con ligandos mixtos es probable, y en ello, pueden estar
involucrados fenémenos de impedimento estérico.

No obstante, podria excluirse de la explicacion anterior a ciertos casos,
como V(V), Ti(IV), Sb(IlI), Ta(V), Bi(IIl), Nb(V), etc., cuya conocida aptitud de formar
oxocationes, aun en medios 4cidos, puede posibilitar la formacion de complejos
eléctricamente neutros combinandose con un nimero de moléculas que sea bastante
inferior a la valencia real del i6n metalico.

En lo que respecta a la selectividad se observa que la mayoria de los complejos
que forma el reactivo 5-Br-PADAP con los lantanidos presentan la maxima absorcion
en el intervalo de 550-620 nm, siendo en muchos casos el intervalo de acidez para la
formacion de dichos complejos bastante amplio.

Por este motivo las técnicas absorciométricas donde se utiliza 5-Br-PADAP son
de escasa selectividad, dado que no solo se producen interferencias espectrales, sino que
también existe consumo de reactivo por parte de iones concomitantes.

Esto ha hecho que investigadores se dediquen a la busqueda de nuevas
metodologias analiticas en la que se asocie a la elevada sensibilidad de la reaccién

cromatica, la adecuada selectividad.
5.2. Reactivos Utilizados Durante el Desarrollo del Trabajo

5.2.1. Solucién de 5-Br-PADAP (2 x 10° mol L)
Se disolvieron 0,0698 g del reactivo 5-Br-PADAP en un vaso de precipitacion

con un pequefio volumen de etanol 96% (v/v, destilado), y posteriormente se transfirio a
un matraz de 100 mL, y se completo6 el volumen con el mismo solvente.

A partir de ésta, se prepararon por dilucion con etanol las soluciones de
concentraciones menores. El reactivo 5-Br-PADAP se adquiri6 a Aldrich Chemical Co.
y previo a la preparacion de sus soluciones se purificd por sucesivas recristalizaciones

en etanol-agua 50% (v/v).

5.2.2. Solucién de PAN (2 x 10 mol L™)
Se disolvieron 0,0498 g del reactivo PAN marca Fluka, en un vaso de

precipitados con un pequefio volumen de etanol 96%, y posteriormente se transfirié a un
matraz de 100 mL, y se complet6 el volumen con el mismo solvente. A partir de ésta, se

prepararon por dilucion con etanol las soluciones de concentraciones menores.
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5.2.3. Solucién "tipo" de Cd(II) (1000 ppm)
Dilucion a partir del patron marca Merck Titrisol de 1,0 g de Cd(II) por litro.

5.2.4. Solucion "tipo" de Pb(II) (1000 ppm)
Dilucién a partir del patron marca Merck Titrisol de 1,0 g de Pb(II) por litro.

5.2.5. Solucion "tipo" de Ca(Il) (1 X102 mol L™)
Se prepard disolviendo 0,25 g de CaCO; de calidad reactivo analitico en

aproximadamente 20 mL de HC1 0,5 mol L™
Una vez disuelto completamente el solido, se transfirid cuantitativamente a un

matraz aforado de 250 mL y se complet6 a volumen con agua bidestilada.

5.2.6. Soluciéon de EDTA (1 X 102 mol L)
Se prepar6 disolviendo 1,8613 g de EDTA. p.a. en un pequeiio volumen de agua

bidestilada, y luego se transfiridé a un matraz de 500 mL y se completd a volumen con
agua bidestilada.
El titulo de esta solucidon se determind por valoracién contra una soluciéon "tipo"

de CaCQOs.

5.2.7. Solucion reguladora de Amoniaco Cloruro de amonio
Se mezclaron 1,1 g de NH4Cl con 5 mL de NHi(c) bajo campana,

posteriormente se diluyd con agua bidestilada y se llevé a volumen en matraz aforado

de 100 mL.

5.2.8. Solucion de Tetraborato de sodio 0,1 mol L™
3,8144 g de tetraborato de sodio decahidratado se disuelven en 50 mL de agua

destilada y luego se lleva a 500 mL con agua exenta de diéxido de carbono.

5.2.9. Solucion de indicador Arsenazo
Se disuelven 0,5 g de arsenazo (sal trisddica del acido 3-(2-arseno fenilazo)-4,5-

dihidroxi-2,7-naftalendisulfénico) en 100 mL de agua bidestilada, con la ayuda de un

agitador magnético’.

5.2.10. Solucion de Triton X-100 ( 5% v/v).
Se prepard mezclando 5 mL de Triton X-100 (eter octilfenol poli (etilenglicol))

con agua bidestilada y llevando a un volumen final de 100 mL.
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5.2.11. Resina anionica Dowex 1X8
Para el desarrollo de los sensores de Cd(II) y Pb(II) se utiliz6 la resina anidnica

marca Dowex 1 X8 de 200/400 mallas en forma clorulada marca Fluka de densidad de
0,71 g cm™. Esta es una resina del tipo anidnica fuerte con grupos de intercambio
amonio cuaternario (NH;").

La resina debid purificarse y regenerarse previo a su uso. Para ello se toma una
masa de resina a purificar, 10 g por ejemplo, y se la suspende en un volumen de agua
equivalente. Se lo agita y separa por centrifugacion. Este ciclo se repite al menos 10
veces. Luego se suspende la resina en un volumen equivalente de HCI 3 — 4 mol L™
durante 2 horas para regenerar su forma clorurada. Por ultimo se la lava con agua
destilada repetidas veces hasta obtener una reaccion negativa de deteccion de cloruros

con nitrato de plata en el agua de lavado.

5.2.12. Resina Silica C-18
Adsorbente no polar, se la utiliza para el fraccionamiento de muestras de aguas

naturales. Se trata de C;g unido a Silica gel marca Sigma-Aldrich. Posee 60 A de
diametro promedio de poro y 40 — 63 um de tamano de particula. La resina fue utilizada

en su forma original directamente desde el envase, sin pretratamientos.
5.3. Instrumental y Materiales.

5.3.1. Medidas absorciométricas
Para las medidas absorciométricas y trazado de curvas espectrales en UV-

Visible se utiliz6 un espectrofotometro Metrolab 1700. Las celdas fueron de vidrio o
cuarzo, y el paso dptico en todos los casos fue de 10 mm para las mediciones en
solucion. Para las mediciones en fase sélida se utilizaron celdas de 1 mm de paso 6ptico

colocadas en el mismo espectrofotometro con un adaptador para el porta cubetas.

5.3.2. Titulaciones
Las titulaciones se realizaron con bureta de vidrio convencional calibradas, de

10 - 25 y 50 mL de capacidad.

5.3.3. Medidas y ajustes de pH
Se utilizé un pH-metro Orion modelo 701-A provisto de electrodo combinado de

vidrio, con referencia interna de Ag-AgCl.
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5.4. Cadmio

5.4.1. Parametros que afectan la formacion del complejo Cd-PAN
Por ser el PAN y su complejo con Cd(Il), muy poco solubles en agua, fue

necesario preparar las soluciones del reactivo en etanol.

En todos los casos se hizo necesario la incorporacion 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. La
concentracion de dicho tensoactivo es una de las variables de estudio en la
optimizacion.

El Cd(II) a partir de sus soluciones acuosas, reacciona con el PAN en presencia
de un tensioactivo no-idnico (Triton X-100), para formar un complejo de color rojo
violdceo que se desarrolla completamente luego de 10 minutos de promovida la

reaccion.

5.4.2. Influencia del pH
La influencia del pH sobre la formacion del complejo Cd(II)-PAN se estudid

en solucioén, dado que la formacioén del complejo Cd(II)-PAN se produce en la fase
liquida previo a su fijacion en la fase sélida (resina).

Se toman 100 mL de muestra conteniendo al menos 0,1 mg de Cd(Il), y se le
adicionaron a continuacion los siguientes reactivos: 0,5 mL Triton X-100 (5% v/v), 0,5
mL de solucion de PAN 1 x 10™ mol L y 1,0 mL de KI 1,0 mol L', Finalmente se hizo
variar el pH de la solucién obtenida agregando soluciones de HC1 0,1 mol L' e NaOH
0,1 mol L. Los valores de pH ensayados estuvieron comprendidos entre 5 y 12.

La grafica obtenida de representar los diferentes valores de absorbancia
medidos versus los diferentes valores de pH medidos potenciométricamente, luego de

homogeneizar cuidadosamente las soluciones, puede verse en la Figura 5.5.
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Figura 5.5. Dependencia del pH de la formacion del complejo Cd(II)-PAN

Se observa que el intervalo de pH Optimo para la obtencion de la maxima
absorbancia se encuentra en el rango que va desde 8,5 a 10,5 unidades de pH para la

formacion del complejo Cd(II)-PAN

5.4.3. Composicion y concentracion de la solucion reguladora
En la evaluacion de formacion del complejo Cd(IT)-PAN en funcion de la acidez

se concluye que el intervalo 6ptimo se encuentra comprendido para valores de pH que
van desde 9 hasta 11 Para satisfacer esta necesidad se evaluaron diferentes soluciones
reguladoras que pudieran cubrir este &mbito de pH La composicion de la soluciones
reguladoras que se evaluaron fueron las que permiten alcanzar el valor de pH
mencionado.

Los resultados que se obtuvieron para ambas mezclas: amoniaco/cloruro de
amonio y acido boérico/borato de sodio, fueron similares. Por razones de comodidad y
ademads por mejor estabilidad de sus soluciones se optd por la segunda.

Por otro lado, se encontr6 que cambios apreciables en la concentracion analitica
de la solucion reguladora de amoniaco/cloruro de amonio, no experimenta

modificaciones en los valores de absorbancia del complejo.
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5.4.4. Orden de adicion de los reactivos
El estudio del orden de agregado de reactivos se realiz6 en solucion, dado que

la formacion del complejo Cd(II)-PAN se produce en la fase liquida previo a su fijacion
en la fase solida (resina).

Se toman 100 mL de muestra conteniendo al menos 0,5 mg de Cd(II), y se le
adicionaron a continuacion los siguientes reactivos: 0,5 mL Triton X-100 (5%), 0,5 mL
de solucion de PAN 1 x 107 mol L™y 1,0 mL de KI 1,0 mol L™

Las variaciones en la absorbancia observadas al alterar el orden de agregado de
los reactivos fueron inferiores al 5%, exceptuando el caso en el que se agregaba en
primer orden a la solucion reguladora de pH. Se elige finalmente el siguiente orden de

agregado de reactivos para el resto del trabajo:

Tr X -100+ KI + PAN + Buffer(NH,/ NH, )

5.4.5. Seleccion de la resina
En la espectrofotometria en fase solida el primer objetivo que se plantea es la

eleccion del soporte adecuado sobre el que se fija el compuesto en estudio.

Se realizan, en placa de toque, varios ensayos cualitativos de fijacion del
compuesto en los soportes anidnicos: Dowex 1X8 y de adsorcion: Amberlite XAD 7 y
Amberlite XAD 16, realizando simultaneamente un ensayo en blanco para cada uno.

Se eligio el soporte anidnico Dowex 1X8, ya que en ¢l la fijacion fue rapida y
completa, con el resto de las resinas la fijacion no fue completa, esto se detecta dado
que la solucién permanece coloreada luego de un tiempo de contacto prudencial, y
ademas presentan la desventaja de una elevada opacidad al paso de la luz a las

longitudes de onda de trabajo.

5.4.6. Aumento de la sensibilidad en fase sélida
Se observa un gran aumento en la sensibilidad de la determinacion de Cd(Il),

mediante la fijacion del complejo Cd(II)-PAN, extraido de un gran volumen de solucién
(fase liquida) a la fase solida o fase resina.

Por ejemplo si en la primer etapa el complejo coloreado se encuentra en 50 mL
de muestra y luego se lleva a un volumen efectivo de 0,240 mL (dimensiones de la

cubeta: 1 mm x 8 mm x 30 mm), que es el volumen ocupado por la resina en la cubeta
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de 1 mm de paso dptico, representa un aumento de la concentracion en un orden de 208
veces.

iy ., volumen 50mL
Relacion de extraccion: muestra _

volumen B 0,240mL

=208

resina

Dicho aumento de la sensibilidad puede comprobarse preparando una solucién
de concentracion conocida de analito (100 pg L) y realizando a continuacién en forma
paralela la determinacion del Cd(II) en ambas fases.

