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RESUMEN

En la actualidad la quimica analitica busca métodos confiables para la
determinacion de analitos de interés, donde la utilizacién de sensores y sistemas de
inyeccién en flujo (FIA) y/o en continuo han adquirido gran importancia.

El &cido 5-sulfosalicilico (ASS) tiene la capacidad de formar complejos
coloreados dependientes del pH con Fe(ll) y Fe(lll); donde séio Fe(lll) presenta
coloracion en medio acido, mientras que ambos estados de oxidacién lo hacen en
medio basico pudiendo determinarse Fey. va que forman complejos de igual
absortividades molares.

En este trabajo se presenta un sistema automatico en continuo para determinar
Fe(li), Fe(lll) y Fey, utilizando un sensor resina-ASS por método colorimétrico.

En estudios realizados se verificé la formacion del sensor in situ, la
reversibilidad del sistema y que el complejo es eluido al aplicar HCI 1 M, teniendo que
cargarse con ASS la resina previo a cada inyeccion de muestra.

Se optimizd las condiciones de trabajo a: una solucién que otorga el medio
adecuado para la determinacion, la muestra ingresando en continuo y siendo eluida por
una mezcla de ASS y HCI lo que permite al mismo tiempo la liberacién del metal vy la
carga de la resina con ASS.

Luego de la optimizacion se trabajé en un rango de trabajo entre 100 pg/l v
4000 pg/L con buena linealidad y la determinacion de 5 muestras en una hora. El
método fue aplicado a una muestra real proveniente de un proceso minero, obteniendo
resultados similares a los descritos para la misma muesitra por medic
espectrofotométrico manual, con lo que se abre un gran nimero de aplicaciones de

monitoreo de efluentes con fines ambientales.



ABSTRACT

In these days, are necessary of analytic methods with quality analytical, in order
to determinate analytes of interest. Lately the utilization of sensors and flow injection
analysis (FIA) has been each day more important.

The S-sulfosalicylic acid (SSA) has the capacity to form colored complexes with
Fe(ll) and Fe(lll) at different pH values. The Fe(lli) gives violet color in acid pH, but
Fe(ll) does not give any color. However, both Fe(ll) as Fe(lll) in basic medium, it
generated a yellow complexes. This fact allows the determination of Feya.

In this work is present an automatic system in continuous by spectrophotometric
technique to determine Fe(ll), Fe(lll) and Feyy,, using a sensor resin-SSA

In this study, the formation of sensor in situ and the reversibility of the system

were verified.

In addition the complexes were eluted with a mixture of HCl 1 mol/L and SSA
1.2%(w/w). In this condition, the resin is charged and the metallic ions are eluted.

The conditions of work were carried out optimized the chemical and physical
variable for the determination of the Fe concentration at the different oxidation state. In
these conditions, for both species of iron a range of determination between 100 pg/L
and 4000 pg/L were found.

The method was used in a real sample of a mining process. The proposed

method can be used in different environmental applications.

X1



] INTRODUCCION

1.1. Antecedentes generaies

En la actualidad, la quimica analitica se orienta principalmente a satisfacer las
necesidades de informacién para la industria y de los procesos mineros. Para esto, es
necesario disponer de métodos automatizados que sean confiables, rapidos,
transportables, de bajo consumo de reactivos, con una minima generacion de residuos,

requerimientos de mano de obra y costos.

En los suelos existe una gran variedad de metales y compuestos, algunos se
presentan en peguefas cantidades como son Ga o Br ¢ en grandes proporciones como
K, Ca ¢ Fe siendo este Ultimo de gran interés ya que regula y participa en gran numero
de procesos, tanto geoguimicos como bioquimicos (Peiteado, E. y col, 2002). Ademas,
compuestos de hierro son residuos derivados de diversos procesos antropogenicos
tales como faenas mineras, el cual se acumula provocandce dafios ecolégicos de

diversa consideracion,

Por otra parte, dado que el hierro, es un elemente traza esencial para la vida de
los organismos en sus distintos estados de oxidacién, es de gran interés comprender y
evaluar el rol que cumple éste, en diversas édreas tales como la bicgeoquimica
oceanica, la transformacién de compuestos organicos disueltos en agua, los efectos
sobre el crecimiento bacteriano y otras especies o la limitacion de la actividad
bioldgica, entre otras ( Martin J.H. y col, 1988, Obata H. y col, 1997, Oztirk M. y coi,

2003, Pons C. y col, 2005, Pozdnyakov |. y col, 2007). Debido a la importancia de los



iones metalicos de hierro en procesos bioldgicos e industriales, se hace
completamente necesaria la cuantificacién de la concentracién total de Fe a niveles
traza y/o su especiacioén redox, es decir, conocer la concentracion independiente para

cada uno de los iones metalicos en sus diferentes estados de oxidacion.

Elinterés por determinar compuestos a niveles traza, ha surgido principalmente
en areas relacionadas con proteccién ambiental, alimentacion, quimica agricola y en la
fabricacidon de materiales puros. Sin embargo, la determinacién directa de iones
metalicos a dichas concentraciones es bastante iimitada, debido a ias bajas cantidades
presentes y la alta interferencia de ofras moléculas o elementos que influyen en las

mediciones (Guo Y. y col, 2004).

Hasta la actualidad, se han usado diversos métodos para la determinacidn
simultanea de especies de Fe(ll) vy Fe(lll}, entendiéndose por determinacion simultanea
a la cuantificacion de dos ¢ mas compuestos en una misma aplicaciéon de muestra
(Luque M. D. 1988). Dentro de las técnicas que utilizan este tipo de determinaciones
destacan polarografia, voltametria, y ios analisis por inyeccién en fiujo (FIA)
(Pehkonen, S. 1995. Muiler, H. y col, 1990. Kuroda, R. y col, 1988. Bubnis, B.P. y col,

1983.).

La forma de cuantificacion de iones metaliccs de hierrc mas utilizada en la
actualidad, se realiza por medio de reactivos especificos para la determinacion de cada
uno de los estados de oxidacion. La 1,10-fenantrolina ha sido usada para la

determinacién de Fe(ll), mientras que 4-metil-2,8-di{hidrioximetil)fenol, 4-cloro-2,6-



di(hidrioximetil)fenol y 4-bromo-2,6-di(hidrioximetil)ffenol han sido utilizados para

determinar Fe(lll) (Abbaspour y col, 2003, Abbaspour y col, 2004).

La manera de especiar por medio de sistemas de determinacién directa de
hierro utilizando o-fenantrolina y dicromato de potasio, se basa en establecer las
concentraciones de Fe(ll) vy Feww, v luego por diferencia de estas concentraciones
obtener Fe(lil) (APHA 1998). Sin embargo, este sistema utiliza reactivos diferentes

para determinar el Fe(ll) y el Fe,, |0 que hace mas costoso e ineficiente el método.

En 1998 A. Safavi y col. lograron determinar por medio de un espectrofotometro
los diferentes estados de oxidacion de los iones metalicos de hierro utilizando una
mezcia de &cido 5-sulfosalicilico (ASS) y 1,10-fenantrolina, los cuales forman
complejos con ambos estados de oxidacién del Fe. Estos presentan maximos de
longitud de onda diferentes, posibilitando determinar cada una de las especies (Safavi

Ay col, 2001).

Estudios posteriores sobre la especiacidn de los iones metélicos de hierre
mostraron la posibilidad de determinar ambas especies utilizando ASS como Unico
reactivo, gracias a la formacién de diferentes complejos con Fe(il) y Fe(lil) ai variar el

pH en el cual ocurre la reaccion (Paipa C. y col, 2005).

La estructura del acido 5-sulfosalicilico, mostrada en la Figura 1, presenta 3
grupos funcionales, cada uno con pKa caracteristicos que le confieren a la molecula

una variedad de disponibilidades para reaccionar.
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d) pKa acido sulfosalicilico *
Grupo funcional Protén pKa
Sulfénico 1 <1
Carboxilico 2 2,43
Alcoholico 3 11,67

Figura 1: Acido sulfosalicilico. a) Estructura del acido sulfosalicilico representada
con atomos y enlaces en posicion estructural. b) Estructura del acido sulfosalicilico
en tres dimensiones. ¢) Esquema del acido sulfosalicilico y sus protones acidos
mostrando los sitios activos. d) Tabla que muestra los valores de pka de los
grupos funcionales del ASS.

Debido a la existencia de estos 3 protones acidos, que pueden ser disociados
en soluciones acuosas dependiendo del pH, el ASS tiene la capacidad de formar
diferentes complejos coloreados con cada uno de los estados de oxidacién del Fe

(Figura 2) (Pozdnyakov |. y col, 2006).

a) Fe(ll) b)Fe(lll)

Figura 2: Coloracion de los complejos Fe-ASS
dependientes del pH preparados en batch a)
Complejos Fe(ll)-ASS a pH 2 y pH 8. b) Complejos
Fe(lll)-ASS apH 2 y pH 8.

(Puig E. y col, 2007)



La estructura del complejo Fe(lll}-ASS depende de la concentracion de los
jones de Fe(lll) o Fe(ll), del ASS y dei pH del medio (Pozdnyakov I. y col, 2007),
pudiendose formar complejos con una, dos y tres moléculas de ASS en la esfera de

coordinacion del Fe (Sillen L.G. y col, 1964) como se muestra en la

Figura 3.

a) Razon 1.1 Fe-ASS b) Razdtn 1.2 Fe-(ASS) c) Razén 1.3  Fe-(ASS)3

o

K pH v longitud de onda de los diferentes complejos
Complejo Rango de pH Long. de onda
FeASS 1,8-35 505
Fe(ASS),” 35-8 470
Fe(ASS):® >8 420

Figura 3: Estructuras, rango de pH v lengitud de onda de los complejos Fe-ASS. Posibles
complejos formados entre Fe y ASS enrazones a) 1:1 b) 1:2 y ¢} 1:3. d) muestra el rango
de pH al cual existen los diferentes complejos vy 1a longitud de onda maxima que presentan a
los respectivos pH.

Sin embargo muchos autores coinciden en la formacién de redes idnicas como

forma de interaccidn entre estos compuestos, mas que como complejos

independientes (Smith, G. y col, 2007).




