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INTRODUCCION >
L INTRODUCCION

L1. Efectos biolégicos de hierro y del cobre.

L1.1. Elcobre.

| cobre es un metal de color rojizo con un punto de fusién de 1,083 °C y una

densidad de 8.94 g-cm™. En el estado elemental no es reactivo, pero con el tiempo, v
en la presencia del CO; del aire libre se pasiva formando una pelicula de carbonato basico de
cobre (color verde). El metal se disuelve mejor en acido nitrico. El ataque con acidos clorhidrico
o sulfiirico requiere de altas temperaturas.

El cobre no es muy abundante en la corteza terrestre, su contenido se aproxima a 70g/
1000kg (ocupa el 25 lugar entre todos los elementos y ¢l 17 entre los metales). En cuanto a sus
formas quimicas en la naturaleza, se presenta como cobre elemental, enlazado con azufre (sulfuro
de cobre, Cu;8S, calcopirita CuFeS), con oxigeno (CuO; cuprita, Cu;0) o en forma de carbonatos
(malaguita, CuCOs;-Cu(OH); o azurita 2CuCO;-Cu(OH);). Los dos estados de oxidacién son el
+2yel+1[1].

Considerando el papel biolégico del cobre, este elemento es necesario para el buen
funcionamiento tanto de las plantas, como de los animales y el hombre. Las funciones bioldgicas
del cobre en las plantas se relacionan con la sintesis de clorofila y con la actividad de diferentes
enzimas que catalizan los procesos de oxido-reduccién. Cabe mencionar, que tanto la deficiencia
como el exceso de cobre en suelos y en aguas naturales afectan las plantas que crecen en este
ambiente.

En el organismo humano, la principal funcién del cobre es su participacion en la
eritropoyesis. El cobre se utiliza para movilizar el hierro y es esencial para la formacién de la
hemoglobina, ademds se requiere para la modificacién postraslacional de algunos componentes
del tejido conjuntivo como el coldgeno y la elastina .

El contenido total del cobre en el organismo de un adulto oscila entre 100 a 150 mg; en
musculos se encuentran aproximadamente 65 mg, en huesos 23 mg y en el higado 18 mg [2]. En
cuanto a la concentracién de cobre en fluidos biolégicos, el nivel normal en suero es de 0.8-1.2
mg-1"' [3]. Estos niveles pueden aumentar en el embarazo y cuando se ingieren anticonceptivos
orales [4]. Cerca del 95% del cobre total en suero estd unido a ceruloplasmina (a-2-globulina) y
el resto se encuentra en otras formas fisicoquimicas menos estables (fraccién "labil"). La
concentracién en orina es mucho mas baja que en suero (puede variar entre 15 y 45 pg-l"} [5].
Esto se debe al hecho de que solo una pequefia fraccion del elemento se elimina por los rifiones

Gustavo Cruz Jiménez



INTRODUCCION 5

debido a que la mayoria del cobre en el suero esta unido a proteinas de alto peso molecular [2].
La ruta principal de excrecion del cobre es por las vias biliares [6].

La ingesta de cobre diaria recomendada para un adulto es de 2.0-5.0 mg y 0.08 mgkg™' de
peso corporal para lactantes y nifios, respectivamente [7]. Las fuentes principales de este
elemento son los alimentos y el agua potable. Entre los alimentos ricos en cobre tenemos a los
crustaceos, mariscos, higado, rifiones, sesos, nueces, leguminosas secas, aves de corral, uva pasa,
cacao y cereales de grano entero [8]. La leche contiene normalmente 2 mg1" de cobre v el higado
de mamifero cerca de 80 pg-g™' [4].

De los datos que se acaban de presentar se ve claramente, que los efectos esenciales del
cobre se presentan con contenidos bastante altos de este elemento en el organismo humano. Por
tanto, el nivel de este elemento en agua potable, restringide como el nivel méximo permitido
(NMP) por diferentes normatividades internacionales es considerablemente alto (2 mg 1"
establecido por la Organizacion Mundial de la Salud [3]). Cabe mencionar que, los niveles
normales de cobre en aguas naturales son muy inferiores (del orden de pgl™), pero el uso de
tuberias de cobre en los sistemas de distribucion del agua influye en que las concentraciones en el
agua potable puedan ser més elevadas.

De acuerdo con la caracteristica bien conocida de los elementos esenciales, existe solo un
intervalo bien definido del contenido de cobre en el organismo humano, en el cual el elemento
ejerce su efectos benéficos en la salud. La deficiencia de cobre puede causar alteraciones en el
metabolismo de colégeno, desmineralizacion de huesos, anemia microcitica [8] y reduccién de la
produccion de interleucina-2 por linfocitos T [9]. Se observan bajas concentraciones de cobre en
nefrosis, fibrosis cistica, kwashiorkor, enfermedad celiaca, sindrome de mala absorcion, sindrome
de Menkes y enfermedad de Wilson. Sin embargo cabe mencionar que se han reportado muy
pocos casos de insuficiencia de cobre [4]. Por otro lado, la exposicidn a concentraciones elevadas
de cobre a largo plazo conduce a una acumulacion de cobre en el organismo. La acumulacion
excesiva de cobre en el citoplasma de hepatocitos causa disturbios en el sistema microtubular,
causando retencion de agua y la formacion del hialino de Mallory [6]. Se ha reportado que un
exceso de cobre es causa de hemélisis [10]. El cobre se ve incrementado en leucemias,
enfermedad de Hodgkin, infarto del miocardio [4], leucoplasia oral y cancer [111.

Aunque la toxicidad del cobre es generalmente baja, la ingestion de una dosis muy grande
de cobre (del orden de 100 g) provoca una intoxicacién aguda, que se manifiesta en cambios de la
funcién hepatica y renal [2]. La difusion plasmatica del cobre y su distribucion lisosomal
sugieren que tiene un efecto citotéxico [12]. La evidencia de una toxicidad crénica es derivada de
pacientes con enfermedad de Wilson y en casos de cirrosis infantil que estan relacionados con

una ingesta excesiva de cobre [6].

Gustavo Cruz Jiménez



INTRODUCCION 4
[.1.2. El hierro.

El hierro purc es un metal blanco, brillante, que funde a 1528 °C. En estado elemental, el
hierro es muy reactivo. Se disuelve facilmente en dcidos minerales, en el aire himedo se oxida
rapidamente dando un oxido hidratado que no lo protege porque se desprende exponiendo nuevas
superficies a la oxidacion. Se combina vigorosamente con el cloro al ser calentado suavemente en
una atmosfera de este gas y también se combina con diversos no metales, incluso con los
halégenos restantes, azufre, fosforo, boro, carbono y silicio.

En cuanto a su distribucion en la corteza terrestre, el hierro es el cuarto elemento y el
segundo metal (después del aluminio) mds abundante (50 kg / 1000 kg). Los minerales de hierro
mas importantes son la hematita, Fe;Os, la magnetita, FesOq, la limonita FeO(OH) y la siderita,
FeCO;. Los dos estados de oxidacién mas estables del hierro son el +2 y el +3 [13].

Las principales especies del hierro en el medio ambiente (6xidos y carbonatos) son poco
solubles en agua, sin embargo sus hidroxidos forman soluciones coloidales y de esta manera se
dispersan en el agua provocando su contaminacién. Por otra parte, los dxidos o carbonatos del Fe
(I11) pueden solubilizarse como resultado de los procesos de reduccion [14]. La cinética de las
reacciones de oxidacion es lenta y por eso las formas reducidas pueden persistir por algin tiempo
en agua aireada a pH ligeramente 4cidos (pH<6). Como consecuencia de estos procesos, en las
aguas corrientes naturales, los niveles de hierro se encuentran generalmente en un intervalo de
0.5 a 50 mg:l". Aunque durante los procesos de potabilizacion del agua, se elimina gran parte de
hierro, su nivel en agua potable puede ser afectado por utilizacién de coagulantes de hierro (en el
tratamiento de agua) o por la corrosion de las tuberias de acero y hierro fundido.

Fl hierro es uno de los elementos esenciales para el hombre. Su absorcion en el organismo
humano es regulada de acuerdo con las necesidades, de manera que se establece un balance entre
la dosis ingerida y la cantidad eliminada del cuerpo. Las fuentes principales de hierro para el
hombre son algunos alimentos (carne, higado, espinacas, etc.) y el agua potable.

Como ya se ha mencionado, las especies mayoritarias de hierro en el medio ambiente y
también en alimentos son poco solubles (hidréxido, fosfatos férricos, etc.), por lo que la
absorcion en el tracto digestivo se lleva a cabo en el estémago. La acidez del estémago solubiliza
estos compuestos de Fe(III), los cuales se reducen al Fe(II) con ayuda de agentes reductores tales
como 4cido ascorbico (presente en los alimentos). En esta forma (Fe(II)), el hierro atraviesa la
mucosa intestinal oxid4ndose a Fe(IIT). Posteriormente, es transportado ¢n la sangre, donde
aproximadamente 30-40% de hierro se encuentra unido a la transferrina, proteina transportadora,
llegando a los lugares de almacenamiento (higado), y el resto (60-70%) se encuentra en la
hemoglobina. Su presencia es indispensable para la sintesis de hemoglobina y de ciertas enzimas

redox, como citocromo oxidasa, catalasa, peroxidasa, etc.
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La toxicidad del hierro es generalmente baja, la dosis letal reportada es entre 11 y 300 mg
del hierro por kg de peso corporal, siendo los nifios especialmente susceptibles a una sobredosis.
Logicamente, las sales solubles de hierro son mas tdxicas que sus sales insolubles y los
complejos estables, ya que el hierro idnico es el mds biodisponible. La intoxicacién aguda se
manifiesta en vomitos, aletargamiento y coma, incluso sz han mencionado diversos casos de
muertes accidentales. A largo plazo, la sobrecarga corporal de hierro puede provocar lesién al
higado, a los érganos endocrinos y al corazon. Cabe mencionar, que la deficiencia de hierro
provoca anemia microcitica hipocrémica [15].

Aunque la presencia de concentraciones elevadas de hierro en agua potable no parece ser
directamente peligrosa para la salud del hombre, el hierro esta incluido en las normatividades de
los niveles maximos permitidos tanto nacionales como internacionales. En primer lugar, niveles
excesivos de hierro en el agua (> 300 ug-l’l] provocan mal sabor y mal olor, el agua deja manchas
en los dientes, etc. Por otro lado, el hierro favorece el desarrollo de "bacterias del hierro" que
obtienen su energia de la oxidacion que transforma el hierro ferroso en hierro férrico y, durante
¢l proceso, depositan un revestimiento viscoso en las tuberias.

L2. Resumen de los datos sobre farmacocinética y los contenidos normales de cobre y

de hierro en el organismo humano y sobre sus niveles en el medio ambiente.

Durante la bisqueda bibliogréfica realizada, se encontré una serie de datos cuantitativos
que permiten comparar la farmacocinética, los contenidos y los requerimientos en el organismo
humano de los dos elementos estudiados [16]. Como se puede observar en la Tabla 1, el
organismo de un adulto contiene méas hierro que cobre, lo que refleja de alguna manera el papel
bioldgico de los dos elementos. Por otro lado, el hierro se absorbe menos y se elimina mas que el
cobre, entonces su ingesta diaria tiene que ser mas alta. De la comparacion de los intervalos
seguros en la dosis diaria de hierro y de cobre se puede ver que el hierro tiene un intervalo mas
amplio, lo que significa también que existe menor riesgo de intoxicacion por el hierro.

En parrafos anteriores se menciond que las principales fuentes de Cu y de Fe para el
hombre son algunos alimentos y el agua potable. En la Tabla 2 se comparan los niveles promedio
de estos dos elementos en materiales medio ambientales con las normatividades vigentes de los
niveles méximos permitidos (WMP) en agua potable establecidos por diferentes normas

nacionales e internacionales [17,18,19].

L 2
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Tablal Resumen de los datos sobre farmacocinética y sobre los contenidos normales de
cobre y de hierro en el organismo humano.
Parametro Hierro Cobre
Contenido promedio en la dieta balanceada 10 - 15 mg/dia 2.5 -5 mg/dia
Absorcion en el tracto digestivo 10-15% 50-80%
Eliminacion del cuerpo 1.2 -2.0 mg/dia 0.5-1.3 mg/dia
Pérdidas durante menstruacién 20 - 40 mg/periode | 0.1 —0.8 mg/periodo
Contenido total en el organismo de un adulto 4-5¢g 80-150mg
Concentracion en suero 0.6-1.2 mgl 0.8-1.2mgl
| INTERVALO SEGURO ESTIMADO 6 — 30 me/di 1.5— 7.0 me/di
|EN LA DOSIS DIARIA i i
Tabla2 Niveles promedio de Cu y de Fe en algunos materiales medio ambientales y los
niveles maximos permitidos (NMP) en agua potable establecidos por diferentes
normas.
Hierro Cobre
Aprox. 30 000 Aprox. 50
Suelo me/kg mgkg
Aguas naturales 1-1000 pg/l Aprox. 0.5 pg/l
Agua de mar 2 10 ng/l Aprox. 3.15 pgl
NMP, NOM* 300 pgl 2.0mg/l
NMP, OMS** 300pg1 1.0mg/1
NMP, EPA*** 300pg/l 1.0mgl |
NMP, EEC**** 100pg/1 S50ug/l

* - Norma Oficial Mexicana (NOM)[20].

** - Normas de la Organizacién Mundial para la Salud (OMS) [21].

LEE ]

*EEE

- Normas de los Estados Unidos (EPA) [21].
- Normas de la Comunidad Europea (CEE) [21].
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1.3. Métodos analiticos para la determinacion de cobre en aguas naturales y en
fluidos biolégicos.

Los métodos analiticos utilizados para la determinacién del cobre a nivel de trazas pueden
clasificarse en dos grandes grupos: meétodos espectrales, tanto atdémicos como moleculares [22-
28] y métodos electroanaliticos [22, 29-31]. Cabe mencionar que recientemente ha incrementado
el nimero de procedimientos en sistema de flujo, donde sc utiliza deteccion electroquimica o
espectrométrica [32]. Se han reportado también los procedimientos que incluyen una etapa de
separacion cromatografica, esto generalmente para estudios de especiacion y analisis
multielemental.

En cuanto a técnicas electroanaliticas, estas se aplican facilmente en la determinacion de
cobre y de otros elementos traza en aguas naturales, pero en ¢l caso de fluidos bioldgicos se
observan importantes interferencias relacionadas con la presencia de materia organica, lo que
hace necesario una mineralizacion previa de las muestras clinicas. Se han reportado diferentes
sistemas de mineralizacién por via hiimeda utilizando mezclas de los dcidos (HCVHNO; (3:1),
HCIO#/HNOs/H2804 (5:5:2) [33] y HNOW/HCIOy (5:1) [34]) y varios sistemas de calentamiento
(bloque de calentamiento [34], energia de microondas [33]). Ademds de que la etapa de
mineralizacidn hace el procedimiento mas largo y laborioso, esta etapa puede ser una fuente de
errores analiticos. Por ello, las técnicas electroanaliticas no son las mds adecuadas para llevar a
cabo el analisis de muestras clinicas, sobre todo en laboratorios de rutina. Sin embargo, se han
reportado procedimientos de especiacion de cobre (determinacion de la fraccién “labil™)
utilizando electrodos modificados con los ligandos de diferente poder de acomplejar el cobre.
Estos ligandos organicos, como rojo de alizarina 8, rojo de eriocrome B, batocuproina, etc.,
fueron inmovilizados en la pelicula de tris-(4-metil-4’-vinil-2,2’-bipiridil) rubidio depositada en
un electrodo de platino [35]. En el trabajo mas reciente, el rojo de alizarina S, batocuproina y
acido acetilsalicilico fueron inmovilizados en la pelicula de polipirrol depositada en un electrodo
de carbono vitreo [36].

Las técnicas de espectrometria atdmica son las més adecuadas para llevar a cabo la
determinacion de cobre y también de otros elementos traza tanto en aguas naturales como en
fluidos biolégicos. Su buena selectividad, el alto poder de deteccion y los pocos problemas de
interferencias de matriz aseguran un resultado exacto y preciso en corto tiempo. En
espectrometria de absorcidn atémica con homo de grafito €l limite de deteccién para el cobre es
0.2 pgl', asi que el suero puede diluirse hasta 100 veces disminuyendo de esta manera el
contenido de interferencias posibles con proteinas, carbohidratos, sales inorganicas, etc. En la
dilucién se utiliza agua desionizada o disoluciones de Tritén X-100 (0.1-0.2%) y de acido nitrico
(0.01-0.10 mol-1™"). Entre los modificadores de matriz utilizados pueden mencionarse al nitrato de
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paladio, nitrato de magnesio, nitrato de amonio y fosfatos de amonio [37-41]. Una desventaja de
la espectrometria de absorcidn atomica es su cardcter unielemental, por ello la espectrometria de
emision atdmica con excitacion en plasma acoplado inductivamente ofrece mejores condiciones
para el andlisis de rutina, ya que en una corrida de muestra se puede obtener la informacién sobre
¢l contenido de una serie de elementos. En este caso el problema es la alta viscosidad de los
fluidos biolégicos, que disminuye el rendimiento de introduccion de la muestra por medio de un
nebulizador. Debido a que el limite de deteccion del cobre por espectrometria de emision es del
orden de 70 pg-I"", no es posible un alto factor de dilucién, asi que para disminuir la viscosidad de
la muestra se ha propuesto el procedimiento de precipitacién de proteinas con el &cido
tricloroacético [42].