Como se evidencia, al comparar los maximos de absorcidon obtenidos para cada
metodologia se observa un gran aumento en el valor de la absorbancia neta al trabajar
en fase resina. Dicho aumento se correlaciona con una notable mejora de la sensibilidad
de la metodologia para una misma reaccion cromatica. Se evidencid también en la
experiencia que tanto en la fase resina como en la solucion, el maximo de absorcion

para el complejo Cd(II)-PAN se encuentra a 550 nm.

L
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Figura 5.6. Comparacion de espectros obtenidos en fase resina (b) y en solucion (a).

5.4.7. Estudio de la influencia de las variables quimicas
Las variables quimicas a ser estudiadas una vez seleccionado el pH,

composicion y concentracion del buffer y el orden de agregado de los reactivos son tres.
Concentracion del reactivo PAN, concentracion del tensoactivo no i6nico Triton X-100
y la concentracion del reactivo Ioduro de Potasio (necesario para la formacion del
complejo iodurado [CdI4]* que posibilita luego su fijacién a la resina anidnica).

Para estudiar la influencia de cada uno de estas tres variables sobre la respuesta

(Absorbancia méaxima) se realiza un estudio inicial tipo de mapeo o screening. Los
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valores asignados como niveles madximos y minimos para cada variable se seleccionaron
a partir de ensayos previos semi-cuantitativos, dichos valores asignados y los resultados
obtenidos pueden verse en la siguiente tabla. Para los calculos de las absorbancias netas

se tuvieron en cuenta los célculos explicados en la seccion 2.4.

Experimento (A) Tr X-100 (B) KI (C) PAN Abs
1 10 10 2 0,165
2 10 2 10 0,190
3 2 10 2 0,171
4 10 2 2 0,050
5 2 10 10 0,267
6 2 2 2 0,042
7 2 2 10 0,210
8 10 10 10 0,240

Luego, con los datos obtenidos, se realiza un Analisis de la Varianza para cada
una de las variables (ANOVA), 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 dos niveles de cada una de las tres variables. Los resultados de dicho
analisis pueden verse en la tabla 5.1. Y también se grafica la significancia de cada uno

de los factores y sus interacciones en la grafica de Pareto (Figura 5.7.).

Tabla 5.1. ANOVA para las variables quimicas

Suma de Cuadrado
Fuente GL F-valor P-Valor
cuadrados medio
A:Trx100 0,00025 1 0,00025 41,33 0,0982
B:IK 0,01540 1 0,01540 2514,31 0,0127
C:PAN 0,02868 1 0,02868 4682,47 0,0093
AB 0,00006 1 0,00006 9 0,2048
AC 0,00030 1 0,00030 49 0,0903
BC 0,00235 1 0,00235 383,04 0,0325
Error Total 0,00001 1 0,00001

Del analisis de los resultados se concluye que la variacion de la concentracion de
KI y PAN, como asi también la interaccion entre ellas, son significativas
estadisticamente. En cuanto a la variacion de la concentracion de Triton X-100 y las
demas interacciones no resultan significativas estadisticamente, por lo que no seradn

tenidas en cuenta en el disefio de optimizacidn de superficie de respuesta.

-85 -



Capitulo V

Grafico de Pareto estandarizado para Abs
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Figura 5.7

5.4.8. Optimizacion de la concentracion de KI y PAN por el método de Doehlert
Se aplica el disefio de Doehlert'* para el analisis de regresion de superficie de

respuesta en busqueda de los valores 6ptimos para las variables, concentracion de KI y
concentracion de PAN, segun los resultados obtenidos en el estudio de screening o de
influencia de las variables quimicas.

Se fija la concentracion de Triton X-100 en 0,05% v/v en la muestra, que se
obtiene agregando 0,5 mL de solucion de Triton X-100 a 50 mL de muestra.

Luego si se grafican los niveles asignados para el disefio de Doehlert para dos
variables, puede observarse una figura romboidal, un hexdgono regular (Figura 5.8.),
donde cinco niveles se asignan a la variable de mayor peso o importancia (PAN en este

caso) y tres a la otra variable (Triton X-100)
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[K1]

Figura 5.8. Disefio de Doehlert para los valores asignados a

las variables [KI] y [PAN]

Se obtiene entonces siete puntos experimentales que deben medirse, para poder
procesarse y obtenerse los coeficientes por regresion cuadratica de la siguiente

ecuacion:
A,, = a+b[PAR]+ C[Triton]+d[PAN] +e[Triton] + f[ PAN][Triton]

Donde: a es el término independiente, b y ¢ son coeficientes de los términos
lineares, d y e son coeficientes cuadraticos y f es el coeficiente de interaccion. Cada
coeficiente representa la proporcion de la variabilidad total de la variable dependiente,
que es explicada por la ecuacion de regresion. Finalmente se hace la propuesta para el

primer disefio.

5.4.8.1. Diseno 1

El primer disefio propuesto se encuentra centrado en el punto [PAN] = 6 x10°
mol L™ y [KI] =2 x 10% mol L' (Figura 5.8.). El punto central se replica por lo menos

tres veces para poder evaluar la curvatura de la superficie. Todas las experiencias se
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realizaron por triplicado. Los niveles asignados para cada variable y los resultados

obtenidos para la bsorbancia neta para cada experiencia figuran en la tabla 5.2.:

Tabla 5.2. Disefio 1 — Basado en el modelo de Doehlert

Experimento [PANIx 10 [KI]x 10° Aneta
mol L mol L

1 2 (1) 2(0) 0,331
2 4(-0.5) 3 (+1) 0,421
3 4(-0.5) 1) 0,412
4 6 (0) 2(0) 0,695
5 8 (+0.5) 3 (+1) 0,551
6 8 (+0.5) 1) 0,596
7 10(+ 1) 2(0) 0,574
4 6 2 0,690
4> 6 2 0,694
4> 6 2 0,692

La ecuacidn que corresponde a la regresion, genera la siguiente ecuacion para la

superficie de respuesta:

A, =0.695+0.0333[PAN]- 0.0090[KI]-0.0067[PAN | KI]-0.0156[PANT —0.139[KI}

A continuacion se realizo un analisis de la varianza (ANOVA), del que resulta la
tabla del andlisis de la varianza (Tabla 5.3.) obtenida para la regresion de la superficie
de respuesta:

La tabla de ANOVA permite validar estadisticamente el modelo aplicado, en
primer lugar divide la variabilidad correspondiente a la variable de respuesta,
Absorbancia Neta (ABS) en distintos segmentos separados para cada uno de los efectos.
La significacion estadistica de cada efecto comparando la media al cuadrado, contra una
estimacion del error experimental. En este caso, 3 de los efectos tienen los p-valores
inferiores a 0,05, indicando que son significativamente diferentes de cero al 95,0% de
nivel de confianza. El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado explica

el 99,48% de la variabilidad en ABS. El estadistico R-cuadrado ajustado, el cual es mas
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adecuado para la comparacion de numeros diferentes de variables independientes, es
98,83%. El error estandar de la estimacion muestra la desviacion normal de los residuos
para ser 0,0146195.

El error absoluto de la media de 0,0078 es el promedio del valor de los residuos.
El estadistico Durbin-Watson examina los residuos para determinar si hay cualquier
correlacion significativa basada en el orden en el que se suceden en el fichero de datos.
Puesto que el p-valor es superior a 0,05, no hay indicios de correlacion de serie en los

residuos.

Tabla 5.3. Tabla ANOVA para validar el modelo aplicado

Fuente Suma de GL Cuadrados F-valor p-valor
cuadrados medios

A: PAN 0,05333 1 0,05333 249,54 0,0001

B: KI 0,00032 1 0,00032 1,52 0,2857

AA 0,07696 1 0,07696 360,08 0,0000

AB 0,00073 1 0,00073 3,41 0,1385

BB 0,04494 1 0,04494 210,25 0,0001

Error Total 0,00085 4 0,00021

Total 0,16543 9

R-cuadrado = 99,4832%

R-cuadrado (ajustado para g.1.) = 98,8372%

Error Estandar de estimacion = 0,0146195

Error absoluto de la media = 0,0078

Estadistico Durbin-Watson = 1,76966 (p = 0,2908)
Autocorrelacion residual Lag 1 = 0,0329467
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Response Surface

Figura 5.9. Vista de la superficie de respuesta calculada

Contornos de Superficie de la Respuesta Estimada
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Figura 5.10. Diagrama de contornos de la superficie de respuesta

La superficie de respuesta para esta ecuacidon aparece representada en forma
tridimensional en la Figura 5.9. y en graficada como grafica de contornos de superficie
en la figura 5.10. La aplicacion del criterio de Lagrange a esta tltima ecuacion indica
que aparece un maximo con las siguientes coordenadas: [PAN] = 7,12 x 10° mol L y
[KI] = 1,94 x 10% mol L™, le corresponde una respuesta de 0,712 de absorbancia neta.
Como se puede observar, dicho maximo aparece en la zona central derecha de la

superficie definida por el campo experimental, dada la proximidad del punto
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estacionario calculado con el experimento central, no resulta necesario continuar con el

proceso de optimizacion.

5.4.9. 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 realiza 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 méxima.

En tubos de centrifuga plasticos con tapa a rosca, se coloca solucién estandar,
conteniendo al menos 2,5 pg de Cd(Il), se le adicionaron a continuacion los siguientes
reactivos: 0,5 mL Triton X-100 (5%), 0,4 mL solucién de PAN 1 x 10° mol L™ y 0,2
mL KI 1,0 mol L. Finalmente se le agregdé 1 mL de buffer NH;/NH; y se lleva a
volumen final de 50 mL en matraz aforado. 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. En la

grafica se representan los valores obtenidos que pueden observarse en la figura 5.11.
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Figura 5.11. Influencia de la cantidad de resina
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Se observa que conforme aumenta la cantidad de resina utilizada, la absorbancia
decrece debido a que se fija una cantidad practicamente constante de compuesto en la
fase solida sobre cantidades crecientes de resina, lo que da lugar a su dilucion en esta
fase.

La cantidad de resina que proporciona una maxima absorbancia es 0,0700 g que
es una cantidad facilmente transferible con gotero.

Si se realiza la transformacion logaritmica de los valores experimentales de la
absorbancia y de las masas de resina (Figura 5.12.). Se procede luego a un ajuste por

minimos cuadrados.
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-logm.

Figura 5.12. Influencia de la cantidad de resina

Se obtiene asi la ecuacidn:

logA=-1175-0,8621logm,

A: Absorbancia neta del compuesto

m,: masa de resina expresada en gramos
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A partir de esta ecuacion es posible calcular el valor de la absorbancia para
cualquier masa de resina a emplear, siempre que las condiciones de la experiencia sean

las mismas y entre los limites de 70 y 300 mg.

De la ecuacion logaritmica es posible obtener la ecuacion de la hipérbola

correspondiente a la figura 5.11.
Axm " =0,067

Se puede conocer los limites de confianza del exponente de mr y del término
independiente de esta ecuacion si obtenemos el error estandar de la pendiente de la recta

ajustada por minimos cuadrados, Sy, y el error estandar de la ordenada al origen, S,.

Sy, e o[22
T D R
X

n

S, =

Donde Sy,x2 (varianza del error experimental total) vale:

Zyz —aZy—bey

n—2

2 _
Sy,x -

Siendo:

a: ordenada en el origen de la recta de regresion
b: pendiente de la recta de regresion

n: namero de parejas de datos
Los limites de confianza son respectivamente:

Para la pendiente: b £ 1S,

Para la ordenada en el origen: a £ ¢S,
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Siendo t = tgydent para n-1 grados de libertad a la probabilidad escogida (P =
0,05).

En este caso se obtiene:

b+ttS, =0,8621+£0,109

axtS, =-1175%+0,089

El primer resultado es también el limite de confianza para el exponente de la
ecuacion de la hipérbola. El segundo, convenientemente transformado pasando a
antilogaritmos, es el limite de confianza para el término independiente, con lo que la

ecuacion de la hipérbola queda de la forma:

Axm " 20,067 £0,014

Por lo que se puede afirmar que se trata de una rama de hipérbola equilatera.
Por otra parte, la relacion entre el valor de la absorbancia, A, y la cantidad de

resina, mr, viene dada la ecuacion:

A=¢1,CV [(m +V D)

donde ¢ es la absortividad molar del compuesto en la fase resina (Kg mol” cm™), Iy es
la longitud del paso de luz (cm), Cy la concentracién inicial de Cd(IT) (mol L), V el
volumen de la disolucioén (L), D el coeficiente de distribucion y m, la masa de resina
expresada en Kg. Dado que D, es muy alto, la fraccion V/D puede ser despreciada frente
a m, cuando la cantidad de resina es suficientemente grande, se obtiene la ecuacion
aproximada que relaciona la absorbancia con la masa de resina, donde m, viene

expresada en g.