Un estudio realizado por Paipa y col. el 2005 mostré que el usc de ASS para
determinar hierro presenta menores errores experimentales comparado con la técnica
de determinacién directa mediante o-fenantrolina, presentandc un rango de trabajo

entre 5 mg/L y 18 g/L con una desviacidn estandar relativa de 2%.

En estudios realizados por Paipa y col. el 20086, lograron determinar la
presencia de cobre y hierro en solucion acuosa, utilizando la formacion de complejos
con ASS dependientes del pH. En este estudio se demostré que el espectro de
absorcidn de Fe(ll) y Fe(lll) en medic basico tienen ia misma forma y presentando
ambos ccmplejos absortividad molar equivalente (5201 L/{mo! cm)), lo que hace
posible realizar la determinacion de Fe,, en medic bésico. Se encontrd ademas que la
intensidad de ias bandas de absorcion es dependiente de la concentracion de la
muestra, pudiendo cuantificarse fa concentracion del analito por medio de curvas de
calibracion. Por otra parte, el Fe(lil) puede ser determinado en medio acido, v el Fe(ll)

determinado por diferencia entre Fewy vy Fellil).

El método para Ia determinacién manual de Fe por medio de ia formacién de
complejos con ASS, tiene un rango de trabajo aproximadamente de 1 a 20 mg*L”
{Paipa C. y col, 2008}, io cual no satisface completamente las necesidades industriales
que buscan rangos de determinacidén mas amplios. Para aumentar el campo de
utifizacion del método se opté por la realizacion de un trabajo en des etapas: primero la
automatizacién del método en liguido, con el objetive de aumentar la frecuencia de
muestreo (Puig E. y col, 2007} y en una segunda etapa aumentar la sensibilidad para

detectar el metal a niveles traza.



Dos estudios sobre interferentes, en el método de determinacién por medio de
ASS, muestran que practicamente no hay interferencias en las mediciones (Safavi Ay
col, 2001, Karamanev D.G. y col. 2002). Safavi muestra que cationes como Cr**, Mo®",
Sn¥’, NI, Mn®, Zn™, Cd*, A, Ba® y Mg* no presentan interferencias significativas
en los espectros a concentraciones hasta 100 veces mayores que el analito. Un afio
después Karamanev realiza determinaciones de Fe en aguas de drenaje y soluciones
similares, encontrando que no presentan interferencia sobre la medicién ninguno de los

metales estudiados (A”*", Mn®*, Cu™, K*, NH,", Zn*', SO,*, CI'y NO3).

En una unidad de investigacion realizada en nuestro laboratorio, se efectuaron
todos los estudios necesarios para la determinacién automatizada de Fe(ll), Fe(lll) y
Feww en continuo y por FiA en sistema con deteccién en fase liquida, lograndose
establecer un método para realizar mediciones de forma rapida, economica y facil de

utilizar (Puig E. y col, 2007).

Los métodos de extraccion en fase soélida tienen grandes beneficios en
comparacion a la extraccion liquido-liquido, debido a gue se generan menos residuos,
bajas cantidades de solventes y reactivos, menores costos, bajos tiempos de
preparacién de la muestra y una mayor selectividad, lo gue implica obtener menos
interferentes. La extraccion en fase sélida ocurre entre un liquido {(muestra) y una fase
solida (sorbente). Una aproximacién simple dei método corresponde al paseo de la
muestra liquida a través de una columna, que contiene el sorbente adecuado para
retener los analitos de interés. Posteriormente se pasa una solucién apropiada de
eluyente que libera el analito de la columna. El método de retencién se realiza en 4

pasos: 1) empaque de la columna con el material sorbente adecuado, 2} percoiacién



de la muestra por la columna, donde el mecanismo de retencién depende de la
naturaleza del sorbente y del analito, 3) limpieza de ia columna para retirar impurezas
(opcional) y 4) elucidn del analito de la columna. Una desventaja que se presenta en
este tipo de métodos, es la obstruccion que puede producirse en la columna por

particuias y compuestos que son adsorbidos (Camel V. 2003), siendo necesario

optimizar cada uno de estos pasos.

Una herramienta muy utilizada en la industria, especialmente en el area de
produccion, procesos, monitoreo y control de calidad son los sensores, los cuales
pueden clasificarse principaimente en dos grupos: sensores biolégicos y sensores
artificiales (UAM 2003). Los primeros, también conocidos como biosensores,
biomarcadores o bioindicadores, son en su mayoria céluias o moléculas especializadas
capaces de detectar diferentes parametros, como por ejemplo, sensibilidad a la iuz,
movimiento, temperatura, campos magnéticos, gravedad, humedad, presién y otros
aspectos fisicos del ambiente (UAM 2003). Por medio de estos sensores se ha podido
detectar toxinas, nutrientes, feromonas, ademas de componentes metabolicos como
glucosa u oxigeno, presencia o ausencia de compuestos u organismos, entre muchos
ofros. Por otra parte, los sensores artificiales son dispositivos creados por el hombre,
capaces de recibir y responder a un estimulo o a una sefial del ambiente. De este tipo
podemos mencicnar sensores de luz como celdas solares, sensores de sonido como
microfenos, de temperatura como termémetros, de tensién eléctrica como voltimetros y
quimicos como los electrodos idn-selectivos o electrodos de vidrio, entre ctros (UAM
2003). Un tipo de sensor artificial muy utilizado en laboratorios e industrias corresponde

a sensores Opticos que son deteclores capaces de determinar la cantidad de uz que



es absorbida por una solucién o sustancia, a los que se conoce como fotémetros.

Estos miden ia absorbancia de un compuesto a una longitud de onda determinada.

Los métodos FIA son muy utilizados para examenes rutinarios y automaticos de
distintas especies en sangre y orina, entregando buenos y rapidos resultados, ademas
de utilizar equipos econémicos y faciles de operar. Ademas, la técnica FIA puede ser

coplado a otros sistemas de deteccién como espectrofotometros o columnas de
extraccién. Todas estas propiedades hacen pensar que la técnica FIA, puede ser
utilizado en otras areas de estudios ya que cumple con la mayoria de las

caracteristicas antes descritas (Fonseca O. 2003).

£stos sistemas tienen como base el transporte de la muestra hacia el detector
por medio de una corriente liquida portadora (carrier) la cual contiene los reactivos
necesarios para la reaccién. Son transportados por mangueras hasta el detector
mediante el flujo generado por una bomba peristaltica pudiendo producirse dos tipos de
dispersion: radial o perpendicular al flujo y longitudinal o paralela al fiujo. Se ha
demostrado que la difusién longitudinal, en un tubo estrecho, no es significativa, sin
embargo, la difusidn radial, siempre y en cuaiquier circunstancia es importante. En el
caso de FIA la difusion radial desde las paredes hacia ei centro tiene una funcién
importante, que es dejar ias paredes sin analitc y asi eliminar la contaminacién entre
las muestras. Al inyectar una muestra por medio de una vaivula de inyeccién se
cbservan cambios en la distribucion de la muestra producto de la difusion radial y

longitudinal como se observa en la Figura 4 (Skoog D. A. y col, 2001},
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Figura 4: Efecto de la conveccion y de la difusion sobre los perfiles de concentracion del
analito en el detector: (a) sin dispersion; (b) dispersion por conveccion; (¢) dispersidn por
conveccion y por difusion radial; (d) dispersién por difusién.

(Skoog D. A. y col, 2001)

En la dispersion influyen tres variables: el volumen de muestra, la longitud del
tubo y caudal, donde para volimenes grandes de muestra, la dispersion no produce
una disminucion de la sefial obtenida, porgue en estas circunstancias no se mezclan
suficientemente la muestra y el portador (Skoog D. A. y coi, 2001). Las caracteristicas
de! método FIA no sblo dependen de la reaccién misma (reactivos, muestra, detector,
etc.} si no que en gran medida de variables fisicas y mecanicas como el caudal, la
configuracién de!l sistema y/o el recorrido que deben hacer los componentes, entre

otras.

En estudios realizados por Burguera y col. en 1884 se propusc ia especiacién

de Fe utllizande FIA para mejorar la velocidad de ios andlisis, de acuerdo a las

caracteristicas antes descritas para este tipo de método. Sin embargo, la técnica aqui
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propuesta utiliza dos detectores diferentes conectados en serie, lo que encarece la

determinacion al requerir de una mayor implementacién.

Estudios preliminares realizados en nuestro laboratorio mostraron gue una fase
solida compuesta por una resina de DEAE-Sephadex A-25, a la cual se le acopld el
ASS previamente, permite una buena determinacion de los iones de Fe y una linea
base mas estable mediante espectrofotometria. En este sistema se utilizo HCI para

eluir ios iones metalicos retenidos en la fase sdélida (Toral M.I. y col, 2007).

Con el objeto de aumentar la sensibilidad del método de determinacién de los
iones de hierro y hierro total y continuar con la misma linea de estudio, se decidid
utilizar un sensor formado por resina acoplada a ASS (Resina-ASS) para retener y
preconcentrar la muestra y asi bajar los niveles de deteccién para una daterminacion a

niveles traza.

El sensor utilizado en este trabajo esta compuesto por ASS y por una resina
anicnica (DEAE Sephadex A-25), la cual es un polisacarido de dextran funcionalizado
con 2(dietilamino)etii que retiene al acido. Cuando la muestra ingresa a la columna los
iones son captades por el ASS generando la coloracion de la resina en la microzena

sensible del sensor.
En base a estas aproximaciones, se decide fabricar un sensor ion selectivo de

resina-ASS para la determinacién automatizada de Fe utilizando FIA acoplado a un

método espectrofotométrico. Este sensor, podra ser utilizado en la industria para la
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determinacién de este metal a niveles traza ayudando con esto a la proteccion del

medio ambiente.

1.2  HIPOTESIS

Considerando que las interacciones entre el sensor-ASS vy los iones metalicos
de hierro son reversibles, se infiere la posibilidad de automatizar la determinacion de

Fe(ll), Fe(lll) y Feyy utilizando un sensor resina — ASS

1.3  OBJETIVO PRINCIPAL

Automatizar la determinacién de Fe(ll), Fe(lll) y Feyy, utilizando un sensor
resina — (ASS).