Otra alternativa para el analisis de cobre en aguas naturales y en fluidos biolégicos es la
espectrofotometria ultravioleta-visible (UV/Vis). En el caso del suero, la primera etapa es la
desproteinizacion utilizando procedimientos de mineralizacion (HNOyHCIO#H;S04 [43];
HNOyH:S04H;02 [24); HNOy/H;SOs4 [44]) o precipitacion de proteinas con 4cido
tricloroacético [45-47]. Entre los agentes cromogénicos utilizados pueden mencionarse a la
rodamina B (Ama—= 335 nm) [37,45], dcido bicincorinico (Amaa=362 nm, Amxe=345.5 nm) [46],
disulfonato de batocuproina (sal disédica del 4cido 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-
fenantrolindisulfonico) (Amax= 484 nm) y disulfonato de batocuproina en presencia de derivados
de fluoresceina (Amu=545 nm) [48,49). Algunos autores han reportado un aumento de
sensibilidad con adicion de tensoactivos; por ejemplo el complejo de cobre con 1-(2-pindilazo)-
2-naftol fue cuantificado en presencia de BTAB (bromuro de benciltributilamonio), (Am==359
nm) [44] y el complejo con 2-(5-nitro-2-piridilazo)-5-(N-propil-N-sulfopropilamino)fenol (nitro
PAPS) fue determinado en presencia de dodecil sulfato de sodio (Ama=360 nm) [50]. Cabe
mencionar, que el zincén se utilizé para la determinacién de cobre y zin¢ (Amz=620 nm), en este
procedimiento se determiné en primer lugar la suma de dos iomes y luego el zinc fue
enmascarado con EDTA [47].

Se ha mencionado el uso creciente de procedimientos en flujo para la determinacion de
cobre en aguas naturales y en fluidos biolégicos. Este tipo de procedimientos presenta una serie
de ventajas frente a los procedimientos en sistema estacionario como son: rapidez, ahorro de los
reactivos, posibilidad de separacién/preconcentracion en linea y facil automatizacién. Geriotti y
col. automatizaron el procedimiento (incluyendo ectapa de precipitacién de proteinas) de
determinacion de cobre en suero utilizando batocuproina [49). El sistema de inyeccién en flujo
fue utilizado también por Adachi y col. para la determinacion de cobre en suero desproteinizado
con 4cido-4,4°,4”",4"""-(21H, 23H-porfino-5,10,15,20-tetril) tetrabencensulfonico (Amax=413 nm)
[53]. En un trabajo de Wada y col. se realizé la determinacion directa de cobre en suero (sin
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eliminacién de proteinas) con 4cido 4-metil-5-(sulfonometilamino)-2-(2-tiazolilazo)-benzoico
(Aan=600 nm) llegindose a correr hasta 60 muestras en una hora [52].

Otra de las ventajas de los procedimientos por inyeccion en flujo es la posibilidad de
llevar a cabo el analisis multielemental. Asi, en suero desproteinizado, el cobre fue determinado
junto con zinc utilizando zincén como agente cromogeénico (Ame— 606 nm) [53]. En primer lugar
se cuantifico la suma de dos iones y para la cuantificacién de zinc se adicionaba el flujo de
tiourea al 5% enmascarando el cobre. La concentracion de cobre fue obtenida como la diferencia
de los dos resultados. Kang y col. determinaron cobre y hierro en suero utilizando dos miniceldas
de flujo conectadas en linea y el espectrofotdmetro de doble haz [54]. Los iones Cu(Il) y Fe(II)
forman el complejo con  2-(5-bromo-2-piridilazo)-5-(N-propil-N-sulfopropilamino)anilina
(Ama=358 nm). Antes de llegar a la primera celda del espectrofotémetro, el hierro se oxida con
KIO; en medio dcido y la sefial obtenida corresponde al contenido de cobre en la muestra.
Después se adiciona el flujo del &cido ascorbico y, en la segunda celda, se obtiene la sefial
invertida de Fe(II) v la sefial positiva de Cu(II).

En el caso de agentes cromogénicos, cuyos complejos con iones de dos metales presentan
diferentes bandas de absorcion, se utilizaron los métodos de calibracién multivariante. Hemnéndez
y col. desarrollaron el procedimiento por inyeccién en flujo para determinacién directa
simultdnea de cobre y zinc en suero utilizando 4-(4"-metil-2’-tiazolilazo)-2-metilresorcinol
(registro de espectros en la region 520-620 nm) y el método quimiométrico PLS (método de
minimos cuadrados parciales) [55]. Se han reportado también los procedimientos de analisis
multielemental donde se utilizan dos agentes cromogénicos selectivos para los dos analitos a
determinar. Asi, el cobre y el hierro fueron determinados en suero desproteinizado utilizando
respectivamente batocuproina y ferrozina [56]. Los espectros de los complejos formados fueron
registrados en el intervalo de 390 hasta 590 nm y la cuantificacién de cobre y hierro se llevé a
cabo utilizando el programa de computo ORTHO. Debido a la selectividad limitada de los
agentes cromogénicos mencionados, el método fue vélido para las muestras donde la relacion
molar entre el cobre v el hierro variaba entre 1:10 y 10:1.

Como se ha mencionado al principio, en la determinacién de cobre en fluidos biolégicos,
se han utilizado también los procedimientos cromatograficos. Nagaosa y col. separaron el cobre
en forma de su complejo con dietilditiofosfato en la columna ODS utilizando acetonitrilo con
tampon de acetatos (3:2, pH 4.6) como fase mévil y la deteccién electroquimica (0.4V versus
Ag/AgC)). En el analisis de suero se obtuvo el limite de deteccién de 3 ugI™" [57]. Utilizando una
columna de filtracién en gel y deteccién electroquimica (electrodo de carbono vitreo recubierto
con una pelicula de polianilina, -0.10V, versus Ag/AgCl), Ye y col. determinaron la fraccion del
cobre unida a ceruloplasmina en suero [58]. Las técnicas cromatograficas han sido utilizadas
también para el an4lisis multicomponente. Asi, Nagaosa y col. separaron el Cu(II) y el Fe(IIl) en
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suero desproteinizado, después de derivacién de los iones con 8-hidroxiquinoleina, utilizando
columna ODS y deteccién electroquimica [59].

Finalmente, es necesario mencionar que entre los métodos normalizados para la
determinacion del cobre se encuentran: el método por espectrometria de absorcion atémica; el
método de espectrometria atomica de emision con excitacién en plasma acoplado inductivamente
v el método espectrofotométrico [60]. En espectrometria atdmica la determinacion del cobre en
suero y en aguas naturales se realiza en muestras diluidas con agua. En el métado
espectrofotométrico se aprovecha la formacion del complejo del i6n cobre con disulfonato de
batocuproina (sal disédica del acido 2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolindisulfénico), el cual
tiene color naranja y es soluble en agua.

Debido al alto costo y al requerimiento de un analista entrenado, el método
espectrofotométrico es el mas adecuado para los laboratorios de rutina.

1.3.1. El método espectrofotométrico para la determinacién de cobre.

Los complejos de cobre y de hierro con derivados de fenantrolina presentan una alta
estabilidad con absortividades molares de aproximadamente 12,000 a 23,000 mol™-l-.cm™ lo que
asegura alta sensibilidad en la determinacidn espectrofotométrica de estos iones. Smith y Wilkins
[61] utilizaron la batocuproina (2,9-dimetil-4,7-difenil-1,10-fenantrolina) como agente
cromogénico selectivo para el cobre. Sin embargo, la batocuproina presenta el inconveniente de
ser insoluble en agua; lo que hacia necesario una extraccion en fase organica. Ademis en
soluciones neutras un exceso de reactivo tendia a la precipitacién formandose un complejo
insoluble en agua. Zak resolvio este problema de la insolubilidad sulfonando la batocuproina,
(proceso de derivacién) con lo cual también se eliming la turbidez de las soluciones [62].

En el método normalizado actual se utiliza disulfonato de batocuproina. Para el anlisis
de aguas naturales, la muestra es diluida con agua y, en el caso del suero, la muestra se trata con
4cido clorhidrico y se calienta en un bafio de agua hasta cerca del punto de ebullicién durante 5
minutos. Se enfria la muestra y se le adiciona 4cido tricloroacético al 10% para precipitar las
proteinas. Después de la centrifugacién, al sobrenadante se le adiciona acido ascorbico (puede
usarse también clorhidrato de hidroxilamina [61]) para reducir el cobre a su estade de oxidacién
Cu(l). Se adiciona el sulfonato de batocuproina mezclando muy bien. El complejo se forma en el
intervalo de pH 3.5 a 11.0 y el pH recomendado es entre 4 y 5. El complejo tiene color naranja
(Amu=485 nm) con un coeficiente de absortividad molar de 12,250 mol!-l.em™. El método puede
aplicarse al cobre hasta al menos 5 mg'!" con una sensibilidad de 20 pgl” utilizando una celda
de 5 cm [60].
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El método de la batocuproina presenta algunas interferencias; incluidas en Tabla 3 que
pueden tolerarse con un error inferior a 2% [60].

Tabla3. Algunos interferentes en el método de batocuproina y sus maximas concentraciones
que no afectan la sefial analitica (cambios aceptables de +2%).

Sustancia Concentracién mg1”
Cationes
Aluminio 100
Berilio 10
Cadmio 100
Calcio 1000
Cobalto (1I) 5
Cromo (III) 10
Estroncio 200
Hierro (IT) 100
Hierro (III) 100
Litio 500
Magnesio 100
Manganeso (IT} 500
Niquel (IT) 500
Sodio 1000
Torio (IV) 100
Zine 200
Aniones
Cloratn 1000
Cloruro 1000
Fluoruro 500
Nitrato 200
Nitrito 200
Ortofosfato 1000
Perclorato 1000
Sulfato 1000
Compuestos
Alquil sulfonato lineal (ASL) 40
Cloro residual 1
También pueden interferir cianuro, tiocianato, persulfa-
to y EDTA.

4
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L.4. Revision de los métodos analiticos en la determinacidon de hierro.

El anélisis directo de hierro total en los materiales medio ambientales puede realizarse
solamente utilizando técnicas de espectrometria atdmica o espectrometria de masas. Por el
contrario, los métodos espectrométricos moleculares y electroanaliticos permiten cuantificar uno
de los dos estados de oxidacién del hierro (Fe(ll) o Fe(IIl}). Generalmente, estos métodos se
basan en la reaccion de una de las formas de hierro (éxido-reduccién, formacién de complejo,
propiedades cataliticas, etc.). Cabe mencionar que la selectividad de los métodos reportados no
siempre es buena, ya que la reaccién empleada puede afectar la especiacion natural de hierro en
la muestra. Por ejemplo, si se forma un complejo de Fe(II) espectrofotométricamente activo, esta
reaccién  influye en la posicion de equilibrio entre Fe(II)/Fe(Ill) en la muestra provocando
desplazamiento de dicho equilibrio hacia la formacién de Fe(1I). Los procedimientos analiticos
para la determinacién de hierro total siempre incluyen una etapa de pre-reduccion o pre-
oxidacién de analito con el fin de obtener todo el hierro presente en la muestra en un estado de
oxidacion determinado.

En cuanto a las técnicas de espectrometria atOmica, estas son excelentes herramientas
analiticas, ya que ofrecen muy buena selectividad y sensibilidad en la determinacién de hierro.
En la Tabla 4 se resumen algunas aplicaciones reportadas en la bibliografia para el analisis total.
Por otro lado, se han reportado los métodos de especiacion de Fe(II)/Fe(Ill) utilizando las
técnicas de espectrometria atémica o espectrometria de masas como detectores especificos de
&tomos (iones). Dependiendo del procedimiento de separacién, ha sido pesible no solamente la
cuantificacién de los dos estados de oxidacién de hierro, sino también la identificacién y la
cuantificacién de otras formas y especies presentes en la muestra tales como, fraccion unida a
sustancias himicas /o complejos con diferentes ligandos. Asi que la lixiviacion, filtracién y/o
extraccién han sido utilizadas para caracterizar la distribucion de hierro entre diferentes
fracciones en sedimentos y suelos [63-65]. Se han reportado los procedimientos utilizando
técnicas de separacién cromatograficas para el analisis de Fe(I)/Fe(III) [66-69]. asi como para la
cuantificacién de algunos complejos de hierro (tartratos, citratos, etc.) presentes en muestras
medio ambientales [70,71].
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Tabla4. Algunas aplicaciones de las técnicas de espectrometria atémica en la determinacion
de hierro total en muestras medio ambientales.
| Muestra Analitos | Técnica anal, | Procedimiento Paré:!l.etms Ref.
| analiticos
Agua salada Fe, Mn FAAS Analisis directo | LDg. =38 pg/l 72
"Agua de rio, FE‘BCO’ ICP-AES Preconcentracion - .
Agua de mar Y z via extraccion LDr=0.6 pg/l 73
otros
Sedimentos Fe, Si, Al E'EK?AS Andlisis directo 74
% Fe, Ca, Slurry cilse
Sedimentos Mg ETA-AAS Analisis directo 75
Fe, Mn, i e :
Plantas Cuy | ICP-AES Ml“ffa'ﬁ?a"“;“ PO Lﬁ] e“s‘gg’ml“ 76
dhos ia himeda - ug/l
Fe, Zn, Slurry
WVegetales Mgy FIA-FAAS Andlisisdirecto | LC=124 ng/g 77
otros
Fe, Mn, RSD
Suelos Cuy LA-ICP-AES | Analisis directo en intervalo 78
otros 49-12.7% ]
' Fe, Al Mineralizacién por| LD en intervalo
| Sedimentos Cuy ETA-AAS s 79
| via himeda 5-25ng/e
otros
Fe, Cd, o ;
Apgua de lluvia Cuy ICP-AES Preco_n EILERCION. Liven mresvily 80
en minicolumna 02-1pg/g
otros
Fe, Cd, = .
i e Ciy ETA-AAS Precopqentracmn LD en intervalo 31
g en minicolumna | 0.36-2.04 ng/l
Fe, Ni, Pb Preconcentracién &
Agua de mar s FIA-ICP-MS il LD = 47 ng/l 82
Agua Fe LIF Anilisis directo LD =5 ug/l 83
Fe, Ni 2 :
Agua S Preconcentracién | LD en intervalo
mineralizada gt‘r’o’; ICP-AES ") minicolwnna | 0.1-30pgl | &
} Fe, Cd, = Preconcentracién _ :
Agua de mar Pb y otros ETA-AAS o Hinicolimn LDge=25ng/l 85

LIF — fluorescencia atdmica con excitacién por laser.

13

FAAS — espectrometria de absorcién atémica con llama

ETA-AAS - espectrometria de absorcion atémica con hono de grafito
Siurry - introduccion de la muestra en forma de suspension
ICP-AES — espectrometria de emision atémica con plasma acoplado inductivamente.

LA — evaporacion por laser.
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Considerando las técnicas espectrométricas moleculares, la mayoria de los procedimientos
reportados utiliza espectrofotometria UV/Vis con diferentes agentes quelantes. Como puede
observarse en la Tabla 5, estos agentes quelantes reaccionan selectivamente con un estado de
oxidacion de Fe (principalmente con Fe(II)) permitiendo el analisis de especiacion. Para obtener
la informacién sobre el contenido total, es necesario transformar todo el hierro presente en la
muestra a un estado de oxidacién. Si se procura realizar el anilisis a nivel de trazas, los métodos
espectrofotométricos a menudo incluyen una etapa de preconcentracion [86, 87]. Ademas de una
sensibilidad moderada, otra limitacién de estos procedimientos son las interferencias de matriz vy
un posible cambio de especiacion Fe(II)/Fe(III) en la muestra analizada debido a formacién del
complejo o debido al ajuste del pH. Por gjemplo, en el método con 2,272 -tripiridina la reaccion
se lleva a cabo a pH 9,6 [88], mientras que el pH de aguas naturales normalmente se encuentra en

un intervalo de 6 a 8.

Tabla5. Revision de los procedimientos espectrofotométricos en la determinacién de
Fe(IT)/Fe(IIT) en muestras medio ambientales.

Analito Agente quelante Amay, DM LD Interferencias Ref.
. CN’, NOy, fosfatos, Co,
Fe(IT) 1,10 — fenantrolina 510 | 20 ug! Cu, Ni, Cr. Zn % | 3889
| o CORE T TN CN N0y, fosfatos,
Fe(II) 2,2°,2" +tripiridina 555 20 pg/l i e phl 88
2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-(N-propil-
Fe(Il) Nesulfopropil-anino) 538 22 ugl 90
anilina
| Fe(II) Ferrozina 562 5.6 pg/l Cu(l) 91-94
di-2-piridil
Ee(m’) benzoilhidrazin cetona ;;3 ggg 05;2 pgﬂt Zn, Cu, Ni 95-97
Gl (DPKBH) ’ 22pg/t
Disulfonato de 4,7-
Fe(ll) difenil-1,10- 535 0.01pg/l* 86
fenantrolina (DPPS)
1-amino-4- ’
Fe(I1I) hidroxiantraquisions 640 1.1 mgAl Cambio de pH 98

*_ después de preconcentracion.