A=¢l1,CV1000/m, =K /m
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Donde: K = g.IrCoV1000 es la pendiente de la representacion grafica de A frente

a l/m,.

El coeficiente de absortividad molar del compuesto en la fase resina, g, puede

ser calculado a partir del valor del coeficiente de absortividad molar aparente, €, segin

la expresion:

(m.+V /D)
Se obtuvo un valor medio de 22540 Kg mol™” cm™ (el calculo del valor del
coeficiente de distribucién D = 117600 L Kg', se calcula en la seccion siguiente).

Suponiendo Ig = 0,1 cm, el valor expresado para K, segun la expresion anterior sera:

K =22540%0,1x4x107" x0,05x 1000 = 0,045

Luego se representan los valores experimentales de A frente a 1/m, (Figura 5.13.)

se obtiene el valor de la pendiente para la ecuacion empirica:

A=0,0336+0,0454/m,

Resultado que concuerda muy con bien con el predicho teéricamente.
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Figura 5.13.

5.4.10. Influencia del tiempo de agitacion

Para determinar el tiempo minimo a partir del cual se alcanza la sefial méaxima,
se repite la determinacién de Cd(II) en muestras de igual concentracidon pero sometidas
a diferentes tiempos de agitacion.

Para este estudio se colocd en tubos plasticos de centrifuga con tapa a rosca,
volumen necesario de solucion estandar de Cd(Il) para alcanzar la masa de 2,5 pg de
Cd(II), a cada uno de los tubos adicioné a continuacion los siguientes reactivos: 0,5 mL
Triton X-100 5%, 0,4 mL solucion de PAN 1 x 10° mol L™ y 0,2 mL KI 1,0 mol L™.
Finalmente se le agregd 1 mL de buffer NH, ' /NH; y se llevo a volumen final de 50 mL
con agua destilada. Finalmente se anadié 70 mg de resina, y se agitod segin los distintos
tiempos ensayados, por ultimo se midi6 la absorbancia frente al blanco respectivo, una
vez empaquetada la resina. Los valores obtenidos se representan graficamente en la

figura 5.14.
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Figura 5.14. Influencia del tiempo de agitacion

A partir de la misma 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 demds experiencias.

5.4.11. Estabilidad del complejo fijado en la resina

Para conocer cual es la estabilidad del complejo Cd(II)-PAN una vez formado y
fijado en la resina, en un tubo de plastico para centrifuga, se tomaron 50 mL de solucion
conteniendo 2.5 pg de Cd(Il) y se le adicionaron en el orden siguiente: 0,5 mL Triton
X-100 5%, 0,4 mL solucion de PAN 1 x 10° mol L' y 0,2 mL KI 1,0 mol L™,
Finalmente se le agregdé 1 mL de buffer NH,'/NH;. Seguidamente se afiadieron 70 mg
de resina, se agitd durante 20 minutos, luego se empaquet6d en la celda la resina y se
midio la absorbancia neta a distintos tiempos, frente al blanco, a las longitudes de onda
seleccionadas.

De acuerdo a los resultados obtenidos se puede afirmar que el compuesto fijado
en la fase s6lida es sumamente estable (al menos durante 48 horas), lo cual representa

una gran ventaja a la hora de realizar las mediciones de absorbancia neta.
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5.4.12. Distribucion del complejo entre la resina y la fase acuosa

El coeficiente de distribucion D entre la resina sélida y la disolucién acuosa

equilibrada con ella viene dado para una especie quimica X por:

sorbidos

Do milimoles

milimoles

solucion

Para calcular el valor del coeficiente de distribucion de la especie objeto de
estudio en las condiciones experimentales de trabajo, se prepararon cuatro disoluciones
idénticas para un volumen final de 100 mL, conteniendo 50 pg de Cd(II), y luego se le
agregaron Triton X-100, solucién de PAN 1 x 10° mol L, KI y solucién buffer
NH3/NH,". Estas disoluciones se equilibraron durante 20 minutos con 100 mg de resina
y a continuacion se separd la resina por centrifugacion y decantacion bajo vacio,
recogiéndose la solucion sobrenadante.

Para obtener la concentracion del complejo Cd(II)-PAN que queda en la
solucion fue necesario establecer previamente la funcion de calibrado utilizando
soluciones patron de Cd(I).

Posteriormente se agregaron otros 100 mg de resina y se agitaron 20 minutos.
Finalmente se interpol6 la absorbancia del compuesto (obtenida en la forma habitual) en
la recta de calibrado anteriormente citada, obteniéndose asi la concentracion ¢ (ug L") y
de ella la cantidad de Cd(IT)-PAN que queda en la solucion. Con este dato se calculo la
cantidad fijada a la resina. A partir de estos resultados se calcula el coeficiente de
distribucion.

Es necesario comprobar que en la segunda equilibraciéon todo el compuesto ha
quedado fijado en la resina, para lo cual la segunda disolucién filtrada se equilibro de
nuevo con 100 mg de resina observandose que en la resina no se desarrollaba color.

/ masa

milimoles ~ (50-¢x0,1)/0,1

cx107

sorbidos resina

/volumen

milimoles

solucion solucion
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La tabla 5.4. reune los resultados obtenidos. Luego de realizar los calculos

estadisticos se obtiene un valor medio del coeficiente de distribucion, D =117625 mL g
1

Tabla 5.4. Coeficiente de distribucion del complejo Cd-PAN entre la disolucion

y la resina.
Disolucién c ng de Cd(II) ng de Cd(II) D
N° Cd(I) [pg L] Disolucion Resina [mL ']
1 4,21 0,421 49,58 117800
2 4,29 0,429 49,96 116500
3 3,99 0,399 49,96 125200
4 4,51 0,451 49,95 111000

5.4.13. Resumen de las condiciones seleccionadas para la medicion de Cd(II)

A continuacion se mencionan las condiciones Optimas para la determinacion de

Cd(II) por SPS.

A(nm) maximo 550
Volumen de muestra (mL) 50
Reactivo PAN
Soporte solido Dowex 1X8
Masa de resina (g) 0,070

pH de trabajo 9-11
Buffer seleccionado NH, /NH;
Tiempo de agitacion (minutos) 20

5.4.14. Parametros analiticos para la determinacion de Cd(II)
Con el objeto de evaluar la reproducibilidad del sensor para Cd(II), se realizaron
10 determinaciones en muestras que contienen igual concentracion de analito,

registrandose la respuesta a longitud de onda 6ptima.
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Para el céalculo del limite de deteccion y cuantificacion se realizaron 10
determinaciones de Cd(II) con agua bidestilada en lugar de solucion patron del analito.
Se define al limite de deteccion 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. El limite de cuantificacion es la minima cantidad del analito
en una muestra que puede ser cuantitativamente determinada con exactitud aceptable.
Es un parametro del andlisis cuantitativo para niveles bajos de compuestos en matrices
de muestra y se usa particularmente para la determinacion de concentracion del analito.
Se expresa como concentracion del analito. Mediante el estudio estadistico de los
resultados, se obtienen los valores de la desviacion estandar relativa, limites de
deteccion y cuantificacion'’.

El limite de deteccion para una magnitud, es el valor minimo de la misma que
puede afirmarse que es distinto de cero. En nuestro caso la magnitud medida es la
absorbancia neta del analito, 4. Denominaremos A; al limite de deteccion de esta
magnitud, al cual corresponda la incertidumbre sobre el valor de 4 cuando esta tiende a
cero. Segun el caso A; es igual bien al limite de sensibilidad del aparato de medida, bien
a la incertidumbre sobre los errores sistematicos, o bien, a la incertidumbre sobre la
precision de los resultados.

Cuando A4 es igual a A4;, es decir cuando el error absoluto sobre la medida se

iguala a la magnitud a determinar, entonces el valor obtenido cumple:

0<A<Ad, +30

Ay: absorbancia media obtenida para el blanco

o: desviacion estandar para el blanco

Se admite entonces como limite de deteccion el valor:

A, =4, +3c
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El limite de deteccion en términos de concentracion, c¢;, se obtendra usando la

funcidn de calibrado:

¢, =(4, —A4,))/m=3c/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 deteccion, crece la concentracion aparente del analito. Como
corolario, la regién de cuantificacion debe estar claramente por encima del limite de
deteccion.

Se admite la siguiente definicion:

A, =4, +100

Ap: absorbancia correspondiente al limite de cuantificacion
Ap: absorbancia del blanco

o : desviacion estandar para el blanco

El limite de cuantificacion en términos de concentracion, cp, se obtendra a partir

de la funcion de calibrado:

¢, =(4,—4,)/m=100/m

Donde m es la pendiente de la recta de calibrado.

Los parametros analiticos calculados se presentan en la tabla 5.5.
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Tabla 5.5. Parametros Analiticos para la determinacion de Cd(II)

Volumen de muestra

50 mL

Pendiente (ug™' L) 0,01444

Interseccion 0,00864

Rango Lineal 5-100

Coeficiente de correlacion (1) 0,9995
%R.S.D.(n=10) 0,9
Limite de deteccion (ug L™) 0,22
Limite de cuantificacion (ug L™) 0,72

5.4.15. Estudio de las posibles interferencias

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

Para este estudio se tomaron 50 mL de solucion estandar de 10 ug L™ de Cd(II)
y luego se trabajo en las condiciones Optimas previamente determinadas en presencia de
los iones extrafios. Para ello, se afadieron cantidades variables de ion extrafio cuyo
efecto se quiere ensayar. La concentracion maxima de especie interferente ensayada fue
de 1000 mg L. Se acepta como limite de tolerancia para la especie extrafia, la
concentracion de ésta que origina un error relativo en la medida mayor al 5%. No se
consideran por tanto interferentes, aquellas concentraciones de especies extrafias 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 5.6.
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Tabla 5.6. Efecto de iones extrafios en la determinacion de 10 ug L™ de Cd(IT)

Especie extrafia

Nivel de tolerancia pg L-1

CI', NO5, NO,, SiO57, PO,>, CO5>, HCOy

Ca(II), Mg(Il)
SO,”
-

AI(IIT)
Cr(IIT), Pb(II), Fe(III)
Bi(III)

Hg(II)

Ni(II), Cu(II), Zn(1II)
Co(I)

> 10000

5000
2000
1000
100
25
20
10
<2

- 103 -



Capitulo V

5.5. Plomo

5.5.1. Parametros que afectan la formacion del complejo Pb(II)-5-Br-PADAP
El Pb(Il) a partir de sus soluciones acuosas, reacciona con el 5-Br-PADAP en

presencia de un tensoactivo no-iénico (Triton X-100), para formar un complejo de color
rojo violaceo que se desarrolla completamente luego de 10 minutos de promovida la
reaccion.

Las soluciones de 5-Br-PADAP se realizaron utilizando etanol como disolvente,
dada su insolubilidad

Al igual de lo que sucede en la reaccion del Cd(II) con el PAN, en este caso
también se hizo necesario la incorporacion 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. La concentracion de

tensoactivo es una de las variables de estudio en la optimizacion.

5.5.2. Influencia del pH
Se estudia la influencia del pH sobre la formacion del complejo Pb(I1)-5-Br-

PADAP en solucion, teniendo en cuenta que los complejos de analito con el ligando
cromogénico se producen en el mismo rango de pH en la fase solida (resina). La
metodologia para realizar este estudio es la misma que en el caso del Cd(II).

La grafica obtenida de representar los diferentes valores de absorbancia versus
los diferentes valores de pH medidos mediante el uso de un peachimetro, puede verse en
la Fig. 5.15.

Se puede observar que la maxima absorbancia se mantiene constante en el rango
que va desde 8,5 a 10,5 unidades de pH para la formacion del complejo Pb(II)-5-Br-

PADAP, al igual que en el caso anterior.