1.4 OBJETIVOS ESPECIFICOS

s Realizar estudios preliminares:
o evaluar la reactividad de la resina,
o evaluar ias caracteristicas del eluyente,
o evaluar el efecto del pH en los complejos Fe(il)-ASS y Fe(lll}-ASS
o evaluar la formacion de los complejos.

o evaluar la utilizacién de ASS.

¢ Optimizar la configuracion del sistema:
o cantidad de muestra inyectada,
o longitud de los reactores,

o concentracion optima de ASS para la formacidn del sensor.
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e Optimizar la reversibilidad del sistema:
o asegurar la liberacion del analito retenido en la resing,

o evaluar la reutilizacién del sensor.

e (Comparar entre dos posibles sensores:
o sensor 1 compuesto sodlo de resina en donde fluira el complejo metal-
ASS formado previamente.
o sensor 2 compuesto por resina sola por la que fluirdn en forma
secuencial, ASS y los iones metalicos.

o sensor 3 compuesto por ASS acoplado a la resina donde fluird el analito.

e FEvaluar parametros de muestreo:

o frecuencia de muestreo,

O

limites de deteccion y cuantificacién

rango de determinacion,

O

O

principaies interferentes presentes en muestras de desechos.

e Estudio con muestras reales de residuos de procesos mineros:
o evaluar la funcionalidad del sensor,
o verificar la aplicabilidad y utilidad del método como herramienta de

proteccion al medio ambiente.
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2.2

i INSTRUMENTOS, MATERIALES, REACTIVOS Y METODOS

APARATOS E INSTRUMENTOS:

Espectrofotdmetro Yenway 6405 uv/vis — scanning:
Rango de longitud de onda: 190 — 1100 nm
Resolucion: 0,1 nm
Rango de Absorbancia: -0,300 — 3,000 A
Resolucion: 0,001 A

Bomba peristaitica [smatec Ms-reglo
Flujo y direccion variable
Rango de caudal 4,7 - 0,1 mL/min

Balanza analitica Sartorius, R200D

Sonicader Sonics, Branson B2210-MT
Frecuencia 47 KHz +6%

MATERIALES:

Tubos bomba Ismatec:
diametro interno: 1,02 mm
color de referencia: blanco

Reactores, tubos microbore PTFE Cole-Parmer Instrument Company
diametro interno: 0,56 mm
diametro externo: 1,07 mm

Conectores, tubos Tygon autoanalisis Cole-Parmer Instrument Company
diametre interno: 1,02 mm
diametro externo: 2,95 mm

Columna Tygon, tubos Tygon autoanalisis Cole-Parmer Instrument Company

diametro interno: 1,30 mm
diametro externo: 3,23 mm

Columna Vidrio, tubo de vidrio.
diametro interno: 1,5 mm
diametro externo: 3,0 mm

Celda de Vidrio en continuo, Mundo Lab
paso optico: 2 mm
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Valvulas de inyeccion y/o seleccion, Vaivulas baja presion Rheodyne
nimero de puertas: 6
diametro interno: 0,8 mm

Unidn en Y, multiconector Cole-Parmer instrument Company
utilizacién: tubos de diametro externo entre 1 —4 mm

Material de laboratorio en general

REACTIVOS:

Acido 5-sulfosalicilico dihidratado Merck, para sintesis
C,;HsOS * 2 H,O

Acido clorhidrico fumante 37% Merck, pro analisis
HCI

Acido sulftrico 95-97% Merck, pro andlisis
HzSO;;

Acido bérico Merck, pro anélisis
HsBO4

Sal de Fe(ll): Sulfato de hierro(ll) y amonio hexahidratado Merck, pro analisis
(NH4).Fe(S0,)."6 HO

Sal de Fe(lll): Sulfato de hierro(lil) y amonic dodecahidratado Merck, pro
analisis
(NH.)Fe(S0,);"12 H,0

Soluciones estandares para estudiar ei efecto de interferentes

Cu: Estandar de Cu(ll) 1000 mg/L, Tritisol, Merk

Zn. Estandar de Zn(ll) 1000 mg/L, Tritisol, Merk

Ni: Estandar de Ni(ll) 1000 mg/L, Tritisol, Merk
Muestra real de proceso minero

Resina anionica DEAE Sephadex A-25, polisacarido de dextran funcionalizado

con 2(dietilamino)etil
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2.4  SOLUCIONES:

Solucion estandar de Fe(ll): En un vaso de precipitado se agrego6 0,7022 g de sal de
Fe(ll) y 8,330 mL de H,SO,. Trasvasijo a un matraz de 100 mL se agregd 50 mL de

agua destilada desmineralizada y luego el Fe(ll) acido, se agito lentamente y se aford

al enrase con agua destilada desmineralizada.

Solucion estandar de Fe(ill): En un vaso de precipitado se agregé 0,8634 g de sal de
Fe(lll) y 8,330 mL de H,SO,. Trasvasijo a un matraz de 100 mL se agregd 50 mL de
agua destilada desmineralizada y luego el Fe(lll) acido, se agitd lentamente y se aford

al enrase con agua destilada desmineralizada.

Fe(lll): Se agrega 50 mL de agua destilada desmineralizada a un matraz de 100 mL, se
afiadié el volumen de estandar de Fe(lll) necesario, se mezcld suavemente y se aford
al enrase con agua destilada desmineralizada. Luego se agita fuertemente para
generar una muestra homogénea. En concentraciones mas bajas se utilizé matraces

de mayor volumen.

"
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Tabla 1: Soluciones de Fe(ill) que se utilizd en el trabajo.

Concentracion {(mg/L) Volumen estandar (mL) Volumen Final (mL)

30 3,0 100

25 25 100

6 0,6 100

4 0.4 100

2 02 100

1 0,1 100
Concentracién (ug/L) Volumen estandar (uL) Volumen Final (mL)

800 200 250

600 150 250

400 100 250

300 75 250

200 50 250

100 25 250

50 25 500

Fe(ll): Se agregd 50 mL de agua destilada desmineralizada a un matraz de 100 mL, se
afadié el volumen de estandar de Fe(ll) necesario, se mezcla suavemente y se aford al
enrase con agua destilada desmineralizada. Luego se agité fuertemente para generar
una muestra homogénea. En concentraciones mas bajas se utilizé matraces de mayor

voiumen.



Tabla 2: Soluciones de Fe(ll) que se utilizé en el trabajo.

Concentracién (mg/L) Volumen estandar (mL) Volumen Final (mL)
25 25 100
1 0,1 100
Concentracion (ug/L) Volumen estandar (mL) Volumen Final (mL)
800 200 250
600 150 250
400 100 250
300 75 250
200 50 250
100 25 250
50 25 500

Complejo Fe(lll)-ASS: En un matraz de 100 mL se agregd 50 mL de agua destilada
desmineralizada y 3 mL de solucion estandar de Fe(ill). Se pes6 1,2 g de ASS y se
anadio al matraz el que se aford hasta el enrase con agua destilada desmineralizada.
Posteriormente, se puse en el sonicador durante 3 minutos y luego se homogenizd de

forma manual con lo gue se obtuvo una concentracién de 30 mg/L.

Solucién de ambos estados de oxidacidén de Fe: En un matraz de 100 mL se agregd
50 mbL de agua destilada desmineralizada, 30 uL de solucién estandar de Fe(lll) y
30 uL de solucidn estandar de Fe(ll). Se aford hasta el enrase con agua destilada

desmineralizada.

Interferentes: Para cada catién en estudio se tomé un matraz de 100 mL, se agregd
50 mL de agua destilada desmineralizada, 30 pL de solucion estandar de Fe(lil) y
30 pL de solucién estandar de cada uno de los cationes en estudio Cu, Ni y Zn

respectivamente. Se aford hasta el enrase con agua destilada desmineralizada.
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HCI: Se agregdé 350 mL de agua destilada desmineralizada a un matraz de 500 mL, se
le agregd el volumen de acido necesario para cada solucion, se agitd levemente y
aford hasta el enrase con agua destilada desmineralizada mezclando suavemente.

Tabla 3: Soluciones de HCI que se utilizd en el trabajo.

pH Molaridad (M) Volumen acido (mL) Volumen Final (mL)

0 1 41,7 500
0.3 0,5 20,8 500
0,5 0,3 12,5 500
C.6 0,25 10,4 500

1 0,1 42 500
1,1 0,08 33 500

Molaridad (M) Volumen &acido (uL) Volumen Final (mL)
2,0 0,01 420 500
2,1 0,007 2085 500
2.3 0,005 210 500
25 0,003 125 500
3 0,001 40 500
4 0,0001 16 : 2000

ASS: Se peso la masa de ASS necesaria, se agregd a un matraz de 100 mL el cual se
afor6 hasta el enrase con agua destilada desmineralizada y se puso en el sonicador
durante 3 minutos para disolver completamente el acido.

Tabla 4: Scluciones de ASS que se utilizd en el trabajo.

Concentracion (%p/v) Masa de ASS (g) Volumen Final (mL)

1,2 1,2 100
2 9 100
4 4 100
6 6 100




Resinas: a un vaso de precipitado de 100 mL se agregd 4 g de resina y en caso de
preparar Resina-ASS se agregd 1,2 g de ASS. En cualquiera de los casos se agregd
100 mL de agua destilada desmineralizada y se agitd durante 30 minutos.

Tabla 5: Preparacion de las resinas que se utilizé.

Tipo masa resina (g) masaASS (g) Volumen final (mL)
Resina 4 e 100
Resina-ASS 4 1,2 100

Tampoén boérico/borato: En un vaso de precipitado de 250 mL se masé la cantidad de
HsBO, deseada, se agregé 200 mL de agua destilada desmineralizada y se agito
durante 1 hora sobre placa calefactora a 40°C aprox. La solucidon se pasé a un matraz
de 250 mL y se aforé hasta el enrase con agua destilada desmineralizada.
Posteriormente se ajusté el pH deseado agregando minimas cantidades de una
solucion saturada de NaOH.

Tabla 6: Composicion de tampones bérico/borato que se utilizo.

: masa H;BO, Volumen final
Molaridad (M) pH @) (mL)
T1 0,5 8 7,73 250
T2 0,1 8 1,55 250

Estandar de NH;: Se prepard una solucién estandar de amoniaco 2,5 M se utilizé un
matraz de 250 mL con 200 mL de agua destilada desmineralizada al cual se le agrego
47 mL de amoniaco, se aford al enrase con agua destilada desmineralizada y agité

para homogenizar la solucién.