Entre los agentes quelantes para el Fe(II) se menciona el disulfonato de 4,7-difenil-1,10-
fenantrolina (batofenantrolina, DPPS), el cual forma también complejos con Ni, Cu, Zn y Cd. Sin
embargo, la formacion de complejos depende de pH ¥ cada uno de ellos presenta diferente
espectro de absorcion [99). De hecho, Baraj y col. [100] aprovecharon las diferencias en los

Gustavo Cruz Jiménez




INTRODUCCION 5

espectros de los complejos de Cu (Amx=425nm) y de Fe (hmu=535nm) y con ayuda de un disefio
factorial, lograron la determinacion simultanea de los dos iones. Cabe mencionar, que el método
con DPPS es ampliamente utilizado en la determinacion de hierro en suero [101-103]. Por otro
lado, se ha reportado la inmovilizacién del reactivo en las membranas de polivinilo para
preconcentracion de hierro en las muestras de aguas. El complejo formado en la membrana fue
cuantificado espectrofotométricamente con un limite de deteccion de 14 pg-}[1 [104, 105]. El
DPPS ha sido también utilizado para formar complejos con Fe(ll) y Cu(l), los cuales
posteriormente fueron separados por cromatografia liquida de alta resoluciéon (CLAR) de fase
reversa, obteniéndose el limite de deteccién para hierro de 0.25 pgl" [106]. Otros autores
obtuvieron la separacion cromatografica (CLAR, fase reversa) de complejos de Fe, Ni y Cu con
DPPS con los limites de deteccién en agua del mar respectivamente 2.67 pgl”, 5.42 pgI' y 18.2
ug1! [107]. -

Se ha reportado un importante nimero de métodos, donde la determinacion
espectrofotométrica de hierro se basa en el efecto catalitico de este ion. Por ¢jemplo, Hirayama y
col. utilizaron la reaccion de oxidacién de N,N-dimetil-p-fenilendiamina (DPD) con perdxido de
hidrégeno, catalizada por iones Fe(III). Este método se basa en el hecho de que la concentracion
de forma oxidada de DPD, que absorbe en la regi6n visible, depende del tiempo y de la
concentracién del ion Fe(IIT) en la solucién. El limite de deteccion reportado fue de 0.23 pglt
[108]. Otros autores utilizaron la reaccion de oxidacién del 4cido sulfanilico con peryodato de
potasio y observaron que la actividad catalitica de Fe(IIT) aumnenta en presencia de un surfactante
catiénico (cloruro de cetilpiridinio), lo que permitié obtener un limite de deteccion para Fe(III) de
0.15 pg 1! [109]. El efecto catalitico del complejo Fe(Ill) con EDTA en la reaccién de oxidacion
de hidroxilamina por oxigeno disuelto ha sido utilizado por Cladera y col. [110] en un
procedimiento por inyeccion en flujo (LD 2 pgl™). Hay que mencionar, que el Fe(lll) esta
presente en las muestras medio ambientales no solamente en forma iénica (puede estar unido a
sustancias humicas, en forma de complejos), por lo que los resultados de los procedimientos
espectro-cataliticos pueden ser erréneos.

Por dltimo, entre los métodos espectrales moleculares utilizados en la determinacién de
estados de oxidacién de hierro hay que mencionar procedimientos quimiluminiscentes [111,112]
vy espectrofluorimétricos [113]. En cuanto a los procedimientos por quimiluminiscencia, se
utilizaron las reacciones entre la sulfoflavina brillante, agua oxigenada y Fe(Il) [101] o la
reaccion de luminol con agua oxigenada en presencia de Fe(IIl) [112]. En los dos trabajos se
llevé a cabo la etapa de preconcentracion y se reportaron muy buenos limites de deteccion (25
ng-I! [111],2.8 ng1" [112]) que podrian todavia mejorarse utilizando mayor volumen de muestra
(agua de mar). En la determinacién espectrofluorimétrica de hierro, Yan y col. [113]
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aprovecharon las propiedades fluorescentes del complejo de Fe(Ill) con 5-(4-metilfenilazo)-8-
aminoquinolina en presencia de surfactantes. El limite de deteccion reportado fue de 10 pg-}'l_

Las técnicas electroanaliticas han sido aplicadas en el anélisis de Fe(II)/Fe(IIl) en aguas
naturales [114-116] y en algunos materiales biologicos [117]. Se han reportado mejores
caracteristicas analiticas para los procedimientos por voltametria utilizando la técnica de
stripping. Gracias a largos tiempos de depositacion (2-5 min), los limites de deteccion para
Fe(IIl) fueron de 0.1 pgl?! [115] o de 11.2 ngl™” [118]. Algunos autores aprovecharon la
formacién de complejos de Fe(II) o Fe(lll) para la preconcentracion de estos iones en el
electrodo. Asi, Zhigiang y col. [119] modificaron electrodo de carbono con una pelicula de
Nafion con 1,10-fenantrolina vy, utilizando 5 min para preconcentracién de Fe(II), lograron un
limite de cuantificacién de 0.6 pg1". Los agentes complejantes utilizados en el analisis de Fe(IIT)
por voltametria fueron 4-(2-piridilazo)resorcinol [118] y 2-(2-tiazolilazo)-4-metilfenol [115]. Una
desventaja importante de las técnicas electroanaliticas es el alto riesgo de interferencias. Por ello,
el analisis de hierro total en una muestra medio ambiental requiere de un tratamiento para
obtener el hierro en una forma quimica que se encuentre en un ambiente quimico simple. En los
estudios de especiacion, el andlisis tiene que ser llevado a cabo directamente en la muestra o con
un tratamiento minimo. En este caso, hay que recordar que las especies diferentes de Fe(III)
presentes por ejemplo en aguas naturales presentan potenciales de reduccién muy diferentes
respecto a potencial del sistema Fe(III)/Fe(Il) (Tabla 6) y esto puede provocar resultados
analiticos erroneos.

Tabla 6. Potenciales de reduccién de diferentes formas de Fe(IlI) presentes en aguas naturales

[120].

[Sistema Potencial de reduccién
Fe(LI)/Fe(Il) 0.77V
Fe(OH)y/Fe(Il) -0.07V
a-Fey05 (hematita)/Fe(II) -0.27V

Resumiendo, hay que mencionar que los métodos oficiales de determinacién de hierro en
materiales medio ambientales incluyen los métodos de andlisis cldsico (gravimetria y
valoraciones redox), €l método espectrofotométrico y el método por espectrometria de absorcion
atémica [121]. La seleccién de un método adecuado depende de tipo de muestra a analizar, de los
niveles de hierro esperados y del objetivo de este andlisis (contenido total o especiacion). De la
revision bibliografica realizada puede verse claramente, que las herramientas mas potentes son
las técnicas de espectrometria atémica o de espectrometria de masas. Sin embargo, el alto costo
de andlisis limita el uso de estos métodos. Por otro lado, los métodos espectrofotométricos
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ofrecen muy buena exactitud y precision de los resultados. Aunque su sensibilidad es
generalmente moderada y no permite la determinacién de hierro a nivel de trazas, el uso de los
procedimientos de preconcentracion ayuda eliminar esta limitacion.

L.4.1. Determinacion de hierro (II) con batofenantrolina por espectrofotometria UV/Vis,

La batofenantrolina (4,7-difenil-1,10-fenantrolina) es un agente complejante que permite
la determinacién de Fe(II) con muy buena sensibilidad [122]. Este reactivo, de manera semejante
a la batocuproina utilizada para cobre, es poco soluble en agua. Sin embargo, el derivado
sulfonado (disulfonato de 4,7-difenil-1,10-fenantrolina, DPPS) es muy soluble en agua y presenta
propiedades acomplejantes semejantes al compuesto original [61].

El procedimiento analitico para determinacion de hierro total en agua consiste en
adicionar a la muestra hidroxilamina, ajustar el pH a 5.5 con el tampén de acetatos (el complejo
se forma en un intervalo de pH 2-11) y adicionar el reactivo acomplejante (en exceso por lo
menos de 10:1 respecto a hierre). El complejo formado tiene composicion aproximada de
Fe:DPPS = 1: 3.17, presenta méximo de absorcion en la regién visible (Amx= $35nm) con un
coeficiente de absortividad molar € = 22,140 mol™-l-em™. El rango lineal reportado fue hasta 3.6
mg:1". En cuanto a las posibles interferencias, estas fueron observadas en presencia de exceso de
agentes oxidantes tales como Cr(VI), 52031_ 0 ClOy", o bien, en presencia de un gran exceso de
iones Cu, Co, Niy Zn [61].

L.5. Aplicaciones del método de estindar interno (EI) en quimica analitica.

La eleccion de una técnica de calibracion es uno de los puntos clave en el desarrollo de un
nuevo procedimiento analitico, ya que la exactitud y la precision de los resultados analiticos
dependen en gran manera de esta etapa. Por un lado, la calibracion puede ser afectada por varios
parametros instrumentales (ruide, caracteristicas de la fuente de luz, intensidad de campo
clectromagnético, etc.), pero también por las propiedades de la muestra (interferencias de matriz)
y/o por el procedimiento analitico previo a la etapa de medicién (dilucién, preconcentracién, etc.)
[123.124]. Por estas razones, el procedimiento de calibracién deberia de llevarse a cabo en
condiciones parecidas al andlisis de las muestras. El caso ideal seria asegurar las mismas
condiciones instrumentales, el mismo tratamiento de muestras y de las soluciones de calibracion
y el idéntico “ambiente quimico” del estindar y de analito en la solucién donde se realiza la
medicién. Tres técnicas de calibracion mis comunmente utilizadas son: calibracién con
estandares externos (curva de calibracion), adicion de estandar y el método de estandar intemno.
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Sin duda, la calibracion con estandares externos es la mas utilizada [125]. Hay que
recordar sin embargo, que se obtienen los resultados exactos tnicamente en casos cuando no
existen interferencias de matriz. Por otra parte, si las interferencias en una muestra dada son bien
caracterizadas v no dependen criticamente de la concentracion del interferente, estas pueden ser
controladas adicionando el mismo interferente a las soluciones de calibracion. Tal es el caso de
interferencias observadas en la determinacion de los elementos traza en suero humano por
espectrometria de absorcién atémica. La adicién de albimina (componente mayoritario de la
muestra) a las soluciones de calibracion permite simular su composicién respecto a muestras
reales y de esta manera asegurar el mismo mecanismo de atomizacién y obtener los resultados
exactos.

El método de adicién de estindar se recomienda cuando mo es posible suprimir
interferencias de matriz. En este método, el estindar se adiciona directamente a las muestras, lo
que asegura el mismo ambiente quimico para el analito y para el estdndar. De esta manera, los
interferentes presentes en la muestra afectan de igual manera las sefiales del analito adicionado
(estandar) y del analito presente en la muestra [123]. Esto a su vez, asegura la misma sensibilidad
para las dos formas del compuesto (i6n, elemento) analizado. Ademds, el proceso de calibracion
y de cuantificacion del analito en la muestra se lleva a cabo en el mismo ciclo de medida, por lo
que disminuyen los errores debido a posible cambio en las condiciones instrumentales. La
desventaja importante del método de adicién de estindar es que no pueden eliminarse las
interferencias aditivas (por ejemplo espectrales). En otras palabras, si las posibles interferencias
son de cardcter quimico (afectan la pendiente de la curva de calibracién), el método funciona
bien. Sin embargo, si las interferencias causan un error constante en cada una de las soluciones
{constante contribucién espectral de un componente de la muestra en las condiciones de lectura
de la sefial del analito), la curva de adicién de estindar tiene la misma pendiente que la curva de
calibracién, pero se traslada en el eje Y por un valor constante causando los errores positivos en
los resultados analiticos [123,125,126].

Puede decirse que el método de estandar interno es el mas confiable de los tres tipos de
calibracion, ya que permite:

+ Minimizar las diferencias entre la concentracion del analito y de estandar en las soluciones
debido a manejo de muestra,

¢ Eliminar algunas interferencias de matriz (por ejemplo de tipo espectral),

+ Minimizar el efecto de las condiciones instrumentales en las sefial analitica.

En este método, se adiciona una cantidad fija de un compuesto (estindar interno, EI)
tanto a las soluciones de calibracién como a la muestra. El EI seleccionado para un anélisis dado
tiene que cumplir con una serie de requisitos, de los cuales el mas importante es asegurar las
propiedades fisicoquimicas del EI semejantes a las del analito. De esta manera, el
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comportamiento de los dos componentes (analito y EI) en cada una de las etapas de]
procedimiento va a ser semejante ¥ cualquier error analitico cometido va a afectar igualmente el
contenido de analito y de EI en la muestra[124]. Ahora, se miden las sefiales del analito y del EI
en cada una de las soluciones (calibracién y muestras) y se toma el cociente de 1as dos respuestas
como la sefial analitica. De nuevo, si varia uno o mas de los parametros que afectan las respuestas
individuales para analito y para EI, dichas respuestas deben ser afectadas por igual. Por lo tanto,
el cociente de respuestas (Sgaiw/Ser) depende solamente de la concentracién del analito
(concentracion de EI constante). Una grifica de la relacién o cociente de respuestas como
funcion de la concentracidn del analito, da una curva de calibracidn (S uaie/SEr = f{Canatio)). Lo
inconveniente del método de EI es su limitacion a las técnicas instrumentales donde se puede
obtener la informacién multicomponente en una corrida de la muestra. Por lo tanto, este método
es cominmente utilizado en técnicas cromatograficas, en espectrometrias de emision o en
espectrometria de masas, pero no puede aplicarse por ejemplo en espectrometria de absorcién
atomica [124,126].

En cuanto a los requisitos que tiene que cumplir el EI, estos dependen del tipo de analito
v de muestra, del procedimiento analitico y de la técnica instrumental seleccionada. Por lo
oeneral, el EI debe de ser un compuesto de propiedades fisicoquimicas similares a las del analito,
con una sefial facilmente medible, que no interfiera con la respuesta del analito. Ademas el EI y
el analito deben responder de manera semejante a cualquier cambio de las variables que pudieran
afectar la respuesta del detector (pardmetros instrumentales).

Cabe mencionar, que un caso especial del método de EI es la dilucién isotopica. A la
muestra problema que contiene el analito con un elemento inactivo P, se adiciona una pequefia,
conocida cantidad W, del mismo compuesto, pero marcado con un isétopo radioactivo *P
(conocida actividad especifica A;). Después de incorporacién de este EI en la muestra, se toma
una pequefia porcién y se mide la actividad (4). La magnitud de dilucién de radiotrazador (*P)
permite evaluar la cantidad W del analito en la muestra:

W =W A/(A-1)

Cuando la técnica de deteccion es una de las técnicas de radicandlisis, el trazador tiene que ser
radioactivo, sin embargo en especttometria de masas pueden utilizarse los isétopos no
radioactivos [126].

En este trabajo se realizé la revision bibliografica sobre aplicaciones del método de EI
en diferentes técnicas analiticas enfocdndose al andlisis de hierro y de cobre. A continuacion se

presentan los resultados.
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I.5.1. Espectrometria de emisién

El caso mas simple del empleo de EI en este grupo de técnicas es la fotometria de llama,
Esta técnica es practicamente obsoleta, ya que se han logrado fuentes de atomizacidn/ionizacién
mejores y mds potentes. Sin embargo, algunos fabricantes de instrumentos construyeron
fotometros de llama disefiados especificamente para el anilisis de sodio y potasio en suero
sanguineo y en otras muestras de origen biologico utilizando el litio como EL En estos
instrumentos, la radiacién que proviene de la llama se divide en tres haces de aproximadamente
la misma intensidad. Cada uno de ellos pasa a travéz de un sistema fotométrico independiente
constituido por un filtro de interferencia (que transmite una linea de emisién de uno de los
clementos y absorbe las de los otros dos), un fototubo y un amplificador. Las sefiales analiticas
para el potasio y sodio se obtienen como relacién entre de las sefiales de emisién de estos dos
elementos y de la sefial de emision de EL Este sistema permite mejorar la precision, eliminando
errores aleatorios causados por cambios de flujos de los gases, cambios de temperatura de la
llama y fluctuacién de la linea base [124].

El principal problema en las aplicaciones cuantitativas de la espectrografia y/o
espectrometria de emision de fuente de arco y chispa es el nimero muy elevado de variables que
afectan la negrura de la imagen de una linea espectral en una placa fotogréfica, o la intensidad de
una linea que llega a un detector fotoeléctrico. La mayoria de las variables relacionadas con la
ireproducibilidad de las condiciones de excitacion y con los procesos fotogrificos son
imposibles de controlar, por lo que estas técnicas requiren el uso del método de estandar interno.
En la seleccion de un EI adecuado se toman en cuenta los criterios generales, antes mencionados.
Ademads, el EI debe de cumplir con los siguientes requisitos, especificos para estas técnicas
analiticas:
¢ Presentar una linea de emisién que tenga aproximadamente la misma energia de exitacion que

la del analito, lo que asegura que las sefiales de emisién de los dos compuestos van a ser
afectados igualmente por las fluctuaciones de temperatura en la fuente.

+ Tener energia de ionizacién similar a la del analito para asegurar que ambos tengan en la
fuente la misma razon de distribucion entre dtomos e iones.

+ Las lineas de emision del EI y del analito deben estar en la misma region espectral y tener
una intensidad parecida, a fin de que haya una compensacion adecuada de las diferencias en
la respuesta del detector fotoeléctrico.