- 104 -



Capitulo V

0,50

0,45+

0,40 4

< 0,35

0,30

0,25+

T T T T T T T T T T T 1
6 7 8 9 10 1 12

pH

Figura 5.15. Dependencia del pH para la formacién del complejo

Pb(II)-5-Br-PADAP

5.5.3. Composicion y concentracion de la solucion reguladora
En la evaluacion de formacion del complejo Pb(II)-5-Br-PADAP en funcion de

la acidez se concluye que el intervalo 6ptimo se encuentra comprendido para valores de
pH que van desde 9 hasta 11 Para satisfacer esta necesidad se evaluaron diferentes
soluciones reguladoras que pudieran cubrir este ambito de pH La composiciéon de la
soluciones reguladoras que se evaluaron fueron las que permiten alcanzar el valor de pH
mencionado.

Por otro lado, se encontr6 que cambios apreciables en la concentracion analitica
de la solucion reguladora de amoniaco/cloruro de amonio, no experimenta

modificaciones en los valores de absorbancia del complejo.

5.5.4. Seleccion de la resina
En la espectrofotometria en fase solida el primer objetivo que se plantea es la

eleccion del soporte adecuado sobre el que fijar el compuesto en estudio.

Se realizaron, en placa de toque, varios ensayos cualitativos de fijacion del
compuesto en los soportes anidnicos: Dowex 1X8 y de adsorcion: Amberlite XAD 7 y
Amberlite XAD 16, efectuando simultdneamente un ensayo en blanco para cada uno.

Se eligio el soporte anidnico Dowex 1X8, ya que en ¢l la fijacion fue rapida y

completa, con el resto de las resinas la fijacion no fue completa, esto se detecté dado
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que la solucién permanece coloreada luego de un tiempo de contacto prudencial, y
ademas presentan la desventaja de una elevada opacidad al paso de la luz a las

longitudes de onda de trabajo.

5.5.5. Influencia de la concentracion de 5S-Br-PADAP
Al realizar el estudio de la concentracion dptima de reactivo, surge el problema

del intenso color que posee el reactivo 5-Br-PADAP, aun en ausencia de analito. Dicho
color es un inconveniente dado que al aumentar la concentracion de reactivo en la
solucion, aumenta la masa fijada sobre la resina, esto provoca un fuerte incremento de la
absorbancia de los blancos obtenidos, trayendo como consecuencia una fuerte
disminucion de la sensibilidad del método. En situaciones similares a ésta, es
aconsejable fijar el reactivo en una etapa previa a la determinacion del analito. La resina
desarrolla luego el complejo coloreado sobre su superficie en presencia de vestigios de
Pb(Il), y dicho color puede utilizarse para la medicion de la concentracion de Pb(II) por
EFS.

Para estudiar la concentracion 6ptima de reactivo 5-Br-PADAP, una masa fija de
resina (1 g) se puso en contacto con soluciones etanolicas (10% v/v) de concentraciones
crecientes de reactivo 5-Br-PADAP, suficiente para mantener en solucion al reactivo.
Se dejo en contacto por al menos 2 horas y con agitacion. Una vez seca la resina
funcionalizada, se pesé 100 mg de ésta y se la puso en contacto con 50 mL de solucion
problema. Se realizé un blanco de reactivos y paralelamente en soluciones conteniendo
50 ppb de Pb(II), por ultimo se midi6 las absorbancias netas correspondientes para cada
caso. Los valores estudiados y las respuestas obtenidas pueden observarse en la tabla

5.7.

Tabla 5.7. Influencia de la concentracion de 5-Br-PADAP

[5-Br-PADAP] Ageo App ANETA
10 mol L Asso g0 Asco-Asoo  Aseo  Asoo  Aseo-Asoo

6 2,531 2381 0,150 2,979 2,763 0216 0,066

4 2394 2,188 0206 2,799 2200 0599 0,393

2 2,001 1,979 0,022 2173 2,100 0,073 0,051
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Como se ve en la tabla 5.7. los valores de absorbancia neta para 50 ppb de Pb(II)
varian ampliamente frente a pequefios cambios de la concentracion de reactivo. Esto es
debido a que fuera del valor 6ptimo de concentracion, la resina funcionalizada obtenida
finalmente queda muy opalescente o muy clara, lo que se correlaciona con los valores

de absorbancia obtenidos.

5.5.6. Fijacion del reactivo complejante a la resina
Para fijar el reactivo complejante a la resina, una vez realizados los estudios de

la concentracion optima de 5-Br-PADAP a utilizar, se tomaron 4 g de resina Dowex
1X8 se pusieron en contacto con una solucién obtenida a partir de mezclar 1 mL de
solucién 2 x 107 mol L 5-Br-PADAP con 0,5 mL de etanol absoluto en 45 mL de agua
de elevada pureza. La mezcla se agité en un agitador rotatorio durante 2 horas para
lograr un buen contacto entre ambas fases, luego se separd la fase solida por
centrifugacion y se la lavo con agua desionizada, varias veces. Por ultimo se la dejo
secar a temperatura ambiente y se la conservo en frascos de polietileno en ausencia de la

luz a temperatura ambiente.

5.5.7. Influencia de la concentracion de tensoactivo
La influencia de la concentracion del tensioactivo se realizdé siguiendo la

metodologia en batch, tomando 50 mL de solucion estandar de 25 pg L de Pb(Il), a la
que se le agregaron diferentes concentraciones de Triton X-100, seguidos de 1 mL de
solucion buffer y por tltimo 70 mg de R-5-Br-PADAP. Todas las muestras se agitaron
20 minutos y luego se midid su absorbancia neta. Los resultados obtenidos se grafican
en la figura 5.16.

Finalmente de la observacion de la grafica se eligio la concentracion de 0,025%
de Triton X-100 como la 6ptima. Esta concentracion se logrd agregando 0,25 mL de

solucion de Triton X-100 al 5% v/v a 50 mL de muestra.
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Figura 5.16. Influencia de la concentracion de Tensioactivo Triton X-100

5.5.8. Orden de adicion de los reactivos
Se realizo el estudio del orden de agregado de reactivos sobre muestras con

iguales concentraciones de 50 ppb Pb(Il), a las que se les agregd volumenes fijos de
solucién 5% de tensoactivo Triton X-100 y 70 mg de resina funcionalizada (R-5-Br-
PADAP), 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% v/v, exceptuando el caso en el que se agregaba en
primer orden a la solucion buffer. Se eligio finalmente el siguiente orden de agregado de

reactivos para el resto del trabajo:

TrX —100+ R —5— Br — PADAP + Buffer(NH, / NH, )

5.5.9. Aumento de la sensibilidad en fase solida
Se observd un gran aumento en la sensibilidad de la determinacién de Pb(II),

extraido de un gran volumen de solucion (fase liquida) a la fase solida o fase resina, al

igual que en el caso anterior de la determinacion de Cd(II). (Seccion 5.4.6.)

5.5.10. Influencia de la cantidad de resina
Se siguid la misma metodologia que en estudio del sensor de Cd(Il) para

determinar la masa 6ptima de resina y se calculo de la ecuacion que permitio calcular la
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absorbancia segin la masa de resina que se utilice para la determinacion de Pb(II).
(seccion. 5.4.9.)
Se graficaron los resultados obtenidos para las diferentes masas de resina, en la

figura 5.17

0,6 4

0,5+

0,4+

0,34

0,24

0,1

: : — : :
0,05 0,10 0,15 0,20 0,25 0,30 0,35 0,40 0,45
m_ [g]

Figura 5.17. Variacion de la absorbancia segin la masa de resina
El aumento de la absorbancia al disminuir la masa de resina genera la curva de

forma hiperbdlica al ser graficada, cuya ecuacion empirica, calculada a partir de los

calculos de regresion es la siguiente:

Axm, " =0,0362

Sin embargo si se representa la absorbancia en funcion de la inversa de la masa

de resina, se obtiene una recta, cuya ecuacion de regresion se puede ver a continuacion:

A4=0,0113+0,0396/m,
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Se puede calcular la concordancia de este valor empirico con el valor que le
corresponde de la estimacidn practica, teniendo en cuenta el coeficiente de absortividad
molar aparente en la resina (g, = 17388 Kg mol” cm™), tal como se explica en la seccién
anterior para el Cd(Il).

El calculo dio como resultado, para una concentracién de Pb(Il) de 50 ppb, un
valor de 0,042 el cual representa una excelente concordancia con el valor de la

pendiente obtenida en la practica de 0,039.

5.5.11. Influencia del tiempo de agitacion
Los resultados obtenidos son similares a los correspondientes a la determinacion

de Cd(II) con PAN (seccion 5.4.10.), por lo que se puede afirmar que para que se forme
correctamente el complejo del Pb(Il) con 5-Br-PADAP fijado a la resina Dowex 1X8, se

necesita agitar al menos por 20 minutos en agitador rotatorio.

5.5.12. Estabilidad del complejo en funcion del tiempo
Los resultados obtenidos son similares a los correspondientes a la determinacion

de Cd(II) con PAN (seccion 5.4.11.), se midi6 la variacion de la absorbancia del
complejo al cabo de del tiempo comprobandose que no presentaba disminucion
significativa al menos por un lapso de 48 horas. El complejo del Pb(Il) con 5-Br-

PADAP es entonces razonablemente estable.

5.5.13. Resumen de las condiciones seleccionadas para la medicion de Pb(II)
A continuacion se describen las condiciones Optimas para la determinacion de

Pb(II)
A(nm) maximo 550
Volumen de muestra (mL) 50
Soporte solido Dowex 1X8
Masa de resina (g) 0,070
pH de trabajo 9-11
Buffer seleccionado NH,"/NH;
Tiempo de agitacion (minutos) 20
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5.5.14. Parametros analiticos para la determinacion de Pb(II)
Los parametros analiticos calculados para la determinacién de Pb(II) se agrupan

en la tabla 5.8. Se evalu¢ la reproducibilidad haciendo 10 determinaciones en soluciones
estandar con la misma concentracién de 25 ug L™ de Pb(II). El estimador calculado fue
la desviacion estandar relativa para evaluar la precision del método.

Mediante el analisis estadistico se calcularon también el limite de deteccion y de
cuantificacion, siguiendo los criterios explicados en la determinacion de Cd(II).

(Seccion 5.4.14.)

Tabla 5.8. Parametros analiticos para la determinacién de Pb(II)

Parametro

Pendiente (ug™' L) 0,012
Interseccion -0,104
Rango Lineal (ug L™) 5-100
Coeficiente de correlacion 0,998
%R.S.D. (n=10) 1,7
Limite de Deteccion (ug L™) 0,8
Limite de Cuantificacion (ug L) 2,7

5.5.15. Estudio de posibles interferencias
Se realiza el estudio de las posibles especies interferentes siguiendo los mismos

criterios utilizados para éste estudio en el caso del sensor de Cd(II). (Seccion 5.4.15.)

De los resultados obtenidos, puede observarse que, algunos cationes como ser
Cu(II), Hg(IT), Ni(IT) y Zn(II), producen interferencias a muy bajas concentraciones.

Sin embargo el agregado de 0,2 mL de una solucién de 0,1 mol L' KCN a 50
mL de muestra, aumenta notablemente la concentracion tolerada de estos cationes, por
formacion de complejos inertes. Los resultados se muestran en la tabla 5.9.

Es importante destacar también que las especies citadas como interferentes se
encuentran a niveles de vestigios en aguas naturales, por lo que el método resulta lo

suficientemente selectivo para su aplicacion en aguas del Rio Parana.
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Tabla 5.9. Estudios de la influencia de iones extrafios en la determinacion de una

muestra de 50 mL con 10 ug L Pb(II)

Nivel de Tolerancia (ng L")

Interferente Con KCN
CI(1), Nitrato 10000

K(I) 10000

Ca(ll) 5000

COs%, SO~ 1000

Mg(ll) 1000

Al 1000

Ba(ll) 1000

As(lll 30

Oxalato, EDTA 2

Zn(ll) 2 10
Cu(ll) 2 10
Ni(ll) 2 10
Hg(ll) 2 10
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CAPITULO VI

6.1. Aplicaciones — Aspectos Generales

Como se menciono en los capitulos anteriores los metales pesados presentes en
aguas naturales, pueden existir bajo diferentes formas moleculares (especies quimicas),
entre las que se incluyen a los iones metdlicos propiamente dichos, algunos oxi-
complejos, complejos organicos (principalmente los provenientes de los 4cidos himicos
y fulvicos) e inorganicos o también adsorbidos en particulas coloidales.