NH;: Se agregd 350 mL de agua destilada desmineralizada a un matraz de 500 mL, se
le afadio el volumen de amoniaco deseado, se agité levemente, se aford hasta el
enrase con agua destilada desmineralizada y se mezclé nuevamente.

Tabla 7: Soluciones de NH; que se utilizé en el trabajo.

oH Molaridad (M) Volumen estandar

NH, (mL) Volumen Final (mL)
12 2,5 50 500
10 2,5x107 5,00 500
9 2,5x10° 0,50 500
8 2,5x10™ 0,05 500

2.5 PROCEDIMIENTOS:

s Comparacion de sensores

Se compard de forma tedrica el uso de tres posibles sensores los cuales seran

estudiados posteriormente.

Fabricacion de los sensores
A) Resina + Fe-ASS:

Se inyecté 100 L de complejo Fe(li)-ASS 30 mg/L formado en

batch a la columna con resina.

B) Resina + ASS + Fe:

Se inyectd de forma secuencial a la columna con resina, 100 uL

de ASS 1,2%(p/v) y posteriormente 100 ulL de Fe(lil) 30 mg/L.
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C) Resina-ASS + Fe:

Se inmovilizé el reactivo en la resina |, para esto se agregé 0,3 g
de ASS en 25 mL de agua destilada desionizada, con lo que se generd
una solucién de 1,2%(p/v) de ASS la cual se agitdé durante 30 minutos
con 1 g de resina sephadex (Resina-ASS) posteriormente se empaqguetd

una columna de a la cual se le inyectd una muestra de Fe(lll) 30 mg/L

¢ Evaluacién del porcentaje de uso, contraccion y coloracién del sensor resina-

ASS para tres formas de trabajo diferentes.

Se utilizd un sistema en continuo monocanal para ingresar las muestras y
reactivos, acoplé a una columna de tygon que contiene el senser. La columna se ubicé
sobre un fondo blanco frente a una camara filmadora con la que se registré el estudio.
Se realizd tres repeticiones para cada una de las formas de trabajar, cada repeticion

utilizé una columna nueva, para mantener la condicion inicial entre las pruebas.

e Evaluacion de diferentes fluidos para determinar el uso posible dependiendo

de la capacidad de liberar el analito.

Se utilizé6 HCI 1 M, HCI diluido (HCI (dil)) 7 mM, ASS 4%(p/v), H,O destilada
desmineralizada, Tampén 1 (T1) tampén bérico/borato 0,5 M pH 8, Tampdn 2 (T2)
tampon borico/borato 0,1 M pH 8, NH; pH 12 (NH; (1)) v NH; pH 8 (NH; (2)) como

fluidos en estudio.
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Se empaquetd una columna de tygon de 3 cm de longitud con resina se le
inyectd posteriormente 100 pL de complejo de Fe(lll) y a continuacion grandes

cantidades del fluido estudiado, se observé si el fluido es o no capaz de liberar el

analito.

Para esto se ubicd el sensor sobre un fondo blanco frente a la camara
filmadora. Se capturo fotografias a 2 segundos, 20 segundo y 20 minutos para cada

unc del los fluidos en estudio. Se realizd tres repeticiones con cada uno de los fluidos.

e Evaluacion de la variacion de la capacidad de elucién dependiendo de la

concentracién y composicién del eluyente.

Se trabajé con un sistema multicanal, donde a un carrier de HCI(dil) se le
agregé por medio de valvulas de inyeccion la muestra y el eluyente. Se ubicé el sensor
sobre un fondo blanco frente a la camara filmadora. Se filmé todo el proceso y se
capturé las fotografias en tiempo establecidos de la filmacién con lo que se compard

cada una de las inyecciones de manera sistematica.

Para evaluar la capacidad de elucién dependiente de la concentracion se
empaquetd una columna de tygon de 3 cm con resina-ASS a la cual se le inyectd
100 uL de muestra de 30 mg/L de Fe(lll) y posteriormente 50 pL de acido (HCI) se
evalué cada uno de los eluyentes estudiados (HCI 0,1 M, 03 MO5M 0,7 My 1 M).

Cada una de las pruebas se realizé por triplicado utilizando columnas nuevas.



Para evaluar la capacidad de elucion dependiente de la composicién se cargé
una columna de tygon de 3 cm con resina a la cual se le inyectd 50 yL de ASS
1,2%(p/v), y 100 pL de Fe(ill) 30 mg/L los cuales fueron retenidos por la columna y
posteriormente se inyectd 50 pL del eluyente en estudio ( 0,5 M HCI, 0,5M HCI+4%
ASS y 4% ASS), se filmo todo el proceso y se obtuvo las fotografias para la méaxima
coloracion de cada una de las inyecciones. Finalmente, se realizé una segunda
inyeccion de muestra (100 yL de Fe(lil) 30 mg/L) con la cual se observé ia capacidad
de carga de cada uno de lo eluyentes en estudio. Cada una de las pruebas se realizé

con columnas nuevas tres repeticiones para cada una.

e Evaluacién de carrier acido que no eluya la muestra y que tenga la capacidad

de dar el medio necesario para ia determinacidén acida.

Se trabajoé con un sistema muiticanal, donde a un carrier HCI 7 mM (HCI(dil)) se
le agregd por medio de valvulas de inyeccion la muestra y el eluyente. Se empaquetd
una columna de tygon de 3 cm de longitud con resina a la cual se le inyectd en forma
secuencial 100 pL de ASS 1,2% y 100 uybL de Fe(lil) 30 mg/L. Ei sensor se ubico sobre
un fondo blanco frente a la camara filmadora. Se filmo tode el proceso y se capturd las
fotografias a 1, 10 y 20 minutos posterior a la inyeccién de la muestra. Se trabajé con
carrier acidos de concentraciones entre 1 mM y 80 mM de HCI. Cada una de las

pruebas se realizd por triplicade y se utilizd columnas nuevas.



¢ Evaluaciéon de la dependencia de la contraccion de la columna con la

concentracion del ASS o el nimero de inyecciones.

Se trabaj6é con un sistema multicanal, donde a un carrier acido se agreg6 por
medio de valvulas de inyeccién la muestra y el eluyente. Para esto se utilizé un carrier
de HCI 0,003 M, muestra de 30 mg/L de Fe(lll), resina sola y soluciones de ASS de
concentraciones 2%(p/v) 4%(p/v) v 6%(p/v). Se empaquetdé con resina columnas de
tygon de 3cm de longitud. Se realizé tres series de inyecciones secuenciales de 100 pL
de ASS a la concentracién en estudio seguida de 100 yL de muestra. El sensor se
ubicd sobre un fondo blanco frente a la camara de video, donde se fiimo todo el
proceso y se capturéd las fotografias correspondientes al momento final de inyeccidn de
la muestra, para las ires series. Cada una de las pruebas se realizé6 con cclumnas

nuevas y se repitio tres veces para cada una de las concentraciones estudiadas.

Se considero la longitud del sensor previo a la primera inyeccion (inyeccion 0)
como el 100% y se midic la longitud del sensor (solc segmento donde hay resinaj
posterior a cada una de las inyecciones, se calculé asi la longitud en porcentaje para
cada inyeccion. Se analizé los datos por medio de Prism 4 para Windows versién 4.01,
2004 con el cua! se realizd un analisis no paramétrico ANOVA de una cola, utilizando

un analisis de Bonferroni.
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o Evaluacion de la formacion de los complejos y la capacidad de retencién de la

resina dependiendo del pH.

Se evalud la formacién de Resina-ASS-Fe(lil), para esto se tomo6 12 vasos de
precipitado de 10 mL a los que se les agreg6 0,06 g de ASS y 250 pL de estandar de
Fe(lll), se agregd agua destilada desmineralizada hasta completar los 10 mL, se agité.
Se reguld el pH con gotas de NaOH concentrado con o que se obtuve un set de vasos
con pH entre 1 y 12. Se agregd una cantidad fija de resina y agitdé por 1 minuto para
favorecer la retencion del complejo. Posteriormente se empaquetd con la resina de
cada uno de los vasos columnas de tygon de 3 cm de longitud. Por ultimo, se fotografid

cada una de ellas.

Se evalué la formacion de Resina-ASS-Fe(ll), para esto se prepard 12
soluciones de 10 mL con 1,25 g de hidroxilamina, 0,06 g de ASS y 250 uL de estandar
de Fe(ll), se agregd agua destilada desmineralizada hasta 10 mL, y se agito.
Posteriormente, se les reguld el pH con lo que se obtuvo un set de vasos con pH entre
1y 12. Se agregd una cantidad fija de resina y agité 1 minuto y se empaquetaron las
columnas de tygon 3 cm de longitud con la resina obtenida y posteriormente se

fotografio.

Cada una de las pruebas se realizé con columnas nuevas y se repitié dos

veces, para verificar los resultados obtenidos.
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s Optimizacién y eleccién de la configuracién FIA

Se estudio6 las posibles variables de la configuracion, se optimizd la cantidad de
muestra inyectada, longitud de los reactores, concentracion optima de ASS para la
formacion del sensor y evaluando el efecto que tiene cada una de estas variables en el
sistema, con lo cual se comprendié completamente el métodc y aumentar asi sus
aplicaciones. Se optimizo las variables apuntando a obtener una sefial mas sensible,

por lo que se realizd diferentes pruebas para cada una de las variables estudiadas.

Longitud de los reactores: 20 cm hasta 1 m
Loop eluyente: 5 cm hasta 30 cm
Loop Muestra: 20 cm 300 em
Columna: Celda en continuo de Vidrio, 2 mm paso éptico
Columna de tygon, 3 cm longitud 1,3 mm paso optico y
Columna de vidrio, 2 cm de longitud 1,5 mm paso optico
Flujo: 0,2 mL/min hasta 2,6 mL/min
Eluyente: 1,2%(p/v) hasta 6%(p/v) de ASS y/o 0,1 M a 1 M de HCI
Composicion del eluyente: HCI y/o ASS
Tipo de mezcla: unién en “y” o como tren de muestra usando valvulas de

inyeccién.
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¢ Evaluar la posibilidad de determinacion simuitanea.