Logicamente, es dificil encontrar un EI que cumpla con todos los requisitos y en la mayoria de

los casos se busca una situacién de compromiso. Una caracteristica de la fuente de

atomizaciér/ionizacion de chispa o de arco es que la muestra se introduce en forma de un sélido.
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De hecho, la mayoria de las aplicaciones actuales de estas técnicas son en el control de los
procesos metalirgicos. Cuando la muestra es metalica, rara vez es posible la introduccién de una
cantidad pequefia y exacta de un EI. En estos casos se escoge el elemento mayoritario de la
muestra asumiendo que su concentracién permanece constante en todas las muestras. Por
gjemplo, en la determinacion de los constituyentes minoritarios del latén, como EI se utiliza el
zinc 0 el cobre. En caso de muestras pulverizadas, la introduccion del EI es més facil, pero es
necesaria la homogeneizacion de la mezcla muestra + EL

Actualmente, mas aplicaciones analiticas por espectrometria de emisién atémica se
reporta utilizando diferentes tipos de plasma como fuentes de atomizacién-ionizacion y el plasma
acoplado inductivamente (ICP) es sin duda mds frecuentamente utilizado gracias a una serie de
ventajas que ofrece esta fuente. Entre las mencionadas ventajas las mas importantes son: muy
buena estabilidad y geometria de la “llama”, alta temperatura (4,000-8,000 °K), distribucién
uniforme de temperatura en el plasma, “transparencia espectral”, posibilidad de introduccion de
la muestra en fase gaseosa y liquida, minimas interferencias quimicas, etc. Aunque
aparentemente, la precision de los resultados obtenidos por esta técnica es excelente (RSD<1%),
en la calibracion comiinmente se emplea el método de EI. El EI seleccionado adecuadamente
permite controlar los errores debido a:

e interferencias espectrales (comunes en ICP),
e cambios de temperatura y geometria del plasma causados por propiedades de la muestra
introducida (por ejemplo, una alta viscosidad de la muestra afecta la geometria de la “llama™)
® manejo de muestra [127].
En la Tabla 7 se presentan algunos ejemplos de estindares internos utilizados en la
determinacién de cobre y de hierro por espectrometria de emisién con diferentes fuentes de
atomizacion/ionizacion.
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Tabla7. Ejemplos del uso de EI en la determinacién de hierro y de cobre por espectrometria
de emision.
Muestra Analitos Técnica EI Parin'lftrns Ref.
analiticos
Cu, Cd, Co, Cr, Ar

Plantas Mn, Ni, Pb. Zn ICP-AES (0=794.8nm) RSD 0.9-1.5% 128
Aguas . _
btk Cu, Cr, Ni ICP-AES Y, Ga, In, Rh LDy = 0.2 pgll 129

; Fe, Cu, B, Si, ; 130,
Aleaciones Nb ICP-AES Cd, Li 111
Bronce Cu y otros ICP-AES Sc LD =0.7ug/l 132
Aleaciones Fe, Cr, Ni, Zn GD-AES Varios RSD 0.1-0.6% 133

s : Laser, 2
Ceramica Mg, Al, Si, Fe MIP-AES Varios 134
Soluciones
de los acidos Cu, Mn ICP-AES Sc 135
inorginicos
5 LD¢,=0.07mg/1
Suero Fe,Cuyotros | ICP-AES Y LDp=0.03mgd | 136
1J ugo de . LDcy=1.9ng/g ”
Pedt) Fe, Cuyotros | Arc-AES Co L Dpc=4.0pig/g 137
; o 3 LCqy=1.3pg/g

Zinc Cu, Fe,Cd,Pb | Arc-AES Bi; O3 LCret6ug/g 138

AES - espectrometria de emision
ICP - plasma acoplado inductivamente
MIP - plasma de microondas
GD - glow discharge - descarga eléctrica a baja presion

Arc - arco
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1.5.2. Espectrometria de masas

Las aplicaciones de espectrometria de masas para analisis cuantitativo son de dos tipos.
El primero se refiere a la cuantificacién de las especies moleculares y el segundo tipo de
aplicaciones engloba la determinacion de los elementos. Lagicamente, en la determinacion de las
especies moleculares se requiere una fuente de ionizacién menos potente que asegure la
formacion de iones sin descomposicion de las especies de interés (ionizacion quimica, por
electrones, por campo, bombardeo con itomos répidos etc.). En el segundo tipo de aplicaciones
se utilizan fuentes tales como chispa, plasma acoplado inductivamente o laser, donde se obtiene
atomizacion y ionizacion de la muestra. La introduccién de la muestra puede realizarse
directamente o después de pasarla por una columna cromatografica. Este segundo caso permite
simplificar los espectros de masas de una muestra y aumentar la informacién analitica debido a
que las especies llegan al detector separadas en el tiempo. Las concentraciones de los analitos se
obtienen a partir de la medida de las 4reas o las alturas de los picos que aparecen en los espectros
de masas (la posicidn del pico se relaciona con m/z del analito) [124,126].

Aunque ¢l detector (espectrometro de masas) es altamente selective y sensible, existe
una serie de variables que limitan la exactitud y la precision de los resultados. Entre los factores
que disminuyen la precision hay que mencionar la incertidumbre relacionada con la introduccion
de una pequefia cantidad de la muestra al sistema, las limitantes de los interfaseos columna-fuente
de iones-espectrometro y la imprecision de los procedimientos de tratamiento de muestra. En el
caso de analisis elemental existen algunas limitaciones adicionales, relacionadas con la
introduccidn de la muestra a la fuente de atomizacién/ionizacién. El uso del plasma acoplado
inductivamente permite el andlisis de muestras gaseosas y liquidas (con limitaciones en cuanto a
la viscosidad, etc.), mientras que para el analisis de sdlidos es posible acoplar el sistema de
evaporacién de la muestra (horno de grafito, laser). El efecto negativo de todos estos factores que
acaban de mencionarse, puede ser reducido y/o eliminado utilizando el método de estandar
interno. La importante ventaja en caso de espectrometria de masas es que pueden utilizarse como
EI los isStopos de los mismos analitos, por lo que el requisito de las propiedades fisicoquimicas
semejantes entre el analito y EI queda perfectamente cumplido.

En las ultimas décadas va aumentando el nimero de aplicaciones analiticas de
espectrometria de masas tanto como una técnica independiente, o empleada como un detector
especifico de iones. Resulta dificil resumir cuales compuestos, dtomos o iones pueden utilizarse
como EI por lo que en la Tabla 8 se presentan solamente algunas aplicaciones reportadas en la
determinacion de hierro y de cobre en diferentes tipos de muestra.
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Tabla8. Algunas aplicaciones del método de EI en la determinacién de hierro y de cobre
utilizando espectrometria de masas.

= Parimetros
Muestra Analitos Fuent EI
| " e analiticos Hed
Cu, Cr, Mn, Co, Ni, LD en intervalo 0.12
Eu;0; puro Cd. Pb ICP Rh 228 pg/l 139
Plasma, Cu, Zn ICP By 140
orina
¥ M-cristal LD en intervalo
Gasavién Cu(T)/Cu(IT) Electroespray | = .o 30150 g/l 141
Cuantificacion en el
S v
uero Cu, Fe, V.Zn,Ag ICP Co inkervalo dé yg/l 142
Fe, Cu,, Zn, Rb, 143,
Sl Co, Mo, Cs e o 144
Cu, Fe y otros 47 Diferente
Rocas i Laser-ICP 5 isdtopos LD aprox. 0.01ug/g | 145
RSD en rango 1.6 -
Mimol [T V& ﬁ;’;"ﬁbz"* Liser-ICP | ®Ca | 12%(para25-1000 | 146
i pg/g del analito)
Fe (especiacion con
Tejidos separacion por 1cp Rh 147
CLAR)
Bombardeo
Alimentos Fe por dtomos *Fe LD en nivel de pg/g | 148
rdpidos

ICP - plasma acoplado inductivamente
I.53. Resonancia Magnética Nuclear (RMN)

En esta técnica instrumental, el EI es requerido tanto para aplicaciones cualitativas como
para cuantitativas. En primer caso, el anilisis se basa en la magnitud del desplazamiento quimico,
cuyo origen son los pequefios cambios en un campo magnético debido al movimiento de los
clectrones alrededor de los ntcleos en las moléculas del compuesto estudiado [126,149]. La
determinacion de la intensidad absoluta del campo magnético (resultade de interaccion de los
campos pequefios con el campo aplicado) con la exactitud necesaria para el trabajo de alta
resolucién es dificil o imposible. Sin embargo, es factible determinar (con una exactitud de la
décima de miligauss o mejor) la magnitud de un cambio en la intensidad de campo. Por tanto, en
la técnica de RMN se establece la posicion de los picos relativa al pico de resonancia de una
sustancia estindar que se mide a la vez (EI). Ademds, el uso del EI ofrece la ventaja que los
desplazamientos quimicos se pueden establecer independientemente de la frecuencia del
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oscilador. La seleccién de un EI adecuado depende del niicleo que se estudia y del disolvente
empleado. El compuesto mas utilizado para estudio del protén es el tetrametilsilano {TMS). En
este compuesto todos los protones estin en un ambiente idéntico y la constante de
apantallamiento para el TMS es mas grande que para mayoria de los protones [125,126,149). Asi
que, cuando se aplica un campo intenso, este compuesto proporciona un sélo pico agudo, bien
separado de la mayoria de los picos de interés en el espectro de la muestra. Ademas el TMS es
inerte y facilmente soluble en muchos solventes orgénicos, por lo que cumple con los requisitos
de un EI. Cabe mencionar, que en el andlisis de las soluciones acuosas es necesario utilizar otro
EI (cominmente la sal de sodio del 4cido 2,2-dimetil-2-silapentano-5-sulfénico, DDS). Los
protones de los metilo de este compuesto producen un pico andlogo al del TMS, sin embargo, los
protones metileno dan una serie de pequefios picos que pueden interferir con las sefiales del
analito. Por tanto, el DDS para aplicaciones en RMN tiene los grupos metileno deuterados
[125,126].

En las aplicaciones cuantitativas de la técnica RMN se aprovecha la proporcionalidad
directa entre las dreas de los picos y el nimero de los niicleos en la muestra, responsables de la
absorcién. Como consequencia, esta técnica no requiere de un proceso de calibracion externa. Sin
embargo, es necesario conocer el drea de la sefial obtenida en condiciones dadas por un proton.
Para evaluar este pardmetro se emplea el método de EI (el mismo disolvente excepto benceno,
agua, ciclohexano o derivados orgénicos de silicio).

Cabe mencionar que el uso de la técnica de RMN para el andlisis cuantitativo no se ha
generalizado debido al alto costo y complejidad de los espectros en las muestras reales.
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[.5.4. Técnicas cromatogrificas

En principio, el método de EI fue utilizado en las técnicas cromatograficas con el fin de
reducir los errores relacionados con baja precision de intreduccion de un pequefio volumen de la
muestra en la columna. Con el desarrollo tecnologico, las valvulas de inyeccion han mejorado y
actualmente esta fuente de errores no es tan importante. Sin embargo, el empleo de EI permite
controlar los efectos relacionados con los cambios de las condiciones en la columna (por ejemplo,
la temperatura) y sobre todo permite reducir errores cometidos durante el manejo de la muestra
[150,151].
Un EI ideal para las técnicas cromatograficas es un compuesto (analogo, homélogo,
isomero, enantiomero del analito, o uno de elles marcado con un isétopo estable) que cumple con
los siguientes requisitos:
¢ Propiedades fisicoquimicas del EI y del analito semejantes.
¢ Idéntica forma de incorporacion de EI y del analito en la muestra (casi imposible).
¢ Tiempo de retencion del EI semejante al del analito, pero con una resolucion cromatografica
de los compuestos completa (hasta la linea base).

+ Respuesta del detector parecida para €l EI y para el analito, presentes en la muestra en las
concentraciones semejantes.

+ El EI no debe ser un componente natural de la muestra.

En pocas aplicaciones analiticas es posible encontrar un EI ideal y por lo general se
buscan las cendiciones de compromiso. Sin embargo, si la separacion cromatogréfica se acopla a
un detector de espectrometria de masas, son mds las ventajas que ofrece el método de EIL
Utilizando un is6topo estable (o un compuesto marcado con el isétopo), las propiedades de los
dos compuestos pueden ser mas parecidas, ya que no es necesario obtener la resolucién
cromatografica hasta la linea base.

En la Tabla 9 se presentan algunos ejemplos de aplicacion del método de EI en la
determinacién cromatografica de cobre, de hierro y de otros elementos.
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Tabla9. Aplicacion del método de EI en la determinacién de Fe, Cu y otros elementos por
técnicas cromatograficas.

|
| Muestra

Técnica

Pardametros

Analitos Derivacién ool Detector | EI etk Ref.
! Cu, Ni, ;
' Pelo Mny , {““i’g‘;'g’c“ob“’ uv | Co LL: Sprex. | 13
| otros ne/e
| Dibencil :
Agttrasl CC“’ Cuc-l * | ditiocarbamato CLAR uv Co LD a8 153
naturales I y otros ds sodis g/l
Acido
Aguas Cu, Se, e s i
; N,N-dietil CLAR uv Pd LCcy=3ng | 154
el ko i Ditiocarbamico
Acetilcetona
Dietil ;
' A%“a;e %‘: E; ditiocarbamato GC MS DI er - “’]"el 155
Rames ’ de sodio e pg/
y otros
Dietil
Agu“;:l Cu,Ni | ditiocarbamato GC FID fﬁ L?U“’ml‘" 156 |
e de sodio ug/ |
Aguas Cu,Co, | Di-isobutil CLAR | UVNis | o Ehce— S0 .
naturales Ni | ditiocarbamato GC FID LDcupf -
Fe, Al .
. e Intercambio
Aleaciones Coy - AkiGiee ICP-AES | Mg 158
otros oy
. As, Se, Rh &
Sedimentos Sn y otros NaBH4 GC ICP-MS 205 159
Minceales | €% Mo, ’ CLAR |ICP-MS | DI 160
especiac.
Azul
Fuidos . de
= V. = 161
biolégicos Ca Gt = bromo- BBt
fenol
d Fe.C Dibencil Total LCen
MR &CUY | ditiocarbamato | CLAR | reflection intervalo | 162
|t olxos de sodio XRF ng/ - pg/l

DI — dilucién isotopica
FID - detector de ionizacion de llama
Total reflection XRF — fluorescencia de rayos X por reflexion total
GC — cromatografia de gases
MS - espectrometria de masas
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1.5.5. Otras aplicaciones

Ademas de las técnicas espectrales y de separacion discutidas hasta ahora, el método de
EI se utiliza también en diferentes técnicas de rayos X, de electroanélisis y de radioanalisis. De
manera semejante, el empleo de EI en estas técnicas permite corregir tanto errores originados por
el cambio de las condiciones instrumentales, debido a la composicion de la muestra o por errores
cometidos durante el manejo de muestra. En la Tabla 10 se presentan algunos ejemplos de las

aplicaciones que se acaban de mencionar.

1.5.6. Espectrofotometria UV/Vis

Debido a la forma de las bandas de absorcién molecular en la region espectral UV/Vis
(bandas anchas con alta probabilidad de solapamiento entre las sefiales de diferentes
componentes), generalmente la espectrofotometria UV/Vis tiene carcter unicomponente. Sin
embargo, el procedimiento de derivacion de los espectros permite obtener mejor resolucion de las
sefiales especificas para cada uno de los compuestos que presentan bandas de absorcion
solapadas, lo que hace posible el anilisis de dos 0 mas componentes en una corrida de muestra, o
bien permite utilizar el método de EI.

Una limitacion importante de los procedimientos espectrofotométricos es que presentan
una sensibilidad relativamente baja, lo que obliga llevar a cabo la etapa de preconcentracion-
separacion del analito en caso de su determinacion a nivel de trazas. Por otra parte, si las
concentraciones del analito en la muestra son elevadas, es necesaria la dilucién. En ambos casos,
los procedimientos empleados forman importantes fuentes de posibles errores analiticos.

En base a estos dos hechos que se acaban de mencionar, se ha propuesto el empleo del
método de estandar interno en espectrofotometria UV/Vis [177,178]. Considerando los requisitos
que tiene que cumplir un estandar interno (EI) en otras técnicas analiticas [151], se han definido
los siguientes parametros para EI en espectrofotometria UV/Vis:

+ Propiedades fisicoquimicas del analito y EI semejantes (polaridad, formacién de complejos,
etc.).

No hay interacciones entre el analito y EL

Baja absortividad del analito en la region de alta absortividad de EI

Alta absortividad del analito en la regién de baja absortividad de EI.

EI no es el componente natural de la muestra.

* & + »
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Tabla 10. Aplicaciones de EI en las técnicas instrumentales tales como espectrometrias de
rayos X, técnicas electroanaliticas y de radioanalisis.

Muestra Analitos Técnica instr. EI Pardmetros analiticos | Ref.
Potenciometria : LD=1.8pugl
Sangre Pb con stripping Bi(IIT) 3in) 163
. Potenciometria . .
Vino de mesa Pb cot Stripping Bi(IIIy LD =3.0 pg! 164
Voltametria
Aguas naturales | Cu, Cd, Pb | anédica por In(1IT) LD aprox. 1pg/l 165
siripping
: Cu, Fe, Pb, LD aprox. 0.2%,
Minerales Zn, Mn XRF V(VD) RSD<1.8% 166
Cu, Fe, Zn, | Total reflection LD en intervalo 20 — 50
Suero Br XRE ¥ il 167
5 Fe,Cuy Exactitud en intervalo de
Agua de rio i PIXE Pd + 5% 168
Fe,Cuy | Total reflection LD en intervalo de 0.5-
Apepotatle otros XRF b 11 pgl i
S — comp. o
Tejidos o] PIXE | natural de fg:; 1%%‘:;%3[ 170
la muestra *
Fe,Cuy | Total Reflection LD en intervalo 20-
.- Suero otivs XRF X 50meg/l 167
LDc,=10ng/l, _
Aguas naturales F% n-(;u y [p:;gﬁc ) Pd LDp=24ng/l 171 |
> : (sample volume 300ml) |
Sedimentos U, Th NAA mU, BITh Mejor precision con EI | 172
Si—comp.
Muestrlaés cas L ?tlr;)(s:a y NAA natural de | Mejor precision con EI | 173
RGO la muestra
Na - comp.
1 R Il NAA | naturalde 174
1gado la muestra
Suero Se, Zn NAA Ce CVs.=3%,.CVz,=3% | 175
Suero v NAA 'sV(V) CV=6% 176

XRF — fluorescencia de rayos X

Total reflection XRF — fluorescencia de rayos X por reflexién total

PIXE — Emisién de rayos X inducida por los protones
NAA — Andlisis por activacion de los neutrones
GC - Cromatografia de gases

Gustavo Cruz Jiménez
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Siguiendo estos criterios se ha demostrado que, utilizando el método de estandar interno
v espectros derivados, los errores debido a la dilucion de la muestra [177] v errores cometidos en
la etapa de preconcentracion [178] pueden ser reducidos o eliminados. Para la determinacién de
Cr(VI) en aguas naturales, la preconcentracién del analito se llevo a cabo via extraccion seguida
por evaporacion del disolvente (factor de preconcentracion aproximado: 400) [178], mientras que
en el analisis de azinfos en formulaciones requeria una dilucién aproximada de 10° veces. En
ambos casos se obtuvieron mejores parametros analiticos (limite de deteccién, coeficiente de
regresion lineal y precisién) con respecto a los mismos procedimientos pero sin utilizar el método
de EI En los trabajos més recientes se aplicd el método de EI en la determinacidn de miconazol
en cremas farmacéuticas [179] y en la determinacion de arsénico con dietil ditiocarbamato de
plata en aguas naturales [180]. Se demostrd, que en presencia de una matriz quimica bastante
compleja como es la crema farmacéutica, el método de EI también permite mejorar las
caracteristicas analiticas obtenidas en los procedimientos espectrofotométricos.