Segun la diferente especie quimica que se encuentre formando en la matriz
acuosa, serd la biodisponibilidad y toxicidad para la biota. De alli la gran importancia de
la especiacion quimica, lo que la convierte en un tema de principal interés para las
ciencias biologicas, ambientales, geoquimicas y otras relacionadas con el tratamiento de
aguas para distintos fines.

El problema es que a pesar del gran progreso de los ultimos afios en la
instrumentacion analitica y el desarrollo de técnicas hibridas o acopladas basadas en
procesos de separacion como la HPLC (cromatografia liquida de alto rendimiento) de
las especies quimicas y posterior deteccion por medio de diferentes métodos
espectrofotométricos, la mayoria de ellas poseen elevados costos de instalacion y
operacion'. Esto constituye una gran desventaja para economias como la de nuestro
pais, convirtiendo los estudios de especiacidon en analisis reservados solo para algunos
centros de elevada complejidad.

Sin embargo el estudio de la distribucion de un elemento con respecto a las
diferentes especies quimicas capaz de formar puede realizarse como la determinacion de
fracciones (clases) clasificadas operacionalmente mediante el uso de técnicas de
separacion sencillas, tales como la filtracion, centrifugacion e intercambio i6nico. En
consecuencia se hace necesario definir al término “fraccionamiento quimico” referido a
la especiacion, como el agrupamiento de las diferentes clases quimicas que puede
formar un analito en una muestra de acuerdo a sus propiedades fisicas y/o quimicas.

La aplicacion de técnicas basadas en el intercambio i6nico se ha vuelto muy
popular en los esquemas de fraccionamiento quimico, dado que permiten dividir
operacionalmente la fraccion soluble, entre fraccion soluble de metal libre y fraccion

. . 2
soluble que se encuentra formando complejos o combinado”.
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Las resinas de intercambio poseen gran capacidad para retener los metales
pesados, resultante de su gran tendencia a reemplazar los iones moviles de los grupos
funcionales, ya que estos son reemplazados por iones metalicos o iones complejos de
carga similar. Los procedimientos basados en el intercambio i6nico son asociados con la
gran diversidad de resinas disponibles, estas varian de acuerdo con el grupo funcional o
estructura de la cadena de polimero, lo que posibilita que cada tipo de resina sea capaz
de retener solo cierto tipo de especies (')rgano—metailicas3 .

El equipamiento necesario y el bajo costo requerido para su aplicacion
representan beneficios adicionales. Justifican también su popularidad los elevados
valores obtenidos para los factores de enriquecimiento (que varian tipicamente entre 10
a 200) que se obtienen para metales en concentraciones en el orden de vestigios, en
varios procedimientos en columna, en linea o en batch (agitando la resina con la
solucion de la muestra que es analizada, juntos en un mismo recipiente). Esto hace a las
resinas de intercambio 16nico especificas, muy utiles en la etapa del pre-tratamiento de
la muestra requerido para concentrar los iones del metal.

Son también Unicas en la limpieza de las muestras o la separacion de
componentes de la muestra que interfieren antes de detectar los analitos.

Sin embargo la principal caracteristica que interesa desde el punto de vista del
fraccionamiento es la posibilidad de distinguir diversas formas del metal o agrupaciones
que posean las mismas caracteristicas quimicas para aclarar sobre biodisponibilidad del
metal en muestras de agua. Esto permite predecir efectos sobre los organismos vivos de
un ecosistema, solamente filtrando la muestra y luego pasando por una columna que
contiene la resina. Todo este sistema es accesible desde el punto de vista econdémico si

se lo compara con métodos sofisticados y mas costosos como la HPLC.

6.1.1. Fraccionamiento de Cd(II) y Pb(IT) en muestras de aguas superficiales

Si se tienen en cuenta las diferentes especies mayoritarias con las que
interactuan los analitos Cd(II) y Pb(Il) en aguas naturales, se puede diferenciar una
fraccion insoluble, que se separara por filtracion a través de membrana de 0,45 um,
formada principalmente por arcillas insolubles, ¢xidos hidratados insolubles de
elementos mayoritarios (Ej: Fe(Ill)) y algunos detritos organicos de composicion
amorfa. Luego por otro lado se encuentra la fraccion soluble formada por los iones

metalicos hidratados propiamente dichos y los complejos solubles de diferente
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naturaleza. Entre los ligandos orgénicos disponibles para la formacion de complejos se
encuentran los acidos himicos y fulvicos principalmente.

Estas sustancias orgdnicas interactiian fuertemente con los analitos para formar
complejos hiimicos, afectando de esta manera el equilibrio de estos iones en la matriz
acuosa. Si bien la estructuras moleculares de éstos complejos resultan complicadas,
dada su naturaleza hidrofébica, estas especies quimicas pueden ser retenidas en
columnas rellenas con resinas poliméricas de adsorcion, por ejemplo.

Entre las resinas poliméricas de adsorcion mas utilizadas se encuentran las tipo
Amberlite XAD (XAD-2, -4, -7, -8 y -16), sobre todo para la preconcentracion de
elementos provenientes de diferentes matrices; entre sus principales ventajas se pueden
nombrar su elevada pureza y estabilidad quimica. La resina Amberlite XAD-16 es la
mas ampliamente utilizada para retener complejos humicos, dada sus propiedades fisico

quimicas®. (Tabla 6.1.)

Tabla 6.1. Comparacion de las propiedades fisico quimicas de las resinas Amberlite

XAD-16 y Silica C-18

Resina Matriz/Grupo Tamafio Area Superficial Promedio Poro Densidad
Funcional Particula m’g’ nm g cm’
Amberlite XAD-16 STY-DVB 100-200 800 10 0,65
(hidrofobica)
Silica C-18 Silica C18 100 50,5 6 0,7

Otro tipo de resina muy utilizada es la Silica C-18, cuyas propiedades fisico
quimicas pueden verse en la tabla 6.1.

En ambas resinas la retenciéon de la fraccion soluble unida a complejos, se
produce por un fenémeno de particion entre la fase mévil acuosa y la fase estacionaria
no polar de la resina.

La principal diferencia entre la resina tipo Amberlite XAD-16 y la Silica C-18,
es que la primera es capaz de adsorber iones de metal divalentes libres, lo que complica

el esquema de fraccionamiento haciendo necesario el uso de precolumnas con resinas
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quelantes para extraer los iones metalicos libres, que acarrea un aumento de costo
econdémico-tiempo’. Las silices funcionalizadas con un hidrocarburo de cadena larga de
18 carbonos (octadecano), poseen gran aplicacion para la extraccion de la fraccion de
complejos hiimicos y dadas sus propiedades quimicas posibilita su uso en forma aislada,
sin necesidad del agregado de pre-columnas. Esta ventaja se debe principalmente a que
la interaccion entre el analito y la resina tenga un caracter débil, provoca ademas que las
especies complejas previamente formadas tengan una escasa posibilidad de
desnaturalizarse y facilita la posterior elucion mediante el uso de solventes organicos.
Finalmente la cantidad de materia organica disuelta que es capaz de retener la resina
depende solamente de dos factores, la hidrofobicidad de los ligandos y el pH de la

muestra.

6.1.2. Esquema propuesto para el fraccionamiento de Cd(II) y Pb(II)

Para el fraccionamiento de las muestras de agua del Rio Parana se realizaron las

siguientes operaciones en forma sucesiva (Figura 6.1.):

1. Extraccion de la muestra de agua de rio con muestreador de teflon.

2. Conservacion de las muestra por congelamiento a -10 °C.

3. Filtracién de la muestra a través de membrana de celulosa de 0,45 pm de
diametro de poro.

4. Se pasa el filtrado por columna conteniendo resina Silica C-18 (Extraccion en
Fase Solida)

5. Elusion de la fraccion retenida con metanol.

6. Todas las fracciones obtenidas fueron digeridas con mezcla HNO;-H,O,,
excepto al eluato acuoso de la columna correspondiente a la concentracion de
metal libre.

7. Determinacion de los analitos en cada una de las fracciones obtenidas.

8. Calculos para la presentacion de resultados.
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Muestra Me2
Entera Total

Membrana 0,45 um

!

Fraccién Me2+

Soluble Soluble

k.

Columna = Silica C-18 | Metana|

Me?+
Libre

Efluente acuoso

Figura 6.1. Esquema aplicado para el fraccionamiento de las muestras de agua

Una vez realizadas las mediciones de absorbancias, se calculan las

concentraciones de analito correspondientes a cada fraccion de la siguiente manera:

6.1.2.1. Fraccion particulada.

Las muestras de agua se filtraran para investigar la fraccion de metal unida a
particulas insolubles o material particulado con membranas de celulosa de 0,45 um de
tamafio de poro y 47 mm de didmetro.

La concentracion de metal correspondiente a ésta fraccion se calcula por
diferencia entre la concentracion total en la muestra digerida completamente y la
concentracion correspondiente al filtrado y se denomina concentracion de metal soluble

total.

n+ _ n+ n+
[Me ]Particulado - [Me ]Toml - [Me ]Filtmdo
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6.1.2.2. Fraccion complejada.

El filtrado de la etapa anterior se pasa por una columna que contiene 0,50 g de
Silica C-18, para retener los complejos humicos hidrofobicos. El efluente acuoso de la
columna se reserva para posteriores determinaciones de otras fracciones.

Para determinar la concentracion de metal que quedo retenida en la columna,
una vez que se paso toda la muestra, se eluyen los complejos con metanol. El eluato se
digiere luego con una mezcla de HNOs-H,0; y luego se lleva a volumen con agua de
elevada pureza. La concentracion de metal correspondiente a ésta fraccion se determina

directamente sobre los digeridos.

6.1.2.3. Fraccion libre

Para determinar la concentracion de metal libre, se realiza la medicion sobre el
eluato acuoso obtenido de la columna en la etapa anterior, no siendo necesaria la

aplicacion de la digestion de la materia orgénica.

6.2. Experimental

6.2.1. Determinacion de la concentracion total de analito

Es necesario eliminar la materia orgédnica para encontrar la concentracion total
de los analitos seleccionados en las muestras de aguas naturales y luego en cada una de
las fracciones separadas.

Existen diferentes metodologias para la oxidacion de la materia organica con
acidos, la selecciéon de una de ellas depende de la composiciéon de la muestra en
particular que se desea digerir. En este trabajo se ensayaron diversas posibilidades para
establecer un método rapido, eficaz y sencillo de aplicar y que digiera la materia
organica en forma completa sin introducir contaminacion en la muestra.

Los métodos ensayados, ajustando los volimenes finales con agua bidestilada a

los volumenes de muestra utilizados son los siguientes:

Método N° 1: Digestion con HNOs; + HCIO4: 50 mL de muestra se acidifican
con HNO;, se adicionan 5 mL de HNO; y se evapora sobre plancha calefactora, no a
sequedad. Se deja enfriar la mezcla y se le adiciona a continuacién 10 mL de mezcla

nitrico perclérica (2+1). Se evapora hasta la apariciéon de humos blancos. Si la solucion
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permanece turbia, se agregan 10 mL de HNO; mads, siempre evaporando luego hasta la
aparicion de humos blancos. Finalmente se deja enfriar la solucidon. Se filtra si es

necesario, y se lleva a volumen con agua de elevada pureza.

Método N° 2: Digestion con HNO3; + H,SO4: 50 mL de muestra se acidifican
con H,;SOy, se le adicionan 5 mL de HNOs, y se evapora sobre plancha calefactora, no a
sequedad. Se agrega luego 10 mL de mezcla (1+1) de HNOs; + H,SO4 y se evapora
hasta la obtencion de humos blancos. Si la solucion permanece turbia, se pueden
agregar pequeias porciones de HNOj, siempre evaporando luego hasta la aparicion de
humos blancos. Finalmente se deja enfriar la solucion, se filtra si es necesario, y se lleva

a volumen con agua de elevada pureza.