Se empaquetd una columna de tygon de 3 cm de longitud con resina. Se
inyecté 100 uL de ASS 1,2%(p/v) y posteriormente 100 pL de Fe(ill) 30 mg/L a una
carrier acido pH 4. Para evaluar el paso de un complejo a otro se cambié a un medio

basico, compuesto de tampén bérico borato 1 M pH 10

e Verificacion determinacién especiada:

Se preparo soluciones de 300 pg/L de Fe(il), 300 pg/L de Fe(lll) y uno solucion
que contiene la mezcla de ambos estados de oxidacion compuesta por 300 pg/L de
Fe(ll) y 300 pg/L de Fe(lil). Se determiné tanto Fe(lll) como Fetotal para cada una de
las soluciones, y se comparo estas sefiales. Se realizd analisis estadistico para cada
uno de los datos por medio de Prism 4 para Windows version 4.01, 2004 con el cual se

realizd un analisis no paramétrico ANOVA de una cola, utilizando un analisis de

Bonferroni,

o Evaluar parametros de muestreo:

Curvas de calibracién
Se prepard una gama de soluciones de Fe(ll) entre 0 y 1000 ug/L y entre O y

2000 pg/L de Fe(lll), a cada una de las soluciones de determind tanto Fe(ill) como



Feww. Con el valor de cada una de estas determinaciones se gener¢ las curvas de
calibracion para cada uno de los estados de oxidacién del hierro. Se evalué la

linealidad de los puntos, con lo que se obtuvo ia ecuacion de la recta.

Frecuencia de muestreo

Se determind el nimero de inyecciones que se realizé en una hora de trabajo.

Limites de deteccién y cuantificacion:
Se realizé 20 mediciones de una solucién blanco. Se utilizé la desviacién
estandar del blanco y la pendiente de la curva de calibracién, con lo cual se evaiud de

forma tedrica los iimites de deteccion y cuantificacidén para el método.

Rango de trabajo:
Se utilizo el valor del limite de deteccidn como limite inferior dei rango de
trabajo, y se evalu6 una solucién de 6000 pg/L de Fe(lll}) en medio acido, y hasta una

solucién de 4000 pg/L de Fe(lll) en la determinacién de Fea.

Principales interferentes:
Se determiné tanto Fe(lll) como Fey para una solucién de 300 pg/L de Fe(lll)
y diferentes soluciones compuestas por 300 ug/L de Fe(lll) y 300 pg/L de cada uno de

los cationes que se estudié y se comparé el valor que se obtuvo.

Se determind tanto Fe(lll) como Fey para una solucion de HNO; 0,012% vy se

compar6 con los resultados que se obtuvo antes.
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 Estudio con muestras reales de residuos de procesos mineros

En un matraz de 100 mL se agregd 50 mL de agua destilada desmineralizada.
Se agregd una alicuota de 12,2 mL de la muestra de desecho minero y se aforé con
agua destilada desmineralizada. La solucién anterior fue sometida al protocolo usado
para todos los puntos de la curva de calibracién tanto Fe(lil) como Fey v €l valor que

se encontré se interpold en la recta, con lo que se obtuvo la concentracion de la

muestra.

s Aplicacion y funcionalidad del método como herramienta de proteccién al

medio ambiente.

Se analizé de forma tedrica la funcionalidad y aplicabilidad del método.
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1] RESULTADOS Y DISCUSION:

3.1 Comparacion entre posibles sensores para la deteccion de Fe.

Para evaluar la funcionalidad de un sensor capaz de cuantificar Fe a bajas
concentraciones se proponen tres formas diferentes de trabajo en las cuales se

comparan las cualidades que presentan c/u de ellas:

1) Retencién del complejo: (R) + (ASS-Fe).

Este método consta de un sélo paso, en el cual se inyecta el complejo
coloreado ASS-Fe formado previamente el que posteriormente es retenido por
interacciones entre la resina (R) y el grupo sulfénico del ASS (Figura 5a). El
complejo ASS-Fe puede se formado en el transcurso de la configuracion FIA o

en forma externa.

2) Inyeccion secuencial: (R) + (ASS) + (Fe).

Método en el cual ia resina empaquetada en la columna retiene una
primera inyeccidon de ASS por medio de la formacién de interacciones por el
grupo sulfénico del acido. Luego en un segundo paso es inyectada la muestra
de Fe, ia cual es retenida al formar un complejo entre el metal y los grupos

carboxilico y alcohdlico del acido. (Figura 5b)

3) Resina cargada con ASS: (R-ASS) + (Fe).
Método en el cual la resina a utilizar es preparada previamente con ASS,

quedando éste ligado a la resina debido a interacciones electrostaticas con el



grupos sulfénico del acido. Luego se inyecta la muestra de hierro al sistema la

que es retenida en la resina dando origen a la coloracion. (Figura 5b)

a) Retencidn compleio
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Figura 5: Esquema de los métodos de trabajo de Retencién del complejo, Inyeccion

secuencial y de Resina cargada. a) Para el método de Retencién del complejo, se

debe formar previamente el complejo ASS-Fe el que luego es retenido en la columna

por interacciones entre la resina y la parte sulfénica del ASS del complejo. b) Para el

método de Inyeccién secuencial, primero el ASS se acopla a la resina, siendo

retenido por la parte sulfénica del ASS. Posteriormente se inyecta la muestra, la cual

interacciona con el ASS por los grupos alcohdlicos y carboxilicos formando el

complejo coloreado ASS-Fe. Para el método del Resina cargada con ASS se acopla

previamente el ASS a la resina antes de ser empaquetada y luego se inyecta la

muestra.
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Para las tres formas de trabajo presentadas se debe eluir el analito retenido en
la resina con el objeto de realizar una nueva medicién. Este es liberado por medio de

un Eluyente quedando la resina en condiciones de recibir una nueva muestra.

Cada una de las formas de trabajar presenta ventajas y desventajas:

A) (R) + (ASS-Fe): el hecho de requerir de solo dos pasos, uno de retencion del
complejo y otro de elucion, simplifica bastante la configuracién FIA y la secuencia de
trabajo. Sin embargo, la formacién del complejo a través del sistema FIA requiere de
una compleja configuracién que puede dificultar el uso del sensor para el operador y la
formacion del complejo de manera externa requiere de un operador capacitado para

realizar este paso previo.

B) (R) + (ASS) + (Fe): es el método que presenta mayores ventajas para la
automatizacion de las mediciones por tener inyecciones secuenciales de los
componentes del sistema, lo que disminuye la interaccion del usuario. Sin embargo,
para lograr una buena formaciéon de los complejos coloreados se requiere de una

compleja configuracion y de un mayor tiempo de medicion.

C) (R-ASS) + (Fe): Presenta ventajas en cuando a la simplicidad del método
tanto en numero de pasos como en configuracion. Sin embargo, puede presentar
deficiencias en cuanto a la reutilizacion del sensor ya que al eluir el metal podria
liberarse parte del ASS de la resina, obligando a cargar la columna con ASS

nuevamente antes de la siguiente medicién.



3.2  Evaluacién del porcentaje de uso, contraccion y coloracién del sensor R-

ASS-Fe para las tres formas de trabajo.

Se estudio la capacidad de retencién de la resina y las respuestas que entrega
ésta al someterla a las tres formas de trabajo, ya que es capaz de retener tanto el
complejo ASS-Fe formado previamente, como ASS libre. En todos los casos se utilizd
HC! 7 mM como corriente portadora que a su vez favorece la formacién del complejo

acido en la columna.

Para evaluar el porcentaje de uso del sensor se midié la longitud de la zona
coloreada por el complejo en relacién al largo total de la columna (Figura 6a),
observandose que la forma de trabajo por inyeccion secuencial (B) presenta una
condicidn favorable de retencién de 77% y una coloracion homogénea a todo el largo
del sensor. Los métodos de trabajo A y C mostraron un menor porcentaje de uso del
sensor, 38% y 60% respectivamente no logrando cubrir todo el largo de la resina lo que

presenta una desventaja para la determinacion de hierro.

Por un efecto aun desconocido la resina se contrae posterior a la inyeccion de
la muestra diferenciandose dos areas: un segmento variable sin resina ubicado a la
entrada del flujo y una segunda area donde se concentra la resina. Para estudiar el
efecto de contraccion de la resina se hizo pasar el eluyente y luego la muestra para
formar el complejo coloreado en la resina. Para obtener el porcentaje de contraccion de
la columna, se comparé el segundo segmento en relacion al largo total de esta (Figura
Bb). Al analizar la variacién en la contraccion de la columna en ios tres métodos de

trabajo, se encuentra que el sensor al cual se le inyecta ASS, ya sea acomplejado con



hierro (A) o por inyeccion de la moiécula libre (B), presentan mayor porcentaje de
contraccion disminuyendo su longitud a un 89% y 79% respectivamente. Es de gran
importancia controlar, o al menos considerar la variacion de la longitud de la resina al
momento de ubicar el sensor frente al haz del espectrofotdémetro, ya que si se
encuentra ubicado en la zona variable sin resina, el equipo podria entregar mediciones
erréneas. La columna C que contiene resina acoplada a ASS previamente, presenta
una contraccion leve de tan sélo 94% lo que permite ubicar de mejor manera e! haz
facilitando ia determinacién espectrofotométrica. Este resuitado indicaria ademas que
existe una dependencia entre la contraccion de la resina y la inyeccidén de ASS, la cual
puede deberse a la concentracién de este Ultimo o simplemente al paso del acido por

la columna reordenando las moléculas de dextran.

Analizando cualitativamente la coloracion que presentan las diferentes formas
de trabajo (Figura 6¢) se encuentra que no hay diferencias notorias entre cada una de
éstas al tomar la primera seccion del sensor. Sin embargo, hay que considerar el
porcentaje de uso de la columna (Figura 6a) al momento de elegir el método ya que
existiran diferencias si se considera otra seccién. Es posible observar que al inicio de la
columna existe una coloracién completa debido a ia formacién del complejo y hacia el
final del sensor comienza a observarse un degradé de coloracién. En el casc del
método C puede verse que el extremo final del sensor esta completamente decolorado,

lc gue podria entregar mediciones espectrofotoméiricas erréneas.