La ventaja mas importante del método de EI es que, el uso de procedimientos analiticos
menos rigurosos permite obtener excelentes parametros analiticos (reduccion de errores
cometidos en cada una de las etapas definiendo la sefial analitica 8§ = Sanaio/Ser). Esto a su vez
permite simplificar los procedimientos y trabajar con micro volumenes (en el andlisis de azinfos
el factor de dilucién de aprox. 10° se obtuvo utilizando solo 10 ml de metanol). Resumiendo, el
método de EI permite llevar los procedimientos espectrofotométricos a micro escala, obtener
muy buenas caracteristicas analiticas, ahorrar los reactives y acortar el tiempo de analisis.

Por tiltimo, cabe mencionar que los compuestos seleccionados como EI en los trabajos
mencionados fueron diferentes colorantes azules. En el caso de la determinacion de arsénico, la
resolucion espectral de las bandas de absorcion del complejo de analito y de EI (erioglaucina A)
fue lo suficiente para leer las sefiales de analito y de EI directamente de los espectros de cero
orden sin necesidad de derivar dichos espectros, lo que forma una ventaja adicional del

procedimiento desarrollado y permite utilizar este procedimiento en los laberatorios de rutina.
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OBJETIVO

II. OBJETIVO DEL TRABAJO

El objetivo principal de este trabajo fue desarrollar los procedimientos micro extracto-
espectrofotométricos adecuados para la determinacion de hierro y de cobre a nivel de
trazas. Como punto de partida se tomaron los métodos espectrofotométricos basados en la
reaccion de cobre con disulfonato de batocuproina y la reaccion de Fe(Il) con disulfonato de
batofenantrolina. Con el fin de aumentar el poder de deteccion, se ha propuesto incluir en los
procedimientos analiticos una etapa de preconcentracion y, para controlar posibles errores debido
al manejo de la muestra, utilizar el método de estdndar interno.

— —_—
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III. PARTE EXPERIMENTAL

I11.1. Aparatos y Equipo.

1. Purificador de agua (Calidad de agua MilliQ), LABCONCO WATER PRO PS.
Espectrofotometro con arreglo de diodos MILTON ROY SPECTRONIC ARRAY 3000,
con paquete de software versién 2.01.

Espectrometro de absorcion atémica modelo Perkin-Elmer 3110 equipado con Horno de
Grafito modelo HGA-600 y con automuestreador AS-60, controlado por el paquete de
software WinLab de Perkin-Elmer.

4 Tubos Eppendorff de 1.5 ml.

5 Tubos Falcon 50 ml.

6. Micropipetas Eppendorff de 0.5-10 ul, 20-200 pl y 200-1000 pl.
T Equipo de plastico.
3
9

[

(%)

Sistema de flujo de aire frio.
Gradilla para tubos Eppendorff.

10.  Microcelda de cuarzo SIGMA de 50 pl.

11,  Vortex GENIE 2.

12.  Microcentrifuga DENVER INSTRUMENT.

13.  Guantes de latex.

14.  Computadora personal HP/ VECTRA 500, equipada con el Programa de Software
GRAMS/32 V. 5.01, de Galactic Industries Corporation.

&
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II1.2. Reactivos y disoluciones.

I11.2.1.Analisis de cobre

S e el O Rl e

Solucion stock, concentracion de cobre 1 000 mgll'1 fue estandar para espectrometria de
absorcién atémica de Sigma. La solucién de trabajo (2 mg-1") se prepard diariamente con
la dilucién correspondiente.

Solucién acuosa de azul de bromofenol 0.1%, se preparé de reactivo Merck. La solucion
de trabajo al 4-107% se preparaba diariamente.

Solucién de acido batocupreindisulfénico (sal disodica) 3.5 mmoll", reactivo Sigma.
Solucién de clorhidrato de hidroxilamina 1 mol-I"’, reactivo Sigma.

Solucién de cido clorhidrico 2 mol1”, reactivo Sigma.

Solucién de hidréxido de sodio 0.2 mol-I"', reactivo Sigma.

Solucién de citrato de sodio (sal trisédica) 1.5 mol-1", reactivo Sigma.

Solucién de acido tricloroacético (TCA) 0.6 mol-I", reactivo Sigma.

Solucién de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (CTAB) 0.15 moll" en cloroformo,
reactivo Sigma.

Solucion de bromuro de benciltributilamonio (BTAB) 0.15 mol-I"! en cloroformo, reactivo
Sigma.

Solucién de cloruro de tricaprililmetilamonio (aliquat 336) 0.15 mol-" en cloruro de
metileno o cloroformo, reactivo Aldrich.

Cloroformo, J.T. Baker.

Cloruro de metileno, J.T. Baker.

Material de Referencia (SRM 1643d - elementos traza en aguas naturales), Instituto
Nacional de Estandares y Tecnologia, EUA.

Suero Control Precipath U (171760), Boehringer Mannheim GmbH, Alemania.

Muestras de agua de pozo, Comisién Estatal de Agua y Saneamiento de Guanajuato
(CEASG).

L 4
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111.2.2. Analisis de hierro

1. Solucidn stock de Fe(Il) 1 000 mg-l", se prepard a partir de la sal FeSQ4-7H,0, reactivo J.
T. Baker. La solucién de trabajo (2 mg-]']] se prepard diariamente con la dilucién
correspondiente.

2. Solucion stock de Fe(Il) 1 000 mg-l'l fue estindar para espectrometria de absorcion
atémica de Sigma. La solucién de trabajo (2 mg.I™") se preparé diariamente con la dilucién
correspondiente.

[¥=]

Solucién acuosa de azul de bromofenol 0.1% se prepard de reactivo Merck. La solucién
de trabajo al 2.5-107% se preparaba diariamente.

4. Solucién de hidroxilamina 1mol-I", reactivo Sigma. La solucién resultd estar contaminada
por el hierro, por lo que se llevd a cabo el procedimiento de purificacién. Para ello se
tomaron 50 ml de la solucién 1 mol-1’, se adicionaron 200 pl de batofenantrolina 3.5
mmol-1"! y se realizaron tres extracciones del complejo Fe(II)-batofenantrolina a cloruro

de metileno.

5. Solucion del 4cido clorhidrico 2 mol-I”, reactivo Sigma.

6. Tampén de acetatos (pH 5.5, 1mol-l""), reactivo Sigma

7. Disulfonato de 4,7-difenil-1,10-fenantrolina 3.5mmol-l", reactivo Sigma.

8. Solucién 3.5 mmol-I"' de aliquat 336 fue preparada en cloruro de metileno (reactivo
Sigma).

9. Solucién de fluoruro de sodio 1 mol-I, reactivo J. T. Baker.

10.  Solucién de cido oxalico 0.5 mol1?, reactivo J. T. Baker.

11.  Solucién EDTA 0.1 mol-"}, reactivo Monterrey.

12.  Cloruro de metileno, J.T. Baker. .

13.  Material de Referencia (SRM 1643d - elementos traza en aguas naturales), Instituto
Nacional de Esténdares y Tecnologia, EUA.

17. Muestras de agua de pozo, Comisién Estatal de Agua y Saneamiento de Guanajuato
(CEASG).

#
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IV. RESULTADOS Y DISCUSION
IV.l. Determinacién de cobre.

En esta parte del trabajo se propone una modificacion al método espectrofotométrico
para la determinacidn de cobre con disulfonato de batocuproina [60] ¥ su aplicacion
para el analisis de suero y de aguas naturales. Dicha modificacion consiste en incluir una etapa de
separacion/preconcentracién del analito y en utilizar el método de estandar interno con el fin de
reducir los posibles errores analiticos cometidos en el procedimiento. Las ventajas esperadas del
procedimiento modificado son las siguientes: un aumento del poder de deteccién, mejor precisién
de los resultados, disminucion del tamafio de muestra y el uso de menor cantidad de reactivos.
Tomando en cuenta la composicion quimica diferente del suero y de las aguas naturales y,
los diferentes niveles de cobre en los dos tipos de muestra, se disefiaron dos propuestas para la
etapa de separacion/preconcentracion. El punto comin de las dos propuestas es la extraccién del
complejo del analito y de EI a fase orgénica apolar. Por tanto, en primer lugar se procedié con la
seleccion del EI, adecuado para cumplir con el criterio espectral y con el requisito de

comportamiento semejante del complejo de analito y de El en la etapa de extraccion.
IV.1.1. Seleccién de esténdar interno.

En la seleccion de EI se tomé en cuenta el criterio espectral. Ademas, se considerd que las
condiciones experimentales de la formacién del complejo de cobre recomendadas en el método
normalizado (pH 5.6, 0.1 mol-I"! hidroxilamina, capitulo 1.3.1.) no deben afectar al espectro de EI
y por ultimo, los rendimientos de extraccion del EI y del complejo del analito tienen que ser
parecidos. Como posibles EI se estudiaron una serie de colorantes azules, que contienen en su
estructura grupos sulfonados. Se observé que para azul de bromofenol existe una buena
resolucion espectral entre el complejo de cobre y este colorante, por lo que azul de bromofenol
fue considerado como posible EI. A continuacion se verificd experimentalmente, que el espectro
de este colorante (concentracion 1107 %) no cambia en presencia de hidroxilamina hasta su
concentracién de 0.2 mol-I".

Para lograr la extraccion del complejo de cobre y del azul de bromofenol a la fase apolar,
es necesario neutralizar la carga negativa de estos dos compuestos en la solucién acuosa. Como
posibles contra-iones se probaron tres aminas cuaternarias (CTAB, BTAB y aliquat 336)
seleccionando finalmente el aliquat 336, ya que en su presencia se obtuvieron mejores
rendimientos de extraccion. Cabe mencionar que, el azul de bromofenol es un indicador acido-
base (cambio de color en el intervalo de pH 3.0 — 4.6), por lo que se verificé experimentalmente
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que, a pH de fase acuosa >2.6, después de la extraccion, aproximadamente 99% del colorante en
fase orgdnica estd en forma azul.

Se estudid el efecto de la concentracion de aliquat 336 en cloroformo en la extraceion de
Cu(I)-batocuproina y de EI a cloruro de metileno. Se observé que, en la presencia del surfactante
en concentraciones por encima de 5 mmol-I"!, los rendimientos de extraccién fueron de 97.2 +
0.4% para el complejo de cobre y de 99.4 + 0.2 % para ¢l azul de bromofenol (Fig.1).

Finalmente, se selecciono la concentracion de aliquat 336 de 10 mmol-1".

1000 - A —

? e
o

Y

5
L P ® - Complejo de Cut

I

Il f m - Azul de bromofenol
)

I

% de extraccion
[=:]
e
(=]
L

600 - - =
0 5 10 15 20 25 30
Aliquat, 336, mM/L

Figura 1. Efecto de la concentracion de aliquat 336 ¢n cloroformo (150pl) en los rendimientos
de extraccién del complejo Cu(l)-batocuproina (10 mgl' Cu) y de azul de
bromofencl (4107 %). (Volumen de fase acucsa 1ml, pH 5.6)

En la Fig. 2 se presentan los espectros del complejo de cobre y de azul de bromofenol en
presencia de aliquat 336, donde puede verse claramente que no existe ninguna contribucidn
espectral de azul de bromofenol en 477nm (maximo de absorcion del complejo de analito).
Asimismo, no hay contribucién espectral del complejo Cu(I)-batocuproina en 602 nm (méximo
de absorcién para azul de bromofenol), por lo que las sefiales netas de los dos compuestos pueden
obtenerse en sus respectivos maximos de las bandas de absorcién de los espectros de orden cero.
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Absorbancia

700

Longitud de onda, nm

Figura 2. Espectros de absorcién A - de complejo de cobre con disulfato de batocuproina (3.5
mg1' Cu), B - de azul de bromofenol (1.3-107%) en presencia de 0.01 mol-l" de

aliquat 336, utilizando la solucién de aliquat en cloroformo como referencia.

De los resultados obtenidos, se seleccioné el azul de bromofenol como EI en la
determinacion extracto-espectrofotométrica de cobre. Su concentracién en la muestra fue
seleccionada para asegurar valores semejantes de absorbancia en 602 nm y en 477 nm (complejo
del analito) en la solucién de calibracion que contiene la concentracién més alta de cobre.

1V.1.2. Procedimiento para el analisis del suero.

En el andlisis del suero, se propuso el siguiente esquemna de procedimiento: precipitacion
de las proteinas en la muestra, formacion del complejo Cu(l)-batocuproina, adicion de EI y
extraccién del complejo de cobre junto con EI a cloroformo. El objetivo fue minimizar el tamafio
de la muesira y disminuir la cantidad de los reactivos (cloroformo) respecto a los procedimientos
reportados en la bibliografia [48,62]. En el desarrollo del procedimiento se tomé en cuenta la
concentracién de cobre en el suero, la sensibilidad del método con batocuproina [60] ¥ el
volumen minimo necesario para registrar el espectro (100 pl). A continuacion se describe el

procedimiento desarrollado.
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Con ¢l fin de liberar el cobre unido a proteinas, se adicioné a muestras de suero (300 ul)
el 4cido clorhidrico (100 pl, 1.4 molI") y se incubé durante 15 min a una temperatura de 95 °C.
Posteriormente, se llevé a cabo precipitacion de las proteinas con el acido tricloroacético (200 ul,
0.6 mol 1™ [62]. Después de centrifugacion (10,000 g, 5 min) se tomaron 400 pl de sobrenadante
y se llevo a cabo la reaccion de formacién del complejo Cu(I)-batocuproina. Para ello se
adicionaron 100ul de hidroxilamina (1 mo-l-l"), 400 pl de la solucién reguladora (1.5 mol-l’!
citrato de sodio més 0.2 moll" sosa (pH 5.6)) y 100 ul de la solucién de batocuproina 3.5
mmolT'. A esta solucién se adiciond también el EI (azul de bromofenol, 50 pl, 410> %) y se
llevd a cabo la extraccion del complejo de cobre y de EI a solucion de aliquat 336 en cloroformo
(150 pl). En este caso, debido a la presencia del dcido tricloroacético que forma pares iénicos con
aliquat 336, fue necesario adicionar mas surfactante respecto a los resultados presentados en la
Fig. 1. Se estudié de nuevo el efecto de la concentracidn de aliquat 336 en este sistema vy,
utilizando la solucién 0.15 moll” de aliquat 336 en cloroformo, se obtuvieron rendimientos de
extraccion de 96.7 + 0.4 % y de 99.1 + 0.3 % para Cu(I)-batocuproina y para EI respectivamente.
Después de extraccion v centrifugacién (3,000 g, 2 min), se obtuvieron las lecturas de
absorbancia a 477nm (Aanaiirs) ¥ @ 602nm (Agr) en fase de cloroformo utilizando como referencia
¢l blanco, preparado en paralelo (blanco contenia todos los reactivos menos suero y menos EI).
La sefial analitica (5) se definié como la relacién entre estos dos valores:

S = Agnaiiro / Ag1

La calibracion se llevo a cabo utilizando el mismo procedimiento. Es decir, se tomaron
alicuotas de 0, 50, 100, 150, 200, 250 y 300 pl de la solucién estindar de trabajo (2 mg1"), se
completd el volumen hasta 300 pl con agua desionizada y se procedi6 con los mismos pasos que
para muestras de suero. Los espectros de las soluciones de calibracion se presentan en la Fig.3.
La funcién de calibracion se construyé relacionando la sefial analitica con la concentracion de
cobre en la solucién inicial (sin emplear el procedimiento). Gracias a esto, a partir de las lecturas
de las sefiales en muestras reales se obtuvieron directamente las concentraciones de cobre en
Suero.

Los pardmetros analiticos se evaluaron de acuerdo con las recomendaciones de la [UPAC
[181]. En la Tabla 11 se comparan las funciones de calibracion, los limites de deteccién y de
cuantificacién asi como los coeficientes de variacién obtenidos para dos concentraciones de
cobre obtenidos utilizando como la sefial analitica Aunaite (5in EI) vy la relacion Aapaio/Ae (con
EI). Se puede observar en esta Tabla, que el uso del método de EI permiti6 mejorar
significativamente todas caracteristicas analiticas.
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Absorbancia

Longitud de onda, nm

Figura 3. Espectros de las soluciones de calibraciéon obtenidos en el procedimiento para el
analisis de suero: (1) EI, (2) 0.67mg 1! Cu+ EI, (3) 1.33 mg:I"! Cu+ EI, (4) 2.0 mgI
'Cu+EL

Tabla 11. Pardmetros analiticos en la determinacién de cobre en suero evaluados sin y con
empleo de estandar interno.