Método N° 3: Digestion con HNO; + H,0O,: 50 mL de muestra se acidifican con
HNOs, se le adicionan 5 mL de HNOs, y se evapora sobre plancha calefactora, no a
sequedad. Se deja enfriar la mezcla y se le adiciona a continuacion 1 mL de H,O, (100
vol). Se evapora la muestra hasta casi seco. Si la soluciéon permanece turbia, se pueden
agregar pequeflas porciones de HNOs, se evapora luego hasta la aparicion de humos
blancos. Finalmente se deja enfriar la solucion, se filtra si es necesario, y se lleva a

volumen con agua de elevada pureza.

El final de la digestion se establece cuando se obtengan muestras transparentes e
incoloras.
Se selecciond el método N° 3 porque se consiguid una digestion completa en

forma rapida y sencilla, en muestras de aguas del Rio Parana.

6.2.2. Seleccion de la resina

En funcion de la revision bibliografica realizada y teniendo en cuenta las
propiedades fisico quimicas de los diferentes tipos de resinas para retener las especies
organometalicas presentes en aguas naturales (principalmente formadas por complejos
con sustancias huimicas), se seleccionaron dos tipos de resinas para el relleno de la

6,7

columna para la extraccion en fase solida de los complejos htimicos™".

Estas fueron: Amberlita XAD-16 y Silica C-18.
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6.2.2.1. Preparacion de las columnas

Para preparar las columnas de retencion de la fraccion de metal soluble
formando complejos se procedid de la siguiente manera:

Se suspendi6é 0,5000 g de resina en metanol, y se cargd la columna con la
suspension.

Se realiz6 luego una serie de lavados sucesivos de la columna, primero con una
porciéon de 10 mL de metanol, y luego con 30 mL de agua de elevada pureza
subdividida en alicuotas de 10 mL, la solucion de lavado se acondiciond con buffer de
pH 7,0, correspondiente aproximadamente al pH de las muestras que se querian extraer
en la etapa de fraccionamiento.

Entre cada experiencia se lavo la columna siguiendo el procedimiento anterior,

reduciendo los volimenes a la mitad.

6.2.2.2. Estudios de retencion de metal libre por la resina

Se disponen dos columnas por separado rellenas con Amberlita XAD-16 y Silica
C-18. En ambos casos las columnas son preparadas siguiendo el mismo procedimiento.

Con el objeto de dilucidar la posible retencién de Cd(II) y Pb(II) en la resina, se
realizo el siguiente ensayo. Se prepararon soluciones de concentracion conocida del
analito en estudio con agua de elevada pureza a pH = 6,85. Se hizo pasar la solucién por
la columna y se midi6 luego la concentracion de analito en el efluente acuoso. A
posteriori se hizo pasar por la columna 1 mL de metanol donde se evalud la
concentracion de metal retenido, por Ultimo se calculd el porcentaje de recuperacion
para el metal libre obtenido. Los resultados se presentan en la tabla 6.2.

De los resultados surge que al utilizar Silica C-18 como columna de adsorcion
no se observa adsorcion en cantidades significativas de metal libre, tanto en el caso del
Cd(II) como el Pb(II).

En consecuencia se eligid a la resina Silica C-18 como relleno de la columna

para el fraccionamiento de los analitos en muestras del Rio Parana.
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Tabla 6.2. Adsorcion de cationes metalicos libres en agua destilada

Medido [pg mL™"]

Elemento Agre%a}ldo Sorbido y Recu[:;racmn
(g L7] después Efluente Total [%]
desorbido
Cd(ID)sjtica c-18 0,1 <0,0005 0,098 0,098 98,0
Pb(ID)sjtica c-18 0,1 <0,0005 0,099 0,099 99,0
Cd(I) xap-16 0,1 0,01 0,085 0,095 95,0
Pb(I1) xap-16 0,1 0,005 0,088 0,093 93,0

6.2.3. Recoleccion y conservacion de muestras

Durante la pesquisa de metales pesados en el ambiente, y para evitar
contaminaciones y errores de matriz en 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 para la extraccion de muestras evitando toda contaminacién
accidental desde la obtencion y el posterior transporte al laboratorio, siguiendo
procedimientos de extraccion y conservacion estandarizadas.

Se monitorea en la zona de méaxima corriente del agua®. La extraccion del agua
se realiza en recipientes de polietileno de alta densidad, lavados previamente en el
laboratorio con acido nitrico p.a. diluido y tres veces con el agua de rio objeto a
muestrear”'".

El punto para monitoreo elegido se encuentra ubicado en la rivera
correspondiente a la ciudad de Corrientes (27° 46° S, 58° 83’ O) del Rio Parand, la
ubicacion de este punto de muestreo puede considerarse privilegiada por encontrarse en
el corazon de la cuenca del Plata. La frecuencia de monitoreo establecida fue bimestral
entre el transcurso del afio 2005 y hasta comienzos del afio 2006. El punto geografico
elegido fue el muelle de descarga de combustible de la Usina de la Ciudad de Corrientes
(Figura 6.2.),a 100 m de la costa sobre la margen izquierda, a 2 m de profundidad.

Una vez obtenidas las muestras se trasladan al laboratorio en conservadoras a
temperatura ambiente'', con objeto de evitar posibles alteraciones quimicas durante el
tiempo que transcurre entre la extraccion y su andlisis. Una vez en el laboratorio se

procesan inmediatamente'?, aplicando el proceso de fraccionamiento.
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Luego del fraccionamiento se acidifica cada una de las fracciones a pH 2 con
acido nitrico con el objeto de evitar el intercambio de iones y la precipitacion de

hidroxidos."® Las muestras se conservan por congelamiento en freezer comun a -10 °C.

Figura 6.2. Situacion geografica de la ciudad de Corrientes en el trayecto del Rio Parana

6.3. Fraccionamiento Quimico de Cd(ll) en Aguas Superficiales

del Rio Parana

6.3.1. Determinacion del contenido total de Cd(II)

Para la determinacion de la concentracion total de Cd(II) en la muestra
proveniente del Rio Parana, se tomaron diferentes alicuotas de muestra (entera, sin
filtrar), se las someti6 al proceso de digestion con HNO;+H,0,, y se midio la
concentracion de cada uno de los analitos aplicando el proceso de SPS, segin el

procedimiento descrito en el capitulo 5 seccion 5.4. para Cd(II) por SPS. El proceso se
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repitio por sextuplicado en cada muestra. Los resultados obtenidos pueden visualizarse

en la tabla 6.3.

Tabla 6.3. Concentracion de Cd(II) total medidas en muestras provenientes del

Rio Parana (intervalo de confianza 95%, n = 6)

Procedencia Fecha Concentracion Total [ug L™]
[mm-aaaa] SPS ICP-OES

Rio Parana Mar-2005 2,7+0.2 2,55+0,13
May-2005 1,3+£0,2 1,40+ 0,15
Ago-2005 <0,7 0,55+0,10
Oct-2005 <0,7 0,45+0,13
Dic-2005 3,6£0,2 3,88+£0,12
Feb-2006 3,3+£0,2 3,42 £0,03

Con el objeto de validar los resultados obtenidos, se realizd en paralelo la
determinacion de la concentracion del Cd(IT) aplicando una técnica estandarizada por el
grupo de trabajo de quimica analitica de la Universidad de San Luis'*. Se utiliz6 un
espectrometro de emision atdmica asociada al plasma con acoplamiento 6ptico (ICP-
OES) marca Baird ICP2070 provisto con nebulizador ultrasénico marca U 5000 AT
(CETAC Technologies) con preconcentracion en columna rellena con Amberlite XAD-
16 y 5-Br-PADAP como reactivo complejante para la preconcentracion en columna.

Se observd que las concentraciones totales de Cd(I[) en las muestras
provenientes del Rio Parand en todos los casos presentaban valores de concentracion
muy proximos al limite de cuantificacion. Esto representa un problema ya que en los
pasos sucesivos del fraccionamiento se deberdn determinar valores mas bajos de
concentracion, por lo que se decidi6 procesar 300 mL de muestra (en lugar de 50 mL)
con el esquema de fraccionamiento propuesto. Luego cada fraccion obtenida se digirid
con mezcla HNOs;+H,0, y finalmente se llevd a volumen de 50 mL para aplicar el
proceso de determinacion de Cd(II) por SPS.

Como resultado se logré aumento en la sensibilidad del método propuesto, el
factor de enriquecimiento obtenido es igual a 6. El limite de cuantificacion de la técnica

disminuy®6 al valor de 0,1 pg L. Los valores de concentracion de Cd(II) total obtenidos
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al digerir 300 mL de muestra y porcentajes de recuperacion pueden visualizarse en la

tabla 6.4.

Tabla 6.4. Concentracion total de Cd(IT) medidas en muestras provenientes del
Rio Parana — 300 mL de muestra con el método propuesto (intervalo de confianza 95%,

n==06)

Procedencia Fecha SPSI ICP_O}?S Recuperacion [%]
[mm-aaaal [ug L] [ug L]

Rio Parana Mar-2005 2,6+0.2 2,55+0,13 101,9
May-2005 1,4+0,2 1,45+0,15 96,5
Ago-2005 0,5+0,2 0,55+0,10 90,9
Oct-2005 0,4+0,2 0,45+0,13 88,8
Dic-2005 39+0,2 3,90+ 0,12 100,0
Feb-2006 3,4+0,2 3,45+0,03 98,5

6.3.2. Fraccionamiento quimico experimental de Cd(II)

6.3.2.1. Determinacion de la fraccion soluble y particulada
La fraccion particulada o fraccion de analito unida a material insoluble en

suspension en la muestra, se determina por diferencia entre la concentraciéon de metal
total menos la concentracion de metal soluble.

El agua de rio, en primer lugar es filtrada a través de membrana de celulosa de
0,45 pm de didametro de poro, que es capaz de retener las particulas insolubles con
diametro mayor al tamafio de poro.

La fraccion soluble se determind midiendo la concentracion de metal en el
filtrado siguiendo los pasos descritos en el capitulo anterior en las secciones 5.4.13 para
Cd(II). La concentracion de Cd(II) en la fraccidon total, soluble y particulada puede
observarse en la tabla 6.5.

Para el calculo de los intervalos de confianza de la fraccion particulada se aplicod

el método de propagacion de errores para la sustraccion entre Cd(Il)otar — CA(ID)sotupie.
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Tabla 6.5. Concentracion de Cd(II) correspondiente a la fracciones total, soluble

y particulada.
Fracciones de Cd(II)
Fecha 1
[ngL™]
[mm-aaaa]
Total Soluble Particulada

Mar-2005 2,602 1,1+£0,2 1,5+04
May-2005 1,4+0,1 0,3+0,1 1,1 £0,2
Ago-2005 0,5+0,1 0,2+0,1 0,3+0,2
Oct-2005 0,4+0,2 <0,1 0,4+0,2
Dic-2005 3,9+0,1 1,8+ 0,1 2,1+£0,2
Feb-2006 34+0,2 1,4+0,1 2,0+0,3

6.3.2.2. Determinacion de la fraccion complejada
Para la determinacion de la fraccion complejada, se hizo pasar al filtrado

obtenido en la etapa anterior a través de una columna conteniendo la resina quelante

Silica C-18. La resina retiene la fraccion de metal unida a sustancias no polares (acidos

himicos) que luego son eluidos con metanol.

El extracto metanolico se mineralizo siguiendo el procedimiento descrito en el

capitulo 6 seccion 6.2.1., y se mide la concentracion de Cd(II) en forma directa. Los

resultados obtenidos se presentan en la tabla 6.6.

Tabla 6.6. Separacion de la fraccion soluble de Cd(II) en dos sub-grupos:

Fraccion complejada y fraccion libre

Muestra Fecha Cd(II) soluble [pg L]
[mmm-aaaa] Cd(II) complejado Cd(II) libre
Rio Parana Mar-2005 0,8+0,1 0,2+0,1
May-2005 0,2+0,1 <0,1
Ago-2005 0,2+0,1 <0,1
Oct-2005 <0,1 <0,1
Dic-2005 1,1£0,1 0,4+0,1
Feb-2006 0,9+0,1 0,4+0,1
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6.3.2.3. Determinacion de la fraccion metal libre
El eluyente acuoso de la columna que contiene la Silica C-18, se concentrd por

evaporacion hasta lograr un volumen de 50 mL, posteriormente se determind en forma
directa (sin digestion) la concentracion de Cd(II), esto representa la fraccion de metal

libre presente en la muestra. Los resultados obtenidos se visualizan en la tabla 6.6.