Es por estos motivos que se hace completamente necesaria la ubicacién del
haz en el primer segmento del sensor considerando ademas la contraccion de la resina

gue ocurre posterior a las eluciones.
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a) Porcentaje de uso b) Contraccién

c) Coloracion

Figura 6: Comparacion del porcentaje de uso, contraccién y coloracién del sensor para
tres formas de trabajo. Se utilizd como muestras soluciones de 30 mg/L de Fe 6 30
mg/L de complejo ASS-Fe preparado previamente. a) Porcentaje de tincién del sensor
con respecto al largo total de la columna. b) Porcentaje de contraccién de la resina con
respecto al largo total de la columna. ¢) Analisis cualitativo de la coloracion del sensor
para los tres métodos de trabajo. Experimento representativo de tres mediciones
independientes.

Una de las caracteristicas que se busca para elegir un método de trabajo es
que el complejo coloreado ocupe la mayor parte de la columna y que se distribuya en

forma homogénea. De esta manera el espectrofotometro entregara mediciones mas

36




certeras. Por otra parte, el mayor uso de ia columna contrarresta el efecto de la

contraccion, lo que permite ubicar el haz en la zona intermedia del sensor.

Considerando que las condiciones en que se realizaron las pruebas fueron
similares para las tres formas de trabajo, que una resina presente menor porcentaje de
uso e igual coloracién que otra podria deberse posiblemente a una menor cantidad de

metal retenido lo que corresponde a una condicion desfavorable de retencién.

Se realizaron también pruebas de elucion con HCI que muestran una liberacién
completa del hierro. Sin embargo, ocurre ademas una liberacién parcial o completa del
ASS retenido en la columna, lo que hace necesario cargar nuevamente la resina con

ASS para regenerar el sensor antes de inyectar una nueva muestra a medir.

De los estudios antericres es posible calificar con una escala de 1 a 3,
considerando 1 la condicién de trabajo mas favorable y 3 la condicion menos deseada,
para cada una de las variables antes estudiadas. La suma de las calificaciones
obtenidas permite una comparacién cualitativa simple de los diferentes métodos, donde

la menor calificacidn corresponde a la forma mas conveniente de trabajar (Tabla 8).

Tabia 8: Comparacién cualitativa de las respuestas entregadas por los tres
métodos de trabajo

columna contraccién % uso columna coloracién  reutilizacién total
A 2 3 1 1 7
B 3 1 1 1 6

C ! 1 2 1 3 7

&



De la Tabla 8 se obtiene que la forma de trabajo por inyeccién secuencial
(método B) es la forma mas favorable principalmente debido a la tincion homogénea y
a la posibilidad de reutilizacién del sensor. La Unica variable que resulté menos
favorable para este método corresponde a la contraccién de la resina luego de la
inyeccién del eluyente, la cual probablemente puede ser optimizada variando el caudal,

la cantidad de resina o el volumen de eluyente inyectado.



3.3 Evaluacion de diferentes fluidos para estudiar la capacidad de liberacién

del analito.

Se estudiaron diferentes tipos de fluidos para determinar su efecto sobre el
sensor en la liberacién del complejo coloreado. Para esto se analizd cualitativamente la
eluciéon del complejo sometido al paso de diferentes fluidos y se midié el efecto

producido por el flujo a los 2 segundos, 20 segundos y 10 minutos (Tabla 9).

Se utiiizé HClI 1 M (HCl), HCI 7 mM (HCI (dil)), H,O destilada (H,0), ASS
4%(p/v) (ASS), tampdn bérico/borato 0,5 M pH 8 (T1), tampén bérico/borato 0,1 M pH 8

(T2), NH; pH 12 (NH; (1)) y NH; pH 8 (NH3 (2)) como fluidos en estudio.

Previo a este estudio de capacidad de elucion se inyecta a la columna 100 uL

de complejo ASS-Fe para formar el sensor y posteriormente se hace pasar cada fluido.



Tabla 9: Estudio de! efecto de diferentes fluidos sobre el complejo retenide en el sensor.

Fluido Tiempo de inyeccion
2 segundos 20 segundos 10 minutos
HCI elucion completa elucién completa elucién completa
HClian no eluye no eluye no eluye
H20 no eluye no eluye no eluye
. . elucion completa .
ASS elucién parcial ) taponamiento
alta contraccién
T1 cambio de compleio no eiuye elucién parcial
) ) ) cambio de complejo
12 cambio parcial de complejo no eluye
no eluye
NHa (1) cambio del complejo elucion ieve elucion parcial
NHa (2) cambio de complejo no eluye no eluye

De acuerdo a los resultados de la Tabla 9 es posible realizar la elucion
completa del metal tanto con HCI como con ASS, mientras que sdélc se obtiene una
elucién parcial al utilizar T1 y NH3(1) durante un largo periodo de tiempo. Asi mismo es
posible utilizar como corriente portadora HCI (dil), T2, H,O y NH;(2) dependiendo del
medic en el cual se quiere trabajar ya que no son capaces de eluir el complejo

coloreado a ninguno de los tiempos evaluados.

Considerando los tiempos de inyeccion es posible observar que el HCI
concentrado presenta la mayor capacidad de elucidon comparado con los otros fluidos
ya que en 2 segundos limpia completamente la columna. Por otra parte, aunque el ASS
presenté una elucion medianamente rapida, este compuesto contrae la columna hasta
50% del tamano inicial, lo que hace disminuir su flujo hasta que ia columna queda

completamente taponada impidiendo el paso de! fluido. El tampén bérico/borato 0,5M

40



pH8 (T1) podria también ser utilizado como eluyente ya que tiene ia capacidad de
liberar la muestra. Sin embargo, este compuesto tarda mucho tiempo en eluir
completamente el complejo (mas de 30 minutos) haciendo ineficiente el método al

disminuir la frecuencia de muestreo.

Debido a la factibilidad de utilizar HCl(dil), H.O, T2 y NH3(2) como corriente
portadcra ya que no presentan elucion de la muestra y que tanto T2 como NH;(2)
logran pasar del complejo &cido (color morado) al complejo basico (color amarillo) en
un corto periodo de tiempo sin liberar el metal retenido en el sensor, se abre la
posibilidad de realizar una determinacion simultanea de hierro sélo con ia modificacion
del la solucion Medic empleada producto de la variacién del pH a la que se encuentre

el sensor.

De acuerdo a los resultados de la Tabla 9, se usara como eluyente el HCI
debido al alto poder de liberacion del analito retenido en la columna. Se estudiaré la
utilizacién de HCI(dil), H.O, T2 y NHs(2) como posibles corrientes portadoras de la

muestra.
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3.4  Optimizacion dei eluyente.

Para disminuir la generacién de residuos, el consumo de reactivo y por
consiguiente, la disminucién en los costos generales y costos asociados a la
eliminacion de desechos, se requiere de la utilizacion de bajos volimenes de eluyente
y de soluciones para el funcionamiento del sensor. Los primeros estudios sobre el
eluyente mostraron que la elucién del metal depende tanto de la concentracién del

eluyente como del volumen utilizado.

Para evaluar la capacidad de elucion del HCI se estudio la liberacion del
complejo coloreado utilizando diferentes concentraciones de acido que fluctuan entre
0,1 My 1M. Se estudié también la posible reutilizacién del sensor posterior a la elucion
del metal, para cada una de las soluciones verificando la liberacién o no del ASS ligado

a la resina (Figura 7).

Para esto se inyecta previamente una solucién de hierro (lll) 30 mg/L a una
columna cargada con ASS para formar el complejo coioreado y luego se inyectan
100 uL de las diferentes soluciones del HCI. Finalmente ia columna es sometida a una

segunda inyeccion de la solucién de Fe(lll) 30 mg/L para determinar si se ha liberado o

no el ASS de la resina.



Inyeccion Elucién con HCI 0,1 M Elucién con HCI 0,5 M Elucién con HCI 1 M

e

Fe(lll)

Eluyente

Fe(lll)

Figura 7: Evaluacién de la elucion del complejo ASS-Fe utilizando diferentes
concentraciones de HCI. En la primera fila se muestra la columna de sephadex
posterior a la inyeccién del analito. En la segunda fila se muestra la liberacion del
analito producto de la inyeccion de eluyente (HCI) a distintas concentraciones y en la
tercera fila se muestra la retencion de la muestra de Fe(lll) luego de una segunda
inyeccion. Se evalGan soluciones de acido clorhidrico de 0,1M, 0,3M, 0,5M, 0,7M y
1M. Experimentos representativos de tres mediciones independientes.

De este estudio de eluyente se obtiene que a concentraciones menores que
0,3 M (dato no mostrado) el HCI eluye parcialmente el analito retenido en la columna,
como se observa en la segunda fila en la elucién con HCI 0,1 M, descartandose la

posibilidad de utilizar HCI como eluyente a estas concentraciones.

Fue posible encontrar una relacion entre el tiempo de elucién y la concentracion
del eluyente observandose que al utilizar el mismo volumen de inyeccion, el tiempo de

elucién disminuye a medida que la concentracion aumenta.

Aumentos en el volumen de las inyecciones de HCI (100, 150 y 200 pL)

mostraron que acidos mas diluidos (hasta 0,3 M) son capaces de eluir la muestra

completamente de la columna (resultado no mostrado). Esta prueba estaria indicando
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que la elucién depende del volumen de eluyente inyectado. Para aumentar la
frecuencia de muestreo la elucién debe ser lo mas rapida posible, por lo tanto se

pretende usar un volumen mas pequefio para acotar el tiempo.

Al realizar las eluciones con concentraciones mayores o igual a 0.5 M, se
observa una excelente liberacion del analito en un corto periodo de tiempo (menor a
5 segundos). Sin embargo, al realizar una segunda inyeccion de muestra se observa
una retencion muy leve o nula. Este resultado indicaria que la utilizacion de altas
concentraciones de HCI no sélo estaria eluyendo el Fe retenido en la resina sino que
ademas se estaria liberando el ASS. Por esta razén se hace necesario cargar
nuevamente la columna con ASS luego de la elucién con HCI concentrado y previo a la

siguiente inyeccion de la muestra para que el sensor sea reutilizable.

De acuerdo al resultado obtenido del estudio de liberacion del analito, donde se
indica que el mismo ASS puede ser utilizado como eluyente (Tabla 9) y la necesidad
de cargar nuevamente la columna con ASS luego de la elucién con HCI (Figura 7), se
evalla la posibilidad de eluir con ASS o una mezcla de ASS + HCI comparandose

estos resultados con la elucién utilizando HCI.