Parametro Con EI Sin EI
Funcién de calibracion (S = a-cgy + b) 0.453¢cc, + 0.003 | 0.352¢c,—0.010
Coeficiente de regresién (R”) 0.9991 0.9897
Desviacion estindar de la pendiente (DE.) 7.70-10° 1.24-107
Desviacién estandar del intercepto (DEy) 9.31-10° 1.50-10
Rango lineal (mg-1™) 0.1-2.0 0.6-2.0
| Limite de deteccion (pg1™) 0.03 0.18
Limite de cuantificacion (ug-1") 0.10 0.55
Precisién para 0.5mg-I"" de Cu (CV, %) 22 6.7
Precisién para 1.5mg-1"' de Cu (CV, %) 1.6 5.4

Ccy - concentracién de Cu en mg:1”, CV - coeficiente de variacién, n=6.

En la validacién del procedimiento desarrollado, se llevé a cabo la determinacion de cobre
en un material de referencia (suero control, Precipath U) utilizando la calibracién externa y el
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método de adicion de estindar. En la adicidon de estdndar, se tomaron alicuotas de 100 pl de
suero, se adicionaron 50, 100 y 150 pl de estindar de cobre de trabajo (2 mgl' Cu) y se
completd el volumen hasta 300 pl con agua desionizada. Los resultados promedios obtenidos
para 5 réplicas fueron de 1.56 + 0.04 y de 1.53 + 0.04 mg-I" respectivamente para la calibracién
externa v en la adicion de estindar, demostrando buena concordancia con el intervalo sefialado en
el certificado del material de referencia (1.45 - 1.96 mg-l" ).

El procedimiento fue aplicado en la determinacion de cobre en suero de tres voluntarios
sanos. El andlisis se llevo también por espectrometria de absorcion atémica con homo de grafito
utilizando las condiciones experimentales e instrumentales que se resumen en la Tabla 12. Este
procedimiento también fue validado con el mismo suero control obteniéndose el resultado
promedio de 1.53 + 0.03 mg1" (5 réplicas) que concuerda tanto con el intervalo indicado por
Boehringer Mannheim como con los resultados obtenidos por el procedimiento propuesto.

Tabla 12. Parametros instrumentales y experimentales en la determinacion de cobre en suero y
en agua por espectrometria de absorcion atémica con horno de grafito.

Longitud de onda 324.8 nm
Correccion del fondo Lampara de deuterio
Técnica de atomizacién Atomizacion desde la pared
Superficie de atomizacién Grafito recubierto piroliticamente
Modificador Sin modificador

| Soluciones de calibracién 0, 10, 20, 30, 40 y 50 pg-1"

| Dilucién de la muestra Suero — diluido 40 veces

Agua — sin dilucién
SRM 1643d - sin dilucion

| Programa de temperatura:

Etapa Temperaturs, °C Tiempo “ramp”, 8 Tiempo “hold”, s
Secado 120 10 50(suero), 20 (agua)
Pirélisis 1000 1 30
Enfriamiento 20 1 15
Atomizacién 2300 0 5
Limpieza 2600 1 5

Los resultados obtenidos en sueros de los voluntarios, por el procedimiento propuesto y
por espectrometria de absorcion atomica se presentan en la Tabla 13, no se detectd una diferencia
estadisticamente significativa entre los resultados de las dos técnicas (ANOVA, p < 0.05).
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Tabla 13. Resultados de analisis de sueros de tres voluntarios sanos (n=3).

s Concentracién promedio de cobre, mg-I" + DE
Procedimiento espectrofotométrico | Espectrometria de absorcién atémica

1 0.88 +£0.01 0.89 £0.01

2 1.24 £0.02 1.25 +0.01

3 0.92£0.02 0.94 +0.01

IV.1.3. Procedimiento para el anilisis de aguas naturales.

La composicion quimica de aguas naturales es muy diferente a la del suero, ademas la
concentracion esperada de cobre es inferior {en orden de los ug‘l'l], por lo que el esquema del
procedimiento a desarrollar tuvo que ser distinto. En este caso, la separacién/preconcentracion de
cobre se llevo a cabo en dos etapas: por extraccion del complejo a fase apolar y por evaporacion
del disolvente seguida por redisolucién del residuo en un micro volumen. Debido a la necesidad
de evaporar el disolvente, se utilizd cloruro de metileno (Tep= 39.8 °C) en lugar de cloroformo
(T= 61.2 °C), ya que este disolvente es mas volatil ¥ menos toxico. El objetivo en esta parte fue
lograr preconcentracién del analito y también llevar el procedimienio’a micro escala (menor uso
de reactivos, procedimiento menos riguroso). De manera semejante como en caso de suero, en el
desarrollo del procedimiento se tomd en cuenta la concentracién de cobre en la muestra, la
sensibilidad del método con batocuproina [60] y el volumen minimo necesario para registrar el
espectro (100 pl). A continuacién se describe el procedimiento desarrollado.

Se tomaron 10 ml de muestra de agua, se filtro (0.45 pm) y acidifico (0.1 mol-I" HNO5) ¥
se llevo a cabo la reaccion de formacién del complejo Cu(l)-batocuproina. Para la reduccion del
cobre se adicionaron 200 pl del 4cido clorhidrico (2 mol1™") y 500 pl de hidroxilamina (1mol-I").
Después de agitar, la muestra se filtré (0.22 um), se adicion6 Iml de la solucion de citrato de
sodio (1 mol-1”, asegurando el pH final de 5.6), 50 ul de azul de bromofenol (EL, 4-107%) y 200
ul de la solucién de batocuproina (3.5 mmol-I™"). Se dejé la solucién 15 minutos para completar la
reaccion y se sigui6 con la extraccién a cloruro de metileno (1.7 ml de 10 mmol-I"! aliquat 336 en
cloruro de metileno, Fig. 1). Después de centrifugar, se tom6 aproximadamente 1.5 ml de la fase
orgénica y se evapord el disolvente en flujo de aire (temperatura ambiente). El residuo obtenido
(Cu(l)-batocuproina + EI + exceso de aliquat 336) se redisolvi6 en 150 pl de cloruro de metileno
v se registraron los especiros de absorcién (400 — 700 nm) tomando cloruro de metileno como
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referencia. La sefial analitica se obtuvo de la misma manera que en el procedimiento para suero
(S=Aanaiu/Aer). El blanco fue preparado en paralelo (todos los reactivos menos cobre) y las
sefiales netas fieron obtenidas restando la sefial del blanco (Ssianco=dA ¢77m’d6020m)-

La calibracién se llevo a cabo utilizando el mismo procedimiento. Es decir, se tomaron
alicuotas de 0, 25, 50, 100, 150 y 200 pl de la solucion estindar de trabajo (2 mg' 1), se completd
el volumen hasta 10 ml con agua desionizada y se procedié con los mismos pasos que para
muestras de agua. Los espectros de las soluciones de calibracién se presentan en la Fig.4. De
manera semejante como para el suero, la funcién de calibracién se construyo relacionando la
sefial analitica con la concentracién de cobre en la solucién inicial (sin emplear el

procedimiento).

Absorbancia

700

Longitud de onda, nm

Figura 4. Espectros de las soluciones de calibracién obtenidas en el procedimiento para el
analisis de aguas: (1) EI (azul de bromofenol, 2.10%%), (2) 5.0 pgl? Cu+EL (3) 10
ug " Cu+EL (4) 20 pgT" Cu+EL (5) 30 ug 1" Cu+EL (6) 40 pg1"' Cu+EI.

Las caracteristicas analiticas evaluadas se presentan en la Tabla 14, donde puede
observarse el efecto benéfico del uso de estandar interno. El procedimiento en el cual la sefial
analitica fue obtenida como la relacion entre las absorbancias del complejo de analito (As7mm) ¥
del EI (Asg2am) Presento mejor sensibilidad y precisién en la determinacién de cobre respecto al

procedimiento sin EL
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Tabla 14. Parimetros analiticos en la determinacion de cobre en aguas naturales evaluados sin y
con empleo de estandar interno.

Pariametro Con EI Sin EI
Funcién de calibracién (S =a-cc, + b) 217-10%cu - 1.76:10%cc, —
1.17-10° 2.11-10?
Coeficiente de regresién (Rz) 0.9995 0.9934
Desviaci6n estindar de la pendiente (DE,) 2.17-10* 4.40-107
Desviacion estandar del intercepto (DE,) 4.42-10° 1.03-10%
Rango lineal (ug1™) 1.3-40 46-40
Limite de deteccion (ugl1™) 0.4 14
Limite de cuantificacion (ug-1") 1.3 4.6
Precision para 8.0pg:1" de Cu (CV, %) 4.8 10.7
Precisién para 40ug-1" de Cu (CV, %) 1.6 10.6

¢c, - concentracion de Cu en pgl”, CV - coeficiente de variacién, n=6.

La reaccién entre cobre y batocuproina es muy selectiva, por lo que hay pocas
interferencias causadas por iones inorganicos (Tabla 3). Sin embargo, en aguas naturales se
esperan interferencias relacionadas con la presencia de sustancias himicas. Se estudié el efecto
del acido himico en la sefial analitica del cobre y los resultados se presentan en la Figura 5. Se
puede observar en esta Figura que, la sefial de cobre disminuye con la creciente concentracion del
interferente. En el intervalo de lrng-l'1 a6 mgl1" de scido himico, esta supresién de la sefial no es
significativa (aprox. 3 %), pero en presencia de 10 mg1"! la sefial del cobre baja aprox. 17 %
respecto a la sefial obtenida en ausencia del interferente. Estos resultados indican que el
procedimiento propuesto puede ser aplicado en el andlisis de aguas naturales que contienen bajas
concentraciones de las sustancias himicas (<6 mg-I'"), por ejemplo de aguas subterraneas [182].

El procedimiento desarrollado fue validado utilizando el material de referencia certificado
(SRM1643d, elementos traza en aguas naturales, NIST). El resultado promedio en la
determinacién de cobre en este material de referencia (5 réplicas) fue 20.3 £ 0.6 pgl™” por el
procedimiento propuesto y 21.2 + 0.4 ugl" por espectrometria de absorcién atomica con homo
de grafito (Tabla 12). Los dos valores obtenidos concuerdan satisfactoriamente con el valor
certificado para el cobre (20.5 £ 3.8 pgI"") demostrando la validez de los dos procedimientos.
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Figura 5. Efectodela concentracién del acido himico en la sefial analitica de 40 pgl” de Cu.

(procedimiento propuesto para el analisis de aguas naturales).

Se analizaron tres muestras de agua subterranea utilizando el procedimiento propuesto ¥y
espectrometria de absorcion atémica con horno de grafito. Los resultados se presentan en la Tabla
15, donde se puede observar muy buena concordancia entre los dos procedimientos (no se detecto
la diferencia estadisticamente significativa por ANOVA, p <0.05).

Tabla 15. Resultados de la determinacion de cobre en muestras de agua subterranea.

et Concentracién promedio + DE, pgT (0=5)

Procedimiento propuesto | ETA-AAS

‘ 1 56+0.3 ‘ 52%0.1
2 23.6£0.5 - 233404

L 3 117403 \ 11502
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IV.2. Determinacion de hierro.

En esta parte del trabajo se desarrolla un procedimiento analitico para la determinacién de
hierro basado en la reaccion entre el Fe(ll) y disulfonato de batofenantrolina formando un
complejo de color rojo, que puede ser cuantificado espectrofotométricamente. Como se discute
en la parte de la Introduccion, el disulfonato de batofenantrolina es un ligante bastante selectivo
para el Fe(Il) y ha sido utilizado por varios autores en la determinacién de este elemento en
diferentes matrices [61,62,86,99-107]. La novedad del procedimiento que se presenta en este
trabajo consiste en llevar a cabo una etapa de separacion/preconcentracion para poder determinar
el hierro a nivel de trazas. En los anilisis de aguas naturales y/o agua de mar es requerido un alto
poder de deteccién, ya que el nivel de hierro en estas muestras puede bajar hasta las
concentraciones de ng-1" - ugI™' (Tabla 2).

La separacién/preconcentracién de hierro se planeé en dos etapas: extraccion del
complejo a un disolvente orginico apolar y evaporacion de este disolvente seguida por
redisolucién del residuo en un micro volumen. Gracias a este disefio, se espera poder cuantificar
¢l hierro a niveles mas bajos. Por otra parte, el aumento de poder de deteccion permite llevar el
procedimiento a micro escala, con lo que disminuye el tamafio de muestra requerido y se usa
menos cantidad de reactivos. Hay que destacar que en este tipo de procedimientos, en la etapa de
extraccion y utilizando pequefios volumenes de solventes volatiles, crece el riesgo de cometer
errores analiticos. Con el fin de reducir o eliminar estos errores se utiliza el método de estandar
interno.

En el desarrollo del procedimiento los problemas a resolver fueron los siguientes:
Seleccion de estandar interno adecuado.
Seleccion de las condiciones experimentales en la etapa de extraccion.
Seleccion de un disolvente organico adecuado.
Definicion de la sefial analitica.
Estudio de las posibles interferencias.
Estudios de especiacién Fe(IT)/Fe(1II).
A continuacién se presentan los resultados obtenidos en los estudios sistematicos para

* & * * * *

abordar cada uno de estos puntos que se acaban de mencionar.
IV.2.1. Procedimiento para el anilisis de hierro total en aguas naturales.

El primer objetivo del trabajo fue lograr la cuantificacién de hierro total en la muestra. La
reaccién con disulfonato de batofenantrolina es selectiva para el Fe(II), por lo que se llevo a cabo
una pre-reduccién de Fe(Ill) a Fe(Il) con hidroxilamina en medio 4cido [183]. De manera
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semejante como en la determinacién de cobre, se tomé en cuenta la concentracién de hierro
esperada en las muestras (del orden de pg-l"), la sensibilidad del método con disulfonato de
batofenantrolina [61] y el volumen minimo requerido para registrar el espectro (100 pl). En base
a estos datos se disefio el esquema general del procedimiento que se presenta en la Figura 6. El
factor de preconcentracion esperado es de aproximadamente 50.

Acidificacién de la muestra (10 ml) \

)

Reduccién de Fe(III) a Fe(II) ‘
.

‘ Adicién de E1 y ajuste de pH ‘

¥

lFormacién del complejo Fe(II)- batofenamro]inal

’7 Extraccién del complejo y del EI 1
v

‘ Evaporacion del solvente ‘
{

‘ Redisolucion en solvente organico (200 pl) ‘
{

\ Registro de espectros
!

‘ Sefial analitica = Aanatito/ AEr ’

Figura 6. Esquema general del procedimiento a desarrollar (determinacién de hierro total en
aguas naturales).

En la seleccién de un estdndar interno adecuado se tomé en cuenta el criterio espectral y
el requisito de comportamiento semejante del analito y de EI en la etapa de extraccion. El
complejo Fe(Il)-batofenantrolina presenta la banda de absorcion en la regioén visible con el
méximo a 535 nm, por lo que se consideraron algunos compuestos de color azul como posibles
estandares internos. En la Fig. 7 se pueden comparar las estructuras moleculares de disulfonato
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de batofenantrolina con las de azul de bromofenol y de erioglaucina A, seleccionados debido a
que se observd buena resolucién espectral con el complejo de hierro y debido a presencia de
grupos sulfonicos en sus estructuras.

DISULFONATO DE BATOFENANTROLINA AZUL DE BROMOFENOL
505
CH;3
'\?& CgHi7
L]
l l CgHy7—N—CH;z
CgHy7

-
(CONTRA ION)

S0y

ERIOGLAUCINA A

Figura 7. Estructuras moleculares del ion disulfonato de batofenantrolina, azul de bromofenol,
erioglaucina A y aliquat 336.
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En la solucion acuosa, el complejo Fe(Il)-batofenantrolina presenta carga negativa y es
necesario neutralizar esta carga para poder extraer el complejo a fase organica apolar. De manera
semejante que en los procedimientos desarrollados para el cobre, se adiciona una amina
cuaternaria que forma pares iénicos con el complejo. Ademss, los dos compuestos sulfonados
seleccionados como posibles EI también deberian extraerse en forma de respectivos pares iénicos
con aliquat 336. En la seleccion de contra-ién se probaron tres aminas cuaternarias {CTAB,
BTAB y aliquat 336) observandose mejores rendimientos de extraccién de pares iénicos en
presencia de aliquat 336. En cuanto a EI, en los estudios preliminares se observé un bajo
rendimiento de extraccién de erioglaucina A respecto a los resultados obtenidos para azul de
bromofenol. Por tanto, este ltimo compuesto fue utilizado como EI en la determinacion de
hierro con disulfonato de batofenantrolina.

Cabe destacar que los complejos de Cu(l) — batocuproina y Fe(Il) — batofenantrolina
presentan estructuras semejantes por lo que parece logico utilizar el mismo surfactante como
contra-idn y el mismo compuesto como EI en los procedimientos extracto-espectrofotométricos
basados en la formacion de estos dos complejos. También hay que recordar, que el espectro de
azul de bromofenol no se vié afectado en presencia de hidroxilamina (capitulo IV.1.1).