6.3.3. Patron de distribucion del Cd(II) en aguas del Rio Parana

La figura 6.3. muestra los diferentes valores de concentracion total de Cd(II)
expresada en ug L' en aguas del Rio Parana como grafico de barras obtenidas durante
el afio 2005 - 2006.

En la figura 6.4. se exhibe el patron de distribucion del Cd(II) como gréafico de
barras indicando el porcentaje de Cd(II) asociado a cada fraccion definida por el
esquema de fraccionamiento. Este grafico permite comparar las distribuciones obtenidas
a lo largo del afio. Los resultados expresados como concentraciones en pug L' se

expusieron en las tablas 6.5y 6.6.

Mar-05 May-05 Jul-05 Sep-05 Nov-05 Ene-06

Figura 6.3. Gréafico de concentraciones totales de Cd(IT) [ug L™']
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Figura 6.4. Grafico de distribucion de Cd(II) entre las diferentes fracciones obtenidas.

6.3.4. Validacion del método aplicado para Cd(II)

Se utilizo el método de la adicion de estandar para validar la determinacion de la

concentracion total de Cd(II)"

Para ello se tomaron 500 mL de muestra y se la dividi6é a continuacién en 10

porciones iguales de 50 mL cada una. El método propuesto se aplicd a 6 alicuotas y la

concentracion promedio de Cd(II) obtenida se tom6 como valor base. Luego cantidades

crecientes de Cd(II) fueron adicionadas a las otras alicuotas de la muestra y sus

concentraciones determinadas por el mismo método. Los resultados pueden visualizarse

en la tabla 6.7.

Tabla 6.7. Validacion del método para determinacion de Cd(II) aguas naturales

Valor Base Cd(I) adicionado ~ Cd(II) encontrado )
Alicuota ¥ ¥ | % recuperacion*
[ng L] (ng L] (ng L]

1 - 0,00 34+0,1 -

2 34 1,00 43 97,0
3 3.4 2,00 5,3 98,0
4 3.4 4,00 7,2 97,0
5 34 8,00 11,4 100,0

* 100 x [(Cd(IT) encontrado — Cd(IT) base)/ Cd(IT)adicionado]
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La comparacion entre las concentraciones totales halladas por procedimientos
independientes y la suma de las concentraciones individuales de las fracciones ofrecen
una via alternativa para verificar los posibles errores sistematicos que se originan en
pérdidas de elementos, contaminacion u otras causas indeterminadas durante las
manipulaciones llevadas a cabo en el transcurso del fraccionamiento quimico. Los

valores de las concentraciones obtenidas se incluyen en la tabla 6.8.

Tabla 6.8. Comparacion entre las concentraciones de Cd(Il) totales
determinadas con ICP-OES y la sumatoria de las concentraciones obtenidas en cada

fraccion por SPS.

Muestra Cd(II)
Mar-2005 Conc. Total 2,60+0,2
Y. fracciones 2,5+£0,6
% recuperacion 96,2
May-2005 Conc. Total 1,45+0,2
Z Jracciones 1,3+£0,3
% recuperacion 89,6
Ago-2005 Conc. Total 0,55+0,2
Z Jracciones 0,5+0,3
% recuperacion 90,9
Oct-2005 Conc. Total 0,45+0,2
Z fracciones 0,4+0,2
% recuperacion 88,8
Dic-2005 Conc. Total 3,90+0,2
Z fracciones 3,604
% recuperacion 92,3
Feb-2006 Conc. Total 3,45+0,2
Z fracciones 33+0,5
% recuperacion 97,0
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En todos los casos, las incertidumbres que acompafian a las sumas de fracciones

son calculadas a partir de la propagacion de errores aleatorios. La recuperacion se define

como (z fracciones /| concentracion,,,,)*100.

Xian'® propone que si la diferencia entre la suma de las fracciones y la
concentracion total determinada de forma independiente, varia dentro de un dmbito de
+10%, los errores del procedimiento de extraccidon secuencial son despreciables y por

lo tanto tales resultados indican la distribucion de los analitos.

6.4. Fraccionamiento Quimico de Pb(ll) en Aguas Superficiales

del Rio Parana

6.4.1. Determinacion del contenido total de Pb(II)

Para la determinacion de la concentracion total de Pb(I) en la muestra
proveniente del Rio Parand, se tomaron diferentes alicuotas de muestra (entera, sin
filtrar), se las sometio al proceso de digestion (Capitulo 6, seccion 6.2.1.), y se midio la
concentracion de Pb(II) seglin el procedimiento descrito en el capitulo 5 en las seccion

5.5. para Pb(Il) por SPS. El proceso se repitié por sextuplicado en cada muestra.

Tabla 6.9. Concentracion de Pb(Il) total medidas en aguas del Rio Parana —

intervalo de confianza 95%, n =6
(

Fecha Concentracion Total [pg L]

Muestra Recuperacion [%]

[mm-aaaa] SPS ICP-OES

Rio Parana Mar-2005 42,0+0,1 41,95+0,30 100,1
May-2005 51,5+0,2 51,88 £0,42 99,2
Ago-2005 10,2 +0,1 10,20+ 0,12 100,0
Oct-2005 8,2+0,1 8,22+0,14 99,7
Dic-2005 48,0+0,3 48,32+ 0,35 99,3
Feb-2006 558+0,5 56,00 + 0,42 99,6

Una vez medida de la concentracion total se determind la concentracion del
Pb(II) usando un espectrometro de emision atdmica asociada al plasma con
acoplamiento optico (ICP-OES) marca Baird ICP2070 provisto con nebulizador

ultrasonico marca U 5000 AT (CETAC Technologies) segun técnica previamente
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estandarizada por el grupo de trabajos de Quimica Analitica de la Universidad de San
Luis'”. Los resultados obtenidos y porcentajes de recuperacion, pueden visualizarse en

la tabla 6.9.

6.4.2. Fraccionamiento quimico experimental de Pb(II)

6.4.2.1. Determinacion de Pb(Il) en la fraccion soluble y particulada
Los resultados obtenidos a partir de la etapa de filtracion permiten diferenciar

dos fracciones, mayores o principales de la muestra, la fraccion particulada (insolubles)
y la fraccion soluble del Pb(II).

La fraccion particulada o fraccion de analito unida a material insoluble en
suspension en la muestra, se determind por diferencia entre la concentracion de Pb(II)
total y la concentracion de Pb(II) soluble.

Las aguas naturales provenientes del Rio Parand, se filtraron a través de
membrana de celulosa de 0,45 um de didametro de poro bajo presion de vacio.

La membrana es capaz de retener las particulas insolubles con didmetro mayor al
tamafio de poro, diferenciando de esta manera ambas fracciones. La fraccion soluble se
determind luego midiendo la concentracion de Pb(II) en el filtrado siguiendo los pasos
descritos en el capitulo anterior en las seccion 5.5.14. para Pb(Il), previa digestion con

mezcla HNOs+H>0,. Ver tabla 6.10.

Tabla 6.10. Concentracion de Pb(II) correspondiente a las fracciones total,

soluble y particulada.

Fecha Fracciones
[mmm-aaaa] [ug L]

Total Soluble Particulada
Mar-2005 42,0+0,1 6,0+0,1 36,0+0,2
May-2005 51,5+0,2 10,2+0,1 41,3+03
Ago-2005 10,2+0,2 <2,7 10,2+0,2
Oct-2005 8,2+0,1 <2,7 8,2+0,1
Dic-2005 48,0+ 0,3 16,4 £0,1 31,604
Feb-2006 55,8+0,5 11,2+0,2 44,6 £0,7
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6.4.2.2. Determinacion de Pb(Il) en la fraccion complejada
Para la determinacién de la fraccion complejada, se hizo pasar al filtrado

obtenido en la etapa anterior a través de una columna conteniendo la resina Silica C-18.
La resina retiene la fracciéon de metal unida a sustancias no polares (acidos humicos)
que luego son eluidos con metanol.

El extracto metanodlico se digiere siguiendo el procedimiento para el método del
HNO;+H;0,, y se midi6 la concentracion de metal correspondiente directamente. Los

resultados obtenidos se presentan en la tabla 6.11.

Tabla 6.11. Separacion de la fraccion soluble de Pb(Il) en dos sub-grupos:

Fraccion complejada y fraccion libre

Muesira Fecha Pb(II) soluble [ug L]
[mmm-aaaa] Pb(1I) complejado Pb(II) libre

Rio Parana Mar-2005 54+0,1 <27
May-2005 11,3+0,1 <27
Ago-2005 <2,7 <2,7
Oct-2005 <27 <27
Dic-2005 13,0+0,2 4,6 £0,1
Feb-2006 10,2 +£0,1 3,7+0,2

6.4.2.3. Determinacion de Pb(Il) en la fraccion metal libre
En el eluido de la columna que contiene la Silica C-18 se midi6é directamente

(sin digerir) la concentraciéon de Pb(II), que corresponde a la fracciéon de metal libre

presente en la muestra. Los resultados obtenidos se presentan en la tabla 6.11.

6.4.3. Patron de distribucion del Pb(II)

La figura 6.5. muestra los diferentes valores de concentracion total de Pb(II)
expresada en ug L' en aguas del Rio Parana como grafico de barras obtenidas durante
las campanas de monitoreo realizadas durante el periodo 2005 - 2006.

En la figura 6.6. se exhibe el patron de distribucion del Pb(II) como gréfico de
barras indicando el porcentaje de Pb(II) asociado a cada fraccion definida por el

esquema de fraccionamiento. Este grafico permite comparar las distribuciones obtenidas
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~ . -1
a lo largo del afio. Los resultados expresados como concentraciones en pug L™ se

expusieron en las tablas 6.10. y 6.11.

60+
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3017

Pb(Il)

201"
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Figura 6.5. Gréafico de concentraciones totales de Pb(II) [ug L™']
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Figura 6.6. Grafico de distribucion de Pb(II) entre las diferentes fracciones obtenidas.

6.4.4. Validacion del método aplicado para Pb(II)
Se tomaron 500 mL de muestra y se la dividié en 10 porciones iguales de 50 mL
cada una. El método propuesto se aplicé a 6 alicuotas y la concentracion de Pb(II)

obtenida como promedio, se tom6 como valor base. Luego cantidades crecientes de
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Pb(Il) 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 6.12.

Tabla 6.12. Validacion del método para determinacion de Pb(I1) aguas naturales

Valor Base Pb(Il) adicionado ~ Pb(II) encontrado

Alicuotas 0 0 0 % recuperacion®
[ng L7] [ng L7] [ngL7]
1 -- 0,0 10,2+0,3 --
2 10,2 3,0 13,1 99,2
3 10,2 6,0 16,1 99,4
4 10,2 10,0 20,2 100,0
5 10,2 20,0 30,3 100,3

* 100 x [(Pb(II) encontrado — Pb(II) base)/ Pb(II) adicionado]

Finalmente se realizé la comparacion entre las concentraciones totales obtenidas
por procedimientos independientes y la suma de las concentraciones individuales de las
fracciones, dado que al igual que en el caso anterior ofrecen una via alternativa para
verificar los posibles errores sistemdticos que se traducen en pérdidas de elementos,
contaminacion u otras causas indeterminadas durante las manipulaciones en el
transcurso del fraccionamiento quimico. En este caso se compard la suma de
concentraciones medidas en cada fraccidon con respecto a la concentracion total medida
por el método de referencia. Los valores de las concentraciones obtenidas e informadas

para Pb(II), se incluyen en la tabla 6.13.
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Tabla 6.13. Comparacion entre las concentraciones de Pb(I) totales

determinadas con ICP-OES y la sumatoria de las concentraciones obtenidas en cada

fraccion por SPS.
Muestra Pb(1I) [ng L]

Mar-2005 Conc. Total 41,95+0,30
Z fracciones 414+0,3
% recuperacion 98,6

May-2005 Conc. Total 51,88 +0,42
> fracciones 52,6 +0,4
% recuperacion 1014

Ago-2005 Conc. Total 10,20 + 0,12
Z fracciones 10,2 +0,2
% recuperacion 100,0

Oct-2005 Conc. Total 8,22+0,14
Z fracciones 8,2+0,1
% recuperacion 99,7

Dic-2005 Conc. Total 48,32+0,35
z fracciones 492 +0,7
% recuperacion 101,8

Feb-2006 Conc. Total 56,00 = 0,42
Z fracciones 58,5+ 1,0
% recuperacion 104,5
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CAPITULO VII

7.1. Propédsitos

En general los métodos analiticos utilizados en estudios de especiacién o
fraccionamiento incluyen técnicas espectroscopicas y separativas. Las técnicas mas
habitualmente empleadas para la determinacion de concentraciones de metales a nivel
de vestigios de metales pesados estan basadas en la espectrometria atomica. Sin
embargo las técnicas de espectrometria atobmica presentan como principal desventaja el
elevado costo, desde el punto de vista no solo de la operacion sino también de la
instalacion de los instrumentos necesarios. Esto justifica la necesidad de desarrollar
métodos espectrométricos, aptos para la determinacion de éstos elementos que asocien a
la reconocida sensibilidad que es dable alcanzar en la reaccion cromatica, un grado de
selectividad suficiente, tal que permita obviar el efecto interferente de los concomitantes
mas comunes en las muestras habitualmente de interés y el bajo costo. En este trabajo se
logra el objetivo de realizar fraccionamiento quimico de Cd(II) y Pb(II) en aguas del
Rio Parana en inmediaciones del puerto de la ciudad de Corrientes, con determinacion
de éstos metales por espectrofotometria en fase solida (SPS) a nivel de vestigios. La
metodologia desarrollada ha demostrado ser adecuada y confiable para la determinacion
de la concentracion de estos metales en las diferentes fracciones, presentando como
principales ventajas la sencillez y el bajo costo de aplicacion, simultdneamente se utilizo
como método de contraste el [CP-OES.