Para estc se inyecta previamente de forma secuencial, ASS para cargar la
resina y Fe(lll), ei cual sera retenido por la columna para formar el complejo coloreado.
Luego se inyecta 100uL de cada uno de los eluyentes (HC! 0.5M, HC! 0,5M + ASS 4%
y ASS 4%) y se compara la liberacion del analito retenido en ia columna.

Posteriormente se compara capacidad de carga de la columna luego de ia segunda
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inyeccion de muestra de Fe(lll) comparando la coloracién que se genera en cada caso

(Figura 8).

- Foll) S 3 i —ky etk
Eluyente L 5‘ S 3

HCI 0,5M HCI0,5M + ASS 4% ASS 4%

Figura 8: Evaluacién de la capacidad de elucién y recarga de la columna. La primera
fila corresponde a la inyeccién secuencial de ASS y Fe(lll) para formar el complejo
coloreado. La segunda fila corresponde a la comparacion de la capacidad de elucién
entre HCI 0,5M, HCI 0,5M + ASS 4% y ASS 4% y la ultima fila presenta la capacidad de
carga de cada una de las soluciones. Experimento representativo de tres mediciones

independientes.

Luego de la inyeccién del eluyente es posible observar que los tratamientos con
HCl y la mezcla de los acidos presentan una buena liberacion de la muestra, mientras
que al utilizar ASS es posible observar metal aln retenido debido a la menor capacidad

de elucién de este acido.

Al evaluar la capacidad de retencién de la resina luego de la segunda inyeccion
de muestra, se encuentra que tanto el ASS como la mezcla de acidos presentan una
completa retencion de la muestra, observandose una recuperacién del color inicial

producto de la formacion del complejo.
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La mezcla de ambos acidos eluye eficientemente la muestra y a su vez carga

correctamente la columna, haciendo de esta mezcla el eluyente mas adecuado. El uso
de la mezcla HCl + ASS como eluyente permite realizar el proceso de elucién y recarga
de la columna en un solo paso, simplificando en gran medida el sistema FIA. Con esto
es posible disminuir el tiempo de preparacion de la columna para una nueva medicion

io que aumenta la frecuencia de muestreo.



3.5  Evaluacién de la solucién Medio o corriente portadora que seréa utilizada

para la determinacion de hierro en condicién acida.

Se evalla la posibilidad de utilizar HCI diluido como corriente portadora o
solucion Medio para la generacion del pH acido necesario para la determinacion de
Fe(lll). Para esto se analizd cualitativamente la elucidon del complejo ASS-Fe(lll)
cuando es sometido al paso de soluciones de HCl entre 0,3 M y 0,001 M, y se midié el
efecto producido luego de 1, 10 y 20 minutos de circulacion de la solucién. Se
consideraron estas soluciones debido a que la determinacién &cida debe realizarse
entre pH 1y 4 (Puig, E. y col. 2007.). Por otra parte, se observé que concentraciones
superiores a 0,3 M eluyen la muestra retenida (Figura 7), por lo tanto no pueden ser

utilizadas como solucién medio o corriente portadora.

Para realizar el estudio de generacién del pH se inyecté de forma secuencial
100 uL de ASS y 100 pL de Fe(lll) 30 mg/L para formar el sensor y posteriormente se

hace circular cada una de las soluciones en estudio.

En la Figura 9 se muestran los efectos producidos por cada una de las

concentraciones analizadas sobre la retencion del analitc en el sensor evaluado a

distintos tiempos de estudio.
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Tiempo Dilucion de HCI
minutos 0,08 M 0,01 M 0,005 M 0,001 M

10

20

Figura 9: Efecto de la solucion Medio sobre la muestra retenida en la columna. En las
filas se presentan los distintos tiempos a los que fue sometido el sensor a las
diferentes soluciones de HCI mostradas en las columnas. Experimento representativo
de tres mediciones independientes.

En la Figura 9 se observa que concentraciones de 5 mM o superiores de HCI
disminuye considerablemente la coloraciéon de la columna a medida que transcurre el
tiempo, lo que implica que a estas concentraciones no es posible usar HCI como
solucién Medio. De manera contraria concentraciones menores a ésta no eluyen la

muestra luego de 20 minutos pudiendo ser utilizadas como solucién Medio.
Fue posible encontrar que a concentraciones igual o mayores que 0,08 M de

HCI eluyen la muestra eficientemente y en muy poco tiempo (resultado no mostrado)

lo cual descarta la posibilidad de usarlas como solucién Medio.
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3.6 Relacion entre la concentracion del ASS y la contraccién de la columna.

El paso de ASS por la columna produce una contraccién de la resina luego de
cada inyeccion del eluyente (Figura 6), generando una disminucion del flujo que puede
inciuso tapar la columna. Este efecto se debe principalmente al paso de ASS y no a la
acidez de este compuesto, ya que al eluir con HCl no se produce contraccion del

Sensor.

La resina al ser contraida por el paso del ASS presenta dos areas: un segmento
sin resina ubicado a la entrada del flujo y una segunda area donde se encuentra la
resina concentrada. Para estudiar el efecto que presenta el ASS sobre la contraccion
de la resina se realizaron tres series de inyecciones de ASS seguido de hierro 30 mg/L

evaluandose concentraciones entre 2%(p/v) y 6%(p/v) de este reactivo.

Para obtener el porcentaje de contraccion de la columna se comparoé la longitud

del segmento donde se encuentra concentrada la resina en relacion al largo total de

ésta.

49



inyeccion ASS 2% ASS 4% ASS 6%

Figura 10: Efecto de la concentracién del ASS y el nimero de inyecciones realizadas
sobre la contraccion de la columna. Las filas indican tres inyecciones sucesivas de
ASS y Fe siendo 0 la condicién inicial. En las columnas se presentan las tres
concentraciones de ASS evaluadas (2%(p/v), 4%(p/v) y 6%(p/v)). Experimento
representativo de tres mediciones independientes.

Se considerd la longitud de la resina para la inyeccion 0 como 100%. En la
Figura 11 se observa que a medida que se inyecta la solucién de ASS la columna se
contrae. Este efecto se determiné para las 3 concentraciones de ASS siendo mayor la

contraccion de la columna en el caso de inyeccion de ASS 6%(p/v).

Con este resultado se realizé un grafico que muestra el porcentaje de

contraccion de la resina luego de las inyecciones de ASS en cada caso.
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Comparacidn del tamafio de la columna para cada
inyeccion a dferentes concentraciones de ASS

100

60 -

40 1

Tamafio de la columna (%)

20 -

inyeccion

2% A% RE%

Figura 11: Comparacion de la longitud de la resina para 3 inyecciones sucesivas de
ASS a concentraciones de 2%(p/v), 4%(p/v) y 6%(p/v). Se grafican tres secuencias de
inyecciones de 100 pL de ASS seguidas de 100 pL de Fe(lll) 30 mg/L representadas
en el eje de las abscisas. Se realizaron 3 mediciones independientes y se grafica la
desviacién estandar.

De la figura 11 se obtuvo que luego de la primera inyeccion de ASS, para las 3
concentraciones estudiadas, se observa una contraccion de la columna
estadisticamente significativa (p<0,001). Al comparar las inyecciones sucesivas de
ASS para cada una de las concentraciones usadas, se obtuvo que existe una
diferencia significativa entre la primera inyeccion y la tercera inyeccion (p<0,001). Sin
embargo, no se observan diferencias significativas al comparar entre cada una de las
concentraciones usadas, lo que indicaria que la contraccion de la columna depende del

namero de veces que es inyectado el ASS y no de la concentracion de éste.

Como la capacidad de carga es practicamente la misma a partir de 1,2%(p/v)
de ASS (Puig, E. y col. 2007.) y la contracciéon de la columna no depende de la
concentracion, se decide trabajar a 1,2%(p/v) de ASS para aplicar la menor cantidad

de reactivo y disminuir asi los costos.
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3.7 Evaluacién de la formacion de los complejos y la capacidad de retencion

de la resina dependiendo del pH.

Se realizé un estudio acabado de la formacién de los complejos para cada uno
de los estados de oxidacién del Fe, estudiando la retencién del complejo en la resina a
diferentes pH. Para esto se realizaron 12 soluciones a diferentes pH que contienen
ASS y Fe(lll), y se les agregé resina (Figura 12a). Luego se empaquetaron diferentes

columnas con la resina de cada uno de los vasos (Figura 12b).

a) Soluciones de complejo Fe(lll}-ASS entre pH 1y 12 con resina

pH1 2 3 4 5 & 7 8 9 10 11 12

Figura 12: Estudio de pH para complejo ASS-Fe(lll) retenido en resina DEAE
Shephadex A-25. Presenta el estudio de pH realizado para ASS-Fe(lll) mostrando a)
las soluciones obtenidas entre pH 1 y 12 y b) la coloracién de las columnas
empaquetadas con cada una de las resinas. Experimento representativo de dos
repeticiones independientes.

En la Figura 12 se pueden diferenciar claramente dos complejos diferentes uno

a pH menor que 3 y un segundo complejo a pH superiores a 6 para las soluciones. Sin
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embargo, luego de empaquetar las resinas en la columna es posible observar buena

retencion del complejo acido entre pH 2 y 3 y para el complejo basico entre pH 7 y 10.

Para realizar el estudio de pH para Fe(ll) (Figura 13) fue necesario agregar
hidroxilamina para evitar la oxidacién del hierro y asi asegurar la presencia de Fe(ll).
Para esto se prepararon 12 soluciones que contienen hidroxilamina como agente
reductor, ASS, Fe(ll) y se agrego resina (Figura 13a) con las que se empaquetaron las

diferentes columnas (Figura 13b).

a) Soluciones de complejo Fe(l1)-ASS entre pH 1 y 12 con resina

pH1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 1 12

Figura 13: Estudio de pH para complejo ASS-Fe(ll) retenido en resina DEAE
Shephadex A'25. Presenta el estudio de pH realizado para ASS-Fe(ll) mostrando a)

las soluciones obtenidas entre pH 1 y 12 y b) la coloracién de las columnas
empaguetadas con cada una de las resinas. Experimento representativo de dos
repeticiones independientes.
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En las soluciones es posible distinguir un complejo coloreado a pH superiores a
5, mientras que en las resinas es posible observar buena retencién del complejo entre

pH 8 y 10 solamente.