En la Fig. Ba se presentan los espectros del complejo Fe(II)-batofenantrolina y del azul de
bromofenol cbtenidos después de la extraccion con la solucién 0.03 mol-I" de aliquat 336 en
cloruro de metileno. En esta Figura se puede observar que existe un pequefio solapamiento entre
bandas de absorcion de los dos compuestos, por lo que no se pueden obtener las absorbancias
netas del complejo a A= 535nm y del EI a A= 602nm, (longitudes de onda correspondientes a los
maximos de absorcion en los espectros). Sin embargo, la contribucién espectral de EI en la sefial
del complejo disminuye, cuando se utiliza la longitud de onda A= 490nm, que no corresponde al
maximo de absorcion del complejo. Este cambio de longitud de onda para el complejo de analito
permite reducir las interferencias espectrales, pero se tendra pérdida de sensibilidad para el hierro
de aproximadamente 18 %. Por otro lado, los posibles errores analiticos causados por
solapamiento de las bandas de absorcién podrian ser eliminadas utilizando los espectros
derivados y la técnica de cruzamiento en cero (zero-crossing). Se obtuvieron los espectros
derivados de primer, segundo y tercer orden. Las mejores condiciones para la técnica de

cruzamiento en cero se observaron utilizando segunda derivada (Fig. 8b).
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Figura 8. Espectros de absorcion de complejo Fe(II)-batofenantrolina (0.2 mg-1" de Fe) y de EI
(8-10'5 % de azul de bromofenol) después de extraccion a 0.03 mol-I! aliquat 336 en
cloruro de metileno. (Volumen de fase acuosa 10 ml, volumen de fase orgénica 1.7
ml, referencia cloruro de metileno)-
(a) — espectros de cero orden; (b) - espectros derivados de segundo orden.
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Uno de los puntos importantes a estudiar fue el efecto de pH en la sefial analitica en el
procedimiento propuesto. El complejo Fe(lI)-batofenantrolina es estable en el intervalo de pH
entre 3 y 10 [61], pero el espectro de EI va a depender de pH en este intervalo (azul de
bromofenol es un indicador 4cido-base, cambio de color en intervalo de pH 3.0 — 4.6). La
reduccién de Fe(IIT) a Fe(II) se lleva a cabo con hidroxilamina en medio 4cido, por lo que el azul
de bromofenol puede adicionarse a la muestra después de la etapa de reduccién (Fig 6). En los
experimentos realizados el pH de 3 a 7 se obtuvo utilizando el tampén de acetatos (0.1 mol-1™),
ya que constante de disociacion del acido acético (pK,= 4.78) asegura buena capacidad del
tampon en este intervalo. El ajuste de pH se llevo a cabo adicionando respectivamente las
soluciones de 4cido clorhidrico o de hidréxido de sodio (2 mol-I"). Cabe mencionar, que no se
pudo utilizar el tampén de citratos, como en caso de determinacién de cobre, debido al posible
enmascaramiento del hierro en forma de complejos con los citratos. En la Figura 9 se presenta la
sefial analitica obtenida después de etapa de extraccion (10 ml de fase acuosa, 1.7 ml de 0.03
mol-1"! aliquat 336 en cloruro de metileno), en funcién de pH de la solucién acuosa. En este caso
se utilizd la sefial analitica definida como Augonm/Asozem. ¥2 que las posibles interferencias
espectrales afectan la magnitud de la sefial analitica, pero no influyen en el resultado de efecto de
pH.

5 =

A{490)/A(602)

0.40 -|

Sefal

0.20

0.00 +— T T = T 1
30 40 50 60 70
pH

Figura 9. Efecto de pH en la sefial analitica para 0.2 mg: I de Fe y 8-10°* % de EI. La sefial fue
obtenida después de extraccién a 0.03 mol-I"" aliquat 336 en cloruro de metileno.
(Volumen de fase acuosa 10 ml, volumen de fase orgénica 1.7 ml, referencia cloruro
de metileno).
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Una vez seleccionado el pH de fase acuosa de 5.5, se procedié con los estudios para
definir las condiciones experimentales en la etapa de separacidn/preconcentracién. En primer
lugar, se decidio utilizar el cloruro de metileno debido a su alta volatilidad (Tepuw= 39.8 °C) y
menor toxicidad (respecto a otros solventes como tetracloruro de carbono o cloroformo). Se
estudio el efecto de la concentracién de aliquat 336 en cloruro de metileno en el rendimiento de
extraccién del complejo Fe(IT)-batofenantrolina y de EI. De los resultados obtenidos (Fig. 10) se
selecciond la concentracion de 0.03 mol.1” de aliquat, ya que resulté ser la minima que asegurd el
rendimiento de extraccion de los dos compuestos aprox. al 100 %. Cabe mencionar que después
de evaporacién del solvente, es posible que un exceso del surfactante se quede en el residuo seco
aumentando el riesgo de turbidez de las soluciones finales, por lo que es necesario utilizar su

concentracién mas baja posible.
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Figura 10. Efecto de la concentracién de aliquat 336 en el rendimiento de extraccién de: (+)
complejo Fe(II)-batofenantrolina (0.2mgl™) y (s) EI (8:10° % de azul de
bromofenol). (Volumen de fase acuosa 10ml, volumen de fase orgénica 1.7ml).

Después de la extraccién de pares iénicos de Fe(Il) — batofenantrolina y de EI con aliquat
336 a cloruro de metileno, se llevod a cabo la segunda etapa de preconcentracién por evaporacion
del solvente seguida por redisolucién del residuo seco en un micro volumen. El residuo seco
contiene ¢l complejo de hierro, el EI y el aliquat 336. En la seleccién de las condiciones de

Gustavo Cruz Jiménez.




RESULTADOS Y DISCUSION 55

redisolucion se tomaron en cuenta los siguientes parametros: solubilidad de los compuestos
mencionados en disolvente, posibilidades instrumentales de obtener la lectura en un micro
volumen y el factor de preconcentracién deseado. Se probaron los siguientes solventes: metanol,
cloroformo, cloruro de metileno y la mezcla (1:1) metanol — cloroformo. Los mejores resultados
se obtuvieron con cloruro de metileno, se utilizé su volumen de 200 pl y la solucidn obtenida fue
centrifugada (3,000 g, 1min) para separar trazas de agua que provocan turbidez. En cuanto al
factor de preconcentracién, en las condiciones descritas se obtiene la preconcentracion total de
aproximadamente 50 veces (volumen de muestra 10 ml, volumen final 200 ul, rendimiento de
extraccién de aprox. 100 %).

Los resultados presentados hasta ahora han permitido seleccionar las condiciones
experimentales mas adecuadas para el procedimiento propuesto. El siguiente problema a resolver
fue como definir la sefial analitica. En la discusién sobre seleccion del EI se mencioné que existe
una pe(ju'eﬁa sobreposicién de las bandas de absorcion del complejo Fe(II)-batofenantrolina v del
azul de bromofenol (Fig. 8a) y se propusieron algunas alternativas para evitar errores analiticos
debido a estas interferencias espectrales. Utilizando las condiciones experimentales
seleccionadas, se llevo a cabo el procedimiento de calibracién utilizando las soluciones de 0, 20,
40, 50, 60, 80 y 100 pg1" de Fe y la concentracién de EX al 107 %. La concentracion de azul de
bromofenol se selecciond para obtener absorbancia del EI (A = 602 nm) semejante a la
absorbancia del complejo de analito en el estandar 50 y.g-l'l de Fe (A = 535 nm). En la Fig. 11 se
presentan los espectros de cero orden (Fig. 11a) y de segundo orden (Fig. 11b) obtenidos para
algunas soluciones de calibracién. Se obtuvieron y compararon las funciones de calibracién y
algunos pardmetros analiticos (RI, LD, LC) utilizando tres sefiales analiticas:

8} = As3snm/ Aspznm

82 = Assonm/ Asozam

§;= JDMGM/ IDﬁm
De acuerdo con lo descrito anteriormente, la desventaja de la S; es que las absorbancias medidas
no corresponden a las sefiales netas de complejo de analito y de EI (solapamiento de las bandas
espectrales). En cuanto a la S, el solapamiento espectral es menos notorio, pero se obtiene una
pérdida de sensibilidad para el hierro (aprox. 18 %). La técnica de derivacién (S;) permite
eliminar los errores debido a la solapamiento espectral de los dos compuestos. Los mejores
resultados se obtuvieron utilizando la sefial 5. Esto significa que la pérdida de sensibilidad
debido al procedimiento de derivacién de los espectros tiene el efecto predominante en
comparacién con los errores debido al solapamiento de espectros de cero orden utilizando
longitudes de onda de 490 nm para Fe(II)-batofenantrolina y 602 nm para EL
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(a)

(b)

Figura 11. Espectros de las soluciones de calibracién (las concentraciones se refieren a la
solucién acuosa, antes de llevar a cabo el procedimiento): 1 - 10%% EI; 2 - 20 pg 1!
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A continuacion se llevo a cabo el estudio de posibles interferencias en el procedimiento
desarrollado. La reaccién entre Fe(Il) y batofenantrolina es considerablemente selectiva, siendo
los posibles interferentes iones de Cu(Il), Zn(IT), Ni(Il[) y Co(I) [61]. En las condiciones
experimentales anteriormente seleccionadas, se formaron los complejos de estos cuatro iones con
batofenantrolina y se registraron los espectros observandose las bandas de absorcién con los
maximos en 324 nm, 321 nm, 323 nm y 324 nm respectivamente. No se observd ningun
solapamiento espectral entre las bandas de absorcién de los complejos con los posibles
interferentes respecto a los espectros de Fe(Il)-batofenantrolina y de azul de bromofenol
confirmando que en las condiciones propuestas no existen interferencias espectrales causadas por
formacion de complejos con otros iones metalicos.

El protocolo del procedimiento desarrollado se presenta en la Fig. 12. El blanco (todos
los reactivos menos Fe) fue corrido en paralelo, todos los espectros se registraron con cloruro de
metileno como referencia y la sefial analitica neta fue obtenida restando la sefial de blanco (Spianco
= A4oonm/Asoznm) de la sefial obtenida para cada una de las soluciones de calibracién y de las
muestras.

Se evaluaron las caracteristicas analiticas del procedimiento comparando los resultados
obtenidos utilizando el método de EI con los resultados sin EI (Tabla 16). En la Tabla se ve
claramente, que el uso de método de EI permitié obtener mejor limite de detecciéon y mejor
precision de los resultados.

Cabe mencionar que los pardmetros analiticos obtenidos en la determinacién de hierro son
inferiores a los parametros obtenidos en la determinacién de cobre en aguas naturales. Los dos
complejos utilizados (Cu(l)-batocuproina y Fe(II)-batofenantrolina) tiemen coeficientes de
absortividad molar similares (del orden de 20,000 mol ™ l-em™, [61]), ademas los dos
procedimientos desarrollados aseguran el factor de preconcentracion semejante (60 en caso de Cu
v 50 en caso de Fe), por lo que se esperaban resultados semejantes en los dos casos. La primera
posible causa de las diferencias observadas es mayor abundancia de hierro en el medio ambiente.
Debido a problemas de contaminacion por hierro, se observaban mas altos y menos reproducibles
sefiales de blanco para este elemento. Por otra parte, el procedimiento para hierro requiere mas
alta concentracion de aliquat 336 para lograr buen rendimiento de extraccién a cloruro de
metileno (0.01 mol-1" en caso de Cu y 0.03 mol-I" en caso de hierro). Esta diferencia en efecto
de contra-ion puede ser causada por el diferente valor de carga negativa de los dos complejos en
fase acuosa. Como ya se ha mencionado antes, el hecho de utilizar més altas concentraciones de
aliquat 336, provoca turbidez de las soluciones finales que también empeora los resultados
analiticos. Comparando los datos presentados en las Tablas 14 y 16, se observa peor precision de
los resultados para hierro, lo que confirma las posibles causas de peores resultados para este

elemento, mencionadas en la discusién.
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10 ml de muestra
(para calibracion 0, 20, 40, 50, 60, 80 v 100 gg-l" de Fe)

{
‘ Acidificacién: 100 pl de HCI 2 mol-1" —i
1
’7 Reduccién de Fe(I1T): 500 pl de hidroxilamina 1 mol-1"! | I
4 .
! Ajuste de pH: tampon de acetatos 1 mol-I" (pH 5.5)
v
Formacién del complejo: 400ul de batofenantrolina 3.5mmol-I"! .
v |
Adicién de EI: 80 pl de azul de bromofenol 2.5-10° %
v
Extraccién: 1.7 mi de aliquat 336 0.03 mol-I" en CH,Cl, ] I
{ |
\ifapmacién del solvente: flujo de aire, temperatura ambiente ‘ |
1
Redisolucién: 200 ul CH,Cly !
¢ |
‘ Sefial analitica: Asoonm/Asoznm !

Figura 12. El protocolo del procedimiento propuesto para determinacion de hierro total en aguas
naturales.
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Tabla 16. Parametros analiticos en la determinacidn de hierro total en aguas naturales evaluados

sin y con empleo de estandar interno.

Parimetro Con EI Sin EI

Funcion de calibracién (S = a-cg. + b) 0.115-cp +0.016 0.139-cg. + 0.017
[Coeficiente de regresion (R) 0.9983 0.9862

Desviacion estandar de la pendiente (DE;) 5.4.107 1.7-107

Desviacion estandar del intercepto (DEy) 1.5-10% 4.7.107

Rango lineal (ug'1™") 9.0 - 100 12.0 - 100

Limite de deteccién (ug-1™) 2.7 3.6

Limite de cuantificacién (ug1™) 9.0 12.0

Precision para 20ug-1" de Fe (CV, %) 7.9 14.8

Precision para 80pg-1" de Fe (CV, %) 3.1 7.1 |

Cs. - concentracion de Fe en pg-I", CV — coeficiente de variacion, n=6.

Con el fin de validar el procedimiento desarrollado para determinacion de hierro total en
aguas naturales, se llevd a cabo la determinacién de este elemento en material de referencia
certificado (SRM 1643d — elementos traza en aguas naturales). El resultado promedio obtenido
para 5 réplicas fue de 90.8 £ 2.7 pg" demostrando buena concordancia con el valor certificado
912 +39 pgl'.

El procedimiento fue aplicado en la determinacion de hierro total en muestras reales (agua
de grifo y agua de pozos). El andlisis se llevé también por espectrometria de absorcion atomica
con homo de grafito utilizando las condiciones experimentales e instrumentales que se resumen
en la Tabla 17. Este procedimiento también fue validado con el mismo material de referencia
obteniéndose el resultado promedio de 88.5 + 3.1 pgl” (5 réplicas) que concuerda tanto con el
valor certificado como con los resultados obtenidos por el procedimiento propuesto.

Los resultados de los analisis de muestras reales se presentan en la Tabla 18, donde se
puede observar muy buena concordancia entre los resultados obtenidos por el procedimiento
propuesto ¥ por espectrometria de absorcion atomica con homo de grafito para maés altas
concentraciones de hierro. En caso de agua de pozo #1 (la concentracién de Fe aprox. 20 pel™
se obtuvo una diferencia significativa entre los resultados de los dos procedimientos, siendo el
resultado del procedimiento propuesto el més confiable debido a mejor poder de deteccién (LD
de Fe por espectrometria de absorcion atomica en las condiciones utilizadas para este trabajo fue
de 45 p.g—l'l).
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Tabla 17. Parimetros instrumentales y experimentales en la determinacién de hierro en aguas
naturales por espectrometria de absorcién atémica con horno de grafito.

| Longitud de onda 248.3 nm
Correccién del fondo Lampara de deuterio
Técnica de atomizacién Atomizacion desde la pared
Superficie de atomizacién Grafito recubierto piroliticamente
Modificador Mg(NOs)z (Sug de Mg)
Soluciones de calibracién 0, 16,32, 48, 64 y 80 pg-1"
Diluciin de la muestra 1:1 con agua desionizada

(SRM 1643d igual)

| Programa de temperatura

Etapa Temperatura, °C Tiempo “ramp”, s Tiempo “hold”, s
Secado 130 25 20

Pirolisis 1100 10 10
Enfriamiento 20 1 15

Atomizacion 2300 0 4

Limpieza 2800 1 3 |

Tabla 18. Resultados de la determinacién de hierro total en muestras reales por el
procedimiento propuesto y por espectrometria de absorcion atémica con horno de

grafito.
Concentracién promedio de hierro, pg-I’ '+ DE (0=5)
Muestra
Procedimiento propuesto ETA-AAS
Agua de grifo 741113 74.0£2.1
Agua de pozo #1 242+2.1 19.8 £4.1
Agua de pozo #2 350+ 1.7 376+14
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IV.2.2. Estudios de especiacitn de Fe(I[)/Fe(III) en aguas naturales.

La mayoria de los ligantes y agentes quelantes utilizados para la determinacién
espectrofotométrica de hierro reaccionan selectivamente con un estado de oxidacion del
elemento, por lo que se han reportado numerosos estudios sobre especiacién de Fe(IIT)/Fe(Il) por
espectrofotometria [120]. Sin embargo, pocos autores tomaron en cuenta los cambios en
potencial redox de Fe(III)/Fe(Il) que ocurren cuando una de las formas del elemento se encuentra
en forma de complejo. La reaccién de complejacion afecta el equilibrio entre iones Fe(11)/Fe(III)
existente en la muestra, favoreciendo el estado de oxidacién que forma el complejo estable v
causando posibles errores analiticos.