Es importante destacar también que no se encontraron antecedentes
bibliograficos hasta el presente que se refieran al fraccionamiento quimico con
aplicacion de la espectrofotometria en fase solida y tampoco se encuentran antecedentes
de estudios de fraccionamiento quimico de Cd(II) y Pb(II) en aguas de este rio.

El fraccionamiento quimico de Cd(II) y Pb(II) es importante en virtud de la
influencia que, vestigios de estos elementos y sus asociaciones en el ambiente, pueden
ejercer en el equilibrio ambiental. Si bien el empleo de técnicas de extraccion quimica
para predecir la bio-disponibilidad de metales pesados siempre estara sujeto a criticas.

Los métodos varian de laboratorio a laboratorio y hay escasez de materiales de

- 137 -



Capitulo VII

referencia certificados apropiados. Sin embargo estas técnicas dan informacidon empirica

relativa sobre las posibles asociaciones de los metales pesados.

7.2. Conclusiones

Del anélisis de las metodologias desarrolladas en este trabajo de tesis, es posible
llegar a una serie de conclusiones, muchas de las cuales ya han sido adelantadas. A
modo de corolario para brindar una imagen global del trabajo realizado, las

consideraciones finales se retnen aqui:

7.2.1. Determinacion de Cd(II) por SPS

El reactivo seleccionado para la determinacion de Cd(II) por SPS fue ell-(2-
piridilazo)-2-naftol, atendiendo a la sensibilidad que se logra, su facil disponibilidad y la
marcada estabilidad del complejo Cd(II)-PAN.

Por ser el PAN y su complejo con Cd(Il), escasamente solubles en agua, se
incorpora un agente tensoactivo. Los mejores resultados se alcanzaron cuando se utilizo
un tensoactivo no iénico, Tritdbn X-100, en una concentracion del orden de 0,05% v/v.

Las optimas condiciones de acidez, se observan en el intervalo comprendido
para valores de pH entre 8,5 y 10,5.

Se evaluaron diferentes soluciones reguladoras que permitieron alcanzar el valor
de pH mencionado. Los resultados mds apropiados se obtuvieron con mezclas
amoniaco/cloruro de amonio.

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

TrX —100+ KI + PAN + Sol. Reguladora(NH, / NH )

En la espectrofotometria en fase solida el primer objetivo que se plantea es la
eleccion del soporte adecuado sobre el que se fija el compuesto en estudio. Luego de
ensayar diferentes soportes solidos, se eligio la resina anionica Dowex 1X8, dado que se
alcanzaron fijaciones rapidas y completas, del complejo Cd-PAN previamente formado.

Se optimizaron en forma simultdnea, mediante la aplicacion del método de

Doehlert la concentracion de reactivo complejante y reactivo enmascarante (KI). Los
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valores de concentracidn 6ptima calculados son los siguientes: [PAN] = 7,12 x 10°° mol
L'y [KI]=1,94x 10? mol L.

La cantidad de resina que proporciona una maxima absorbancia en este sensor es
0,0700 g, que es una cantidad facilmente transferible con gotero. Se estableci6 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 48 horas.

Luego se realiza la curva de calibracion. La grafica de calibracion fue lineal, con
un coeficiente de correlacion de 0,9995, la linealidad se mantuvo desde valores cercanos
al limite de detecciéon y hasta al menos 100 pg L™ el valor del limite de deteccion
obtenido para 50 mL de muestra de una solucion de Cd(II) en las condiciones
anteriormente especificadas fue de 0,22 pg L. Pueden obtenerse mejores limites de
deteccion trabajando con mayores volimenes de muestra.

Finalmente se realizdo el estudio de posibles interferencias, donde se pudo
observar que la selectividad del método alcanzada para el Cd(Il) es adecuada para su
aplicacién en aguas provenientes del Rio Parand, teniendo en cuenta la composicion

habitual de las mismas.

7.2.2. Determinacion de Pb(II) por SPS

El reactivo seleccionado para la determinaciéon de Pb(I) por SPS fue un
derivado bromado del 2-(2-piridilazo)-5-dietilaminofenol (PADAP), atendiendo a la
sensibilidad que se logra, su facil accesibilidad y que tanto sus soluciones como los
complejos que forma presentan una marcada estabilidad.

Por ser el 5-Br-PADAP y su complejo con el Pb(Il), escasamente solubles en
agua, se incorpor6 un agente tensoactivo. Los mejores resultados se alcanzaron cuando
se utilizd un tensoactivo no io6nico, Tritdon X-100, en una concentracion del orden de
0,025% v/v.

La acidez optima, se observa en el intervalo comprendido para valores de pH
entre 8,5y 10,5.

Se evaluaron diferentes soluciones reguladoras que permitieron alcanzar el valor
de pH mencionado. Los resultados mas apropiados se obtuvieron con mezclas

amoniaco/cloruro de amonio.
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Como en el caso del Cd(Il), luego de ensayar diferentes soportes solidos, se
eligi6é el soporte anionico Dowex 1X8, dado que se alcanzaron fijaciones rapidas y
completas, del complejo Pb-5-Br-PADAP.

Dado el intenso color de las soluciones de 5-Br-PADAP, se hizo necesario
modificar el proceso para la realizacion de la SPS. Se decidio fijar el reactivo a la resina
(funcionalizacion de la resina) para luego ponerla en contacto con soluciones que
contengan el analito en una etapa subsiguiente. Para la funcionalizacion de la resina se
siguieron los pasos detallados en el capitulo 5, seccion 5.5.6.

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 y la concentracion optimizada fue 0,025% v/v.

La cantidad de resina a empaquetarse que proporciona una maxima absorbancia
en este sensor es 0,0700 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 48 horas, como en el caso
estudiado del Cd(I).

El orden de adicion de reactivos para la determinacion de Pb(II) debe guardar la

siguiente secuencia:

TrX —100+ R —5— Br — PADAP + Sol. Reguladora(NH, / NH,)

Luego se realiz6 la curva de calibracion. La grafica de calibracion fue lineal, con
un coeficiente de correlacion de 0,998; la linealidad se mantuvo desde valores cercanos
al limite de deteccion y hasta al menos 100 pg L. El valor del limite de deteccion
obtenido para 50 mL de muestra de una solucion de Pb(II) en las condiciones
anteriormente especificadas fue de 0,8 pg L. Pueden obtenerse mejores limites de
deteccion trabajando con mayores volumenes de muestra.

Finalmente se realizo el estudio de posibles interferencias, se concluyd que la
selectividad es adecuada para su aplicaciéon en aguas provenientes del Rio Parana,

cuando se agregd 0,2 mL de KCN 0,1 mol L como agente enmascarante.
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7.2.3. Fraccionamiento de Cd(II) y Pb(II) en aguas del Rio Parana

Se realiz6 el fraccionamiento quimico de Cd(Il) y Pb(Il) en aguas provenientes
del Rio Parand, altura Corrientes, teniendo en cuenta a las diferentes especies
mayoritarias con las que interactian los analitos en aguas naturales, pudiendosé
diferenciar una fraccion insoluble (particulada), que se separo6 por filtracion a través de
membrana de 0,45 um. La fraccion es formada principalmente por arcillas insolubles,
oxidos hidratados insolubles de elementos mayoritarios (Ej: Fe(Ill)) y algunos detritos
orgéanicos de composicion amorfa, capaces de adsorber iones metalicos. Por otro lado se
encuentra la fraccion soluble formada por los iones metélicos hidratados propiamente
dichos y los complejos solubles de diferente naturaleza. Entre los ligandos organicos
disponibles para la formacion de complejos se encuentran los acidos humicos y falvicos
principalmente en aguas de rio. Estas sustancias organicas interactiian fuertemente con
los analitos para formar complejos hiimicos, afectando de esta manera el equilibrio de
estos iones en la matriz acuosa. Si bien la estructuras moleculares de éstos complejos
resulta complicada, dada su naturaleza hidrofobica, estas especies quimicas pueden ser
retenidas en columnas rellenas con resinas de adsorcion por ejemplo, las resinas tipo
Amberlite o la Silica funcionalizada con hidrocarburos de cadena larga (Silica C-18).

Para la diferenciacion de las diferentes fracciones solubles se desarrollaron
estudios sobre las posibles resinas para retener la fraccion de metal complejado.

Se realizd un estudio sobre la retencion de metal libre por la resina, resultando
con mejor desempeiio la Silica C-18, por lo que result6 seleccionada.

Previa a la determinacion de la concentracion de analito en cada fraccion se hizo
necesario digerir o mineralizar de las muestras, para ello se compararon algunos
métodos de mineralizacion mediante el agregado de acidos. De los resultados obtenidos
se selecciond el método de mineralizacion que utiliza una mezcla de HNOs+H,O,.

Finalmente se aplico el esquema de fraccionamiento propuesto a muestras del
Rio Parana, altura Corrientes, recolectadas en el periodo 2005 — 2006. De los resultados
obtenidos, se pudo observar grandes variaciones en las concentraciones totales de Cd(II)
y Pb(Il) a lo largo de las diferentes estaciones climaticas, correlacionadas con los
periodos de creciente y bajante del rio. También se observaron grandes cambios en la

distribucion porcentual de cada analito entre las diferentes fracciones a lo largo del afio.
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Capitulo VII

7.2.4. De la validacion del método propuesto

Con el objeto de validar la metodologia analitica propuesta y al no contar con
patrones internacionales, se contrastaron los resultados obtenidos para la concentracion
total de los analitos en los mineralizados con otras determinaciones realizadas en forma
independiente por ICP-OES. Se encontr6 una excelente concordancia entre los valores
obtenidos tanto para Cd(II) como para Pb(II).

Se realizaron también estudios de recuperacion, con sobreagregado de estandar,
obteniéndose excelentes resultados para ambos analitos.

Finalmente los valores de concentracion obtenidos para cada fraccion se
sumaron y compararon con los valores de concentracion total de analito presente en la
muestra determinado utilizando ICP-OES como método de contraste. En todos los casos
el porcentaje de recuperacion alcanzd valores superiores al 90%, exceptuando las
muestras correspondiente al mes de mayo y octubre de 2005, en el fraccionamiento de
Cd(II) que alcanzaron valores de 89,6% y 88,8% respectivamente. Dichos valores de
recuperacion pueden considerarse como aceptables teniendo en cuenta los bajos valores
de concentracion total de Cd(II) encontrados en las muestras de Rio Parana

correspondientes a dichos meses.

7.2.5. Conclusiones generales

Los resultados obtenidos para las diferentes muestras confirman que la
metodologia disefiada es apropiada para el fraccionamiento de Cd(II) y Pb(Il) a nivel de
vestigios en muestras de agua del Rio Parand, altura Corrientes, en las diferentes épocas
del afio.

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 fécil aplicacion para el control y distribucion de

elementos vestigios de interés ambiental.
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