El disulfonato de batofenantrolina, como agente complejante selectivo para Fe(Il) ha sido
utilizado en la cuantificacién de esta forma del elemento [86]. En este trabajo, la reaccién con
batofenantrolina se utilizd para desarrollar el procedimiento de determinacién de hierro total
(previa reduccién de Fe(IIl) a Fe(Il)). La Gltima parte de trabajo consiste en estudios sobre la
posible especiacion de Fe(total) / Fe(Il) por el procedimiento propuesto. La idea a desarrollar fue
llevar a cabo un enmascaramiento de Fe(IIl) en la muestra. De esta manera, se esperaba evitar el
cambio de especiacién natural del elemento provocada por la complejacion de Fe(ll) con
batofenantrolina.

En la Tabla 19 se presentan los ligantes de Fe(I) y Fe(III) junto con las respectivas
constantes de formacién de complejos.

Tabla 19. Constantes de formacién global (log B) de algunos ligantes con Fe(Il) y Fe(lll)

[184,185].
E Picsliensg Fe(tl), log B Fe(IIl), log B
FeL FelL» FeL Fel, FeL;
Acido 5-sulfosalicilico 59 10 14.4 252 322
Acido oxalico - —-- 8.0 14.3 18.5
| Fluoruro <l1.5 = 522 92 11.9
Acetilacetona 4.7 8.0 9.3 17.9 25.1
EDTA 14.3 — 25.1 -— —
Ferron — - 8.9 17.3 25.2
8-hidroxiquinoleina 8.0 15.0 12.3 23.6 33.9

El logaritmo de la constante de formacién global del complejo Fe(Il)-batofenentrolina
(1:3) es de 22.7 [61], por lo que no se espera fuerte competencia de los enmascarantes con la
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batofenantrolina en la complejacién de Fe(II). Para el estudio de enmascaramiento de Fe(IIT) se
tomaron en cuenta iones fluoruro, el dcido oxdlico y EDTA, ya que los respectivos complejos
pueden formarse a pH 5.5 (seleccionado anteriormente) y no presentan espectros en la region
visible.

En primer lugar se estudi6 el efecto del orden de adicion de reactivos en la formacion de
Fe(ll)-batofenantrolina y en el enmascaramiento de Fe(III). Se prepard una serie de soluciones de
20 mg‘l'l de Fe(III), 20 mg-l'I de Fe(Il) y 20 mg-l'l de Fe(IlT) + 20 mg-1" de Fe(II), se ajustd el
pH a 5.5 v luego se adicionaron los iones enmascarantes (0.05 mol-I"! EDTA, 0.1 mol-lI"' 4cido
oxadlico, 0.2 mol-1" NaF) y la batofenantrolina (35mmol-1"") en orden diferente.

Es muy importante que, en ausencia de enmascarante, se observd un aumento en la
absorbancia a 535nm medida en la solucion de Fe(II) + Fe(III) con el tiempo. Esto demuestra
que, la formacién del complejo Fe(Il)-batofenantrolina afecta el equilibrio entre las dos formas
del elemento en la solucién favoreciendo el estado de oxidacion Fe(Il). En otras palabras, con el
tiempo parte de Fe(IIl) se reduce y forma el complejo observandose el aumento de la sefial
analitica. De ahi que, para llevar los estudios de especiacion, es necesario enmascarar el Fe(III)
con el fin de evitar su reduccion en la solucion después de formar el complejo Fe(II)-
batofenantrolina.

En el caso de las soluciones de Fe(II), cuando el enmascarante fue adicionado primero, se
observé més baja absorbancia a 535nm respecto al resultado obtenido en ausencia de
enmascarante. El efecto mas notorio fue obtenido en la presencia de EDTA, donde no se formé
el complejo Fe(ll)-batofenantrolina. La primera causa posible puede ser la formacion del
complejo estable Fe(ll)-enmascarante, que no se descompone totalmente al adicionar
batofenantrolina. Por otro lado, la presencia de los enmascarantes utilizados puede afectar
potencial redox del sistema Fe(II[)Fe(Il) en la solucién, favoreciendo al Fe(Ill) debido a
formacién de complejo Fe(lll)-enmascarante. Sin embargo, al adicionar primero
batofenantrolina, la absorbancia a 535 nm en las soluciones de Fe(Il) no se vi6 afectada, lo que
indica que el complejo Fe(II)-batofenantrolina no se descompone al adicionar uno de los tres
posibles enmascarantes de Fe(III).

En las soluciones de Fe(lIl), independientemente del orden de adicion de reactivos, la
sefial de Fe(IT)-batofenantrolina fue menor que el 2% respecto a absorbancia de este complejo
formado en la solucién de Fe(II) y en ausencia de enmascarante.

Finalmente, en caso de las soluciones de Fe(III) + Fe(Il) y adicionando en primer lugar
batofenantrolina, se obtuvo la absorbancia a 535 nm constante con el tiempo (valores semejantes
que en las soluciones de Fe(I)). Sin embargo, cambiando orden de adicién de reactivos, se
obtuvo més bajas absorbancias, lo que confirma el efecto de presencia del complejo Fe(III)-
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enmascarante (antes de formar el complejo Fe(ll)-batofenantrolina) en el potencial redox de
Fe(IIT)/Fe(1I).

Los resultados obtenidos demuestran que, en los estudios de especiacion Fe(II[)/Fe(Il), es
necesario en primer lugar formar el complejo Fe(II)-batofenantrolina y posteriormente
enmascarar el Fe(III).

Se estudi6 el efecto de la concentracion de cada uno de los posibles enmascarantes en la
sefial analitica de Fe total y de Fe(I). Para ello, en tubos de Eppendorft, se agregaron 50 ul de la
solucién de 25 mg-1" de Fe(IIT) + 25 mg1" de Fe(II) y los tubos se dividieron en dos series. En la
primera serie de tubos se llevd a cabo el procedimiento desarrollado en el presente trabajo para el
hierro total. Es decir, se realizé la reduccién de Fe(III) a Fe(II) (50 pl de HCI 2 mold™ + 100 pl
de hidroxilamina 1 mol-1'™"), luego se ajustd el pH a 5.5 (200 pl de tampén de acetatos 1 mol-1™),
se agregaron 100 pl de batofenantrolina 3.5 mmol-I"' para formar el complejo con Fe(Il) y
finalmente se adicionaron diferentes concentraciones de enmascarante (0.2mol- I'' EDTA: 0 - 500
ul; 1.0 mol-I"! 4cido oxalico: 0 — 350 pl; 1.0 mol-1" fluoruro de sodio: 0 — 500 pl). El volumen
final fue de 1 ml en cada uno de los tubos (completado con agua desionizada). En la segunda
serie de los tubos se llevé el procedimiento para determinacion de Fe(II), omitiendo la etapa de
reduccién y enmascarando el Fe(III). El procedimiento consistié en ajustar el pH a 5.5, adicionar
la batofenantrolina y posteriormente los enmascarantes (las mismas concentraciones que en la
primera serie de los tubos). En la Fig. 13 se presentan las sefiales relativas de Fe(ID)-
batofenantrolina en las dos series de soluciones (100 % - absorbancia de Fe(II)-batofenantrolina
en ausencia de enmascarante, obtenida utilizando el procedimiento para hierro total).
Logicamente, en caso de un buen enmascaramiento la sefial relativa obtenida en el procedimiento
para el Fe(II) deberia ser el 50 %.

En primer lugar se puede observar, que la presencia de enmascarantes en el procedimiento
para hierro total no afecta la sefial analitica, lo que significa que la reduccion de Fe(IIl) es
completa y que no se presenta la reaccién entre los enmascarantes estudiados y el Fe(ll)-
batofenantrolina.

Por otra parte, en el procedimiento para el Fe(Il) se observa el efecto de todos
enmascarantes en la sefial analitica (la sefial analitica se midié 5 min después de adicion de todos
los reactivos). En ausencia de enmascarante la sefial relativa de Fe(Il)-batofenantrolina es mds
alta que 50 %, lo que significa que se comete el error analitico positivo. Este resultado confirma,
que la formacién de Fe(Il)-batofenantrolina favorece el estado de oxidacion Fe(II) en la solucién
provocando un cambio en la especiacion natural de hierro en la muestra (en ¢l caso estudiado la
muestra contiene 50 % de cada una de las dos formas de hierro). Con la creciente concentracién
de enmascarantes, la absorbancia de Fe(IT)-batofenantrolina disminuye acercandose al valor 50 %
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Figura 13. Efecto de la concentracién de enmascarante en la sefial relativa de Fe(II)-

batofenantrolina en el procedimiento para la determinacion de hierro total (-s-) y de

Fe(Il) (- #-) (condiciones en el texto).
(a) Fluoruro de sodio (b) Acido oxalico (c) EDTA.
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de la absorbancia obtenida para hierro total. El mejor efecto de enmascaramiento se obtuvo
utilizando iones fluoruro (concentracion de 0.2 mol-1", Fig. 13a)

Es importante destacar que, los experimentos descritos hasta ahora se llevaron a cabo en
soluciones modelo y sin la etapa de separacién/preconcentracién de hierro. Una vez
seleccionadas las condiciones de enmascaramiento de Fe(IIl) (adicién de fluoruro de sodio
después de formar el complejo Fe(1I)-batofenantrolina, concentracién final 0.2 mol1™, se intentd
realizar la determinacion selectiva de Fe(II) por el procedimiento propuesto en este trabajo (Fig.
12). Sin embargo, en presencia de fluoruros se obtuvieron sefiales analiticas mas bajas. Esta
pérdida de sensibilidad se puede explicar por las interferencias en la etapa de extraccin,
causadas por la presencia de altas concentraciones de fluoruros, que forman pares iénicos con
aliquat 336 compitiendo con el complejo de analito y con EL Resumiendo, se puede decir, que
los iones fluoruro pueden servir como enmascarantes de Fe(IIl) en estudios de especiacion
Fe(IIT)/Fe(I) por espectrofotometria utilizando batofenantrolina como ligante para el Fe(I). Sin
embargo, este sistema de enmascaramiento no es adecuado para realizar la especiacién de
Fe(II)/Fe(1l) a nivel de trazas utilizando extraccion en la etapa de separacion/preconcentracion.
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V. CONCLUSIONES

Los estudios realizados en el presente trabajo han permitido poner a punto dos
procedimientos extracto espectrofotométricos para la determinacién de cobre y un
procedimiento para la determinacién de hierro. Los procedimientos desarrollados se basan en la
formacién de complejos Cu(l)-batocuproina y Fe(ll)-batofenantrolina, que pueden ser
cuantificados por espectrofotometria en la region visible.

La novedad del trabajo realizado consiste en diseflar las etapas de
separacidn/preconcentracion de los analitos, logrando su cuantificacién a nivel de trazas con el
uso de un volumen menor de muestra y gastando menos reactivos (micro procedimientos). Los
posibles errores analiticos cometidos durante el manejo de muestra y debido al uso de pequefios
volimenes de solventes organicos fueron controlados utilizando €l método de estdndar interno.

En ¢l disefio de cada uno de los procedimientos se tomé en cuenta la composicién quimica
de la muestra (suero o agua natural), el poder de deteccién del método espectrofotométrico
utilizado (Cu(l)-batocuproina y Fe(Il)-batofenantrolina), el nivel esperado del analito en la
muestra y el factor de preconcentracion deseado.

La etapa mas importante del trabajo fue la seleccion de un estindar interno adecuado.
Tomando en cuenta el criterio espectral y el requisito de comportamiento semejante del complejo
de analito v del EI en cada una de las etapas del procedimiento, se llevaron a cabo los estudios
sistematicos comparando diferentes compuestos. Como resultado de estos estudios, el azul de
bromofenol fue seleccionado como EI tanto para la determinacién de cobre como para la
determinacién de hierro. Cabe mencionar que la concentracion de EI utilizado aseguré un valor
semejante de absorbancia del EI y del complejo en la solucién de calibracién correspondiente al
imds alto estandar del analito o correspondiente al punto central de la curva de calibracion.

En el procedimiento propuesto para la determinacion de cobre en suero, la separacion del
analito se llevé a cabo por extraccion de pares idnicos Cu(l)-batocuproina — aliquat 336 a
cloroformo. El disefio en escala micro ha permitido disminuir el tamafio de muestra (300 ul)
respecto a los resultados reportados por otros autores [48]. Gracias al uso del método de estandar
interno se obtuvieron muy buenas caracteristicas analiticas. El procedimiento fue validado
utilizando un material de referencia (suero control) y comparando los resultados de los analisis de
muestras reales con los resultados obtenidos por espectrometria de absorcién atémica con homo
de grafito. Los resultados del procedimiento propuesto estuvieron de acuerdo con el intervalo
indicado por el suero control para el cobre y con los resultados por espectrometria de absorcion
atdmica.

Debido a que se esperan mas bajas concentraciones de cobre en muestras de agua natural,
en el procedimiento propuesto para este tipo de muestra, la separacién/preconcentracion del
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analito se llevo a cabo en dos etapas: extraccion de pares iénicos Cu(l)-batocuproina — aliquat
336 a cloruro de metileno y evaporacién del disolvente seguida por redisolucion del residuo en
150 pl de cloruro de metileno. En este caso, ademds de obtener muy buenas caracteristicas
analiticas que permiten cuantificar cobre a partir de una concentracion 1.3 ugl”, otra ventaja del
micro procedimiento desarrollado es el uso de menos cantidad de solvente orgéanico en
comparacion con otros trabajos publicados [48,186,187]. El procedimiento propuesto fue
validado utilizando el material de referencia certificado (SRM, elementos traza en aguas
naturales) y comparando los resultados obtenidos en analisis de muestras reales con los resultados
obtenidos por espectrometria de absorcién atémica con horno de grafito. Se obtuvo buena
concordancia de los resultados por el procedimiento propuesto con el valor certificado para cobre
en SRM y con los resultados por espectrometria de absorcion atémica.

En el caso del anlisis de hierro, se desarrollé el procedimiento para la determinacién de
hierro total en aguas naturales y se intentd desarrollar el procedimiento para especiacion de
Fe(11I)/Fe(ID), los dos para el andlisis a nivel de trazas. En cuanto a la determinacién de hierro
total, el procedimiento propuesto consiste en pre-reduccién de Fe(Ill) a Fe(Il), formacion del
complejo Fe(Il)-batofenantrolina y su extraccién en forma de pares i6nicos con aliquat 336 a
cloruro de metileno. En la segunda etapa de preconcentracion se lleva a cabo la evaporacion del
solvente y se redisuelve el residuo en 200 ul de cloruro de metileno. Gracias al uso del método
de estandar interno se logré obtener el limite de cuantificacion de 9.0 pgl', a pesar de los
posibles errores aleatorios cometidos durante el manejo de la muestra en micro escala (uso de
pequefios volimenes de solvente organico volatil). Este limite de cuantificacién y también otros
parametros analiticos resultaron ser peores respecto a los parametros obtenidos en la
determinacion de cobre en aguas naturales. Los dos complejos utilizados (Cu(T)-batocuproina ¥
Fe(Il)-batofenantrolina) tienen coeficientes de absortividad molar similares (del orden de 20,000
mol Ll.em™, [61]), ademas los dos procedimientos desarrollados aseguran ¢l factor de
preconcentracion semejante (60 en caso de Cu y 50 en caso de Fe), por lo que se esperaban
resultados semejantes en los dos casos. En la discusion se consideraron dos posibles causas de las
diferencias observadas: (1) problemas de contaminacion por hierro (elemento muy abundante en
el medio ambiente) y (2) uso de mas alta concentracién de aliquat 336 en la extraccién del
complejo de Fe(Il). En la etapa de validacion del procedimiento propuesto para €l hierro total, se
determiné el hierro en el material de referencia certificado (SRM, elementos aza en aguas
naturales) ¥ en cuatro muestras reales, obteniéndose muy buena concordancia tanto con el valor
certificado para hierro en el SRM, como con los resultados obtenidos por espectrometria de
absorcién atémica con homno de grafito.

En cuanto a los resultados obtenidos en los estudios para la posible especiacion
Fe(III)/Fe(IT), se propuso el siguiente esquema: en primer lugar determinar hierro total por el
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procedimiento desarrollado y, posteriormente determinar el Fe(II) en la misma muestra. Para [a
determinacién de Fe(ll) se utiliza un procedimiento analitico semejante que para hierro total,
omitiendo sin embargo la etapa de pre-reduccion de Fe(III) a Fe(II) y enmascarando el Fe(II). Se
logro poner a punto las condiciones de enmascaramiento de Fe(III) utilizando la solucién de
fluoruro de sodio 0.2 mol.l™ que se adiciona a la solucién después de formacion de complejo
Fe(ll)-batofenantrolina. A la hora de implementar la etapa de enmascaramiento en el
procedimiento desarrollado, se obtuvieron resultados negativos debido a la competencia de iones
fluoruro con el complejo de analito y con EI por formar pares iénicos con aliquat 336. En
presencia de fluoruros se obtuvo una pérdida importante de sensibilidad, por lo que el esquema
de especiacién propuesto no puede ser utilizado en el andlisis a nivel de trazas. Sin embargo, este
esquema puede ser recomendado para especiacién Fe(IlI)/Fe(II) para concentraciones mas altas,
sin llevar a cabo la etapa de separacién/preconcentracién.

Resumiendo las conclusiones que se acaban de presentar, los procedimientos
desarrollados en este trabajo pueden ser recomendados para la determinacion de cobre en suero v
en aguas subterrdneas, asi como para la determinacion de hierro total en aguas naturales debido a
las siguientes ventajas:

1 — Procedimientos no rigurosos y simples.

2 — Lectura de absorbancias del complejo de analito y del EI a dos longitudes de onda utilizando
espectros de orden cero.

3 — Buenas caracteristicas analiticas.

4 — Pequefio volumen de muestra (muy importante en el analisis clinico).

5 — Ahorro de reactivos.

6 — Posibilidad de aplicarse en cualquier tipo de laboratorio.

"
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