Para determinar cada uno de los complejos formados entre Fe y ASS debe
realizarse la determinacion a un pH 6ptimo. Para Fe(lll) debe corresponder a un pH
acido entre 2 y 3 ya gue Fe(ll) no presenta complejo coloreado en estas condiciones,
decidiendo trabajar a pH 3 debido a que a pH menores la muestra es eluida
parcialmente. Por otra parte, la determinacién de Fey se debe efectuar en medio
basico entre pH 8 y 10, decidiendo trabajar a pH 8 ya que el sensor sera usado
alternativamente para ambos complejos buscando asi las menor diferencia de pH entre

ambos complejos.



3.8 Optimizacion y eleccion de la configuracion del sistema de determinacion

Es importante tener en cuenta que existe mas de una forma de ingresar los
reactivos al sistema. En este trabajo se utilizé dos: la primera es por medio de una
unién en Y y la segunda es por medio de una valvula de inyeccién. Ambas formas
presentan condiciones de mezcla completamente diferente (Figura 14) utilizandose en

distintas situaciones.

a) b)

Figura 14. Condiciones de mezcla para diferentes componentes del sistema en
estudio. a) Union en Y: permite una mezcla completa de las soluciones debido al flujo
turbulento que se genera por la unién confrontacional, presentando una dilucion de
los compuestos. b) Valvula de inyeccién: genera un tren de muestra de volumen
definido por el loop utilizado para inyectarla, donde las soluciones se mezclan sélo en
los extremos, teniendo que ponerse reactores si se desea la mezcla de los

componentes.

La funcién del eluyente es liberar completamente el metal retenido en la resina
y toda la muestra que pueda quedar en el sistema con el menor volumen posible para
evitar asi contaminacién entre una muestra y otra. Para maximizar la eficiencia de este

fluido, debe avanzar sin mezclarse ni diluirse con otras soluciones. Para esto se
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optimiza el ingreso del eluyente por medio de una valvula de inyeccion con loop corto,

el que permitira el ingreso de un volumen determinado y en forma de tren de muestra.

Para tener en un corto periodo de tiempo una adecuada limpieza de la columna,
lo ideal es que el eluyente llegue lo mas concentrado posible sin diluirse ni mezclarse
con ofros compuestos que puedan variar sus cualidades. Bajo esta expectativa, es que
se decide usar reactores lo mas corto posibles entre la valvula de inyeccién del

eluyente y la columna, obteniéndose un minimo 6ptimo de 20 cm.

De la evaluacion del largo del loop de la vaivula de inyeccion, se obtiene que
10 cm de longitud que corresponde a 100 uL es suficiente para una liberacién compieta
del analito retenido en ia columna al trabajar con concentraciones de muestra hasta
10 mg/L. Esto ocurre en un periodo de tiempo de hasta 8 segundos dependiendo de Ia

concentracion de la muestra a eliminar.

Como se requiere que el hierro de la muestra se ligue al ASS a un pH
establecido para generar el compiejo que se desea determinar, se utiliza una solucién
medio de HCI a pH 3 para determinar Fe(lll) y de NH; a pH 8 para la cuantificacion de
Fewa. Esta soluciéon medio se hace ingresar al sistema por una union en Y con la
muestra las cuales se mezclan para otorgar las condiciones de pH necesarias. Esta
mezcla es rapida debido al flujo turbulento, por lo que los reactores usados antes del
ingreso a la valvula de inyeccion deben ser Io mas corto posibles, obteniéndose un

minimo éptimo de 10 cm.
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Luego de ias pruebas de longitud del loop de ia valvula de inyeccidon de
muestra, se encuentra que, se requiere un volumen equivalente a un loop de 6 metros
de longitud que corresponde aproximadamente a 5 minutos de pasc de muestra para
tener senal. Esto hace que el método sea lento e ineficiente. Debido a lo anterior, se
cambia a trabajo en continuo, donde la muestra ingresa constantemente y el eluyente

es inyectado a tiempos definidos para que las mediciones sean a volumen constante.

Se realizaron pruebas utilizando diferentes columnas, tanto en materiales come
en longitud de pasoc éptico o largo de ésta, encontrandose que la columna de vidrio de
2 cm de longitud y paso optico de 1,5 mm es lo mas adecuado para reaiizar las
mediciones, ya que contiene una cantidad reducida de resina con lo cual se disminuye
la contraccion, es econémico y el material no absorbe en las longitudes de medicion

seleccionadas.

Se evalué ademés el caudal desde 0,2 mi/min hasta 26 ml/min,
encontrandose que a menor flujo hay menor contraccion de la resina y mayor tiempo
de contacto entre el medio, Fe y ASS, aungue esto conlleva a una disminucion en la

frecuencia de muestreo.

Luego de unir todas las observaciones anteriores es posible postular como
configuracion éptima la mostrada en la Figura 15 donde entran en continuo tanto la
solucion Medio como la muestra que se mezclan por medio de una unién en Y antes de
la valvula de inyecciéon del eluyente. Todo pasa por la columna que se encuentra
ubicada en forma vertical frente al detector del espectrofotometro donde es retenido el

analito y posteriormente eluido y desechado.
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pHS

Mediﬂ

Yakula de seleccion
pH3 de medic

N

Kuesira

Bomba Yalwla de inyeccién de eluyente ‘,_2}%_1 - [- - == -Detector

Eluyents

Figura 15: Configuracion del sistema en continuo. Compuesta por una bomba
peristaltica que genera el flujo necesario para transportar el Medio, Muestra y Eluyente
a través de conductos hacia la columna. Consta de una unién en Y donde la muestra
obtendra el pH necesario para generar el complejo que se desea determinar y una
valvula de inyeccion por la cual ingresa el eluyente. La columna, lugar donde se
formara el sensor, se ubica frente al detector. La muestra posterior a la elucion es

desechada.

El sensor utilizado en este trabajo esta compuesto por ASS y una resina
anidnica (DEAE Sephadex A-25), la cual es un polisacarido de dextran funcionalizando
con 2(dietilamino)etil que retiene el ASS aplicado en la inyeccidon del eluyente.
Posteriormente, cuando la muestra ingresa a la columna los analitos son captados por

el ASS generando la coloracién en la superficie sensible del sensor.

Durante un ciclo de trabajo, es decir, retencién del analito e inyecciéon del
eluyente para liberar el metal retenido, el sensor presenta diferentes estados (Figura
16) siendo la contraccion de la resina la mayor dificultad encontrada. Para obtener una
buena medicién, el haz debe ser enfocado en la parte superior de la resina, lugar

donde se forma complejo en direccidon descendente. Sin embargo, como la resina
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presenta contraccion, la sefial obtenida presenta una aguda caida debido a la alta

incidencia de luz en el detector.

Para solucionar este problema, se decide ubicar algodén en la entrada del flujo,
el cual no reacciona con ninguno de los compuestos y mejora de gran manera las
sefiales obtenidas al movilizarse junto con la resina, disminuyendo el ruido y

aumentando |la sensibilidad.

a) b)
| avcopon | | e

RESINA

I e e

limpio muestra eluyente eluyente eluyente eluyente limpio

Figura 16: Diagrama del comportamiento del sensor durante un ciclo de trabajo de
Fe(lll) en medio basico (retencion de muestra y limpieza de la columna). a) Sensor listo
para una inyeccion donde se observa la resina de color crema, el algodén de color gris
y el area de incidencia del haz de luz delimitado en azul. b) Retencién del complejo
basico (amarillo) en el sensor. ¢) Inyeccion del eluyente el cual cambia a pH acido
distinguiéndose el complejo coloreado (morado). d) Limpieza de la columna por medio
de avance de la muestra. Se produce también contraccion en la resina (area blanca).
e) Fin limpieza de la resina. f) Columna limpia y estado de mayor contraccion de la
resina g) Descontracciéon de la resina quedando la columna lista para una nueva

inyeccion.
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Se realizan diversas secuencias de inyeccion, siendo la mas adecuada, la
aplicacion del eluyente cada 700 segundos, con lo que se generan sefiales claramente

aiferenciables entre si.

Luego del estudio acabado de variables y parametros realizado anteriormente,
se resume en la Tabla 10 ia configuracién optimizada del sistema para la
determinacién de Fe(ll), Fe(lll} t Feiua

Tabla 10 : Configuracion del sistema optimizado.

Variable Resultado
Forma de trabajo — inyeccion secuencial (Eluyente, Muestra)
Solucién medio - determinacion Fe(lll): HCipH 3

— determinacion Fey: NH3 pH 8

ingreso de muestra —~ continuo

Generacion del medio — por medio de unidnen 'Y

Caudal — 0,2 mib/min

Reactores — cortos en todas las uniones para evitar la mezcla y

dilucion de los fluidos {menor a 25 cm})

Ingreso de eluyente — valvula de inyeccion
— loop de 100 yL (10cm)
Columna - Vidrio

— 2cm de longitud
- 1,5 paso optico

— algodon en la entrada del flujo

Resina — DEAE Shephadex A-25

Eluyente ~  HCHIM + ASS 1,2 %(p/v)

Ciclo de trabajo - inyeccion de eluyente cada 700 segundos

e - 883 uglL B
LD — 26,5 ug/L

Frecuencia de muestreo e GHT
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3.9  Evaluacion de la posibilidad de determinacion simultanea.

Debido a la capacidad de! eluyente de cambiar de complejo solo con la
variacion del pH (Tabla 2), se evalué la posibilidad de pasar de un complejc a otro
cambiando la solucién medio en la cual ocurre la reaccion, pudiendo determinar tanto
Fews como Fe(lll) sin necesidad de eluir de la columna el metal retenido ni inyectar

muesira nuevamente.

Para esto se le inyecté 100 uL de Fe(lli) 30 mg/l a una columna cargada con
ASS utilizando como solucién medio HC! pH 3. Una vez formado el compiejo en |a
resina se cambid el carrier a NH; pH 8 verificando el cambio de coloracion en la
columna atribuible al cambio de complejo. Posteriormente se alterna entre NHz y HCI
nuevamente para comprobar la reversibilidad del sistema. El mismo procedimiento fue
realizado con HCI| pH 3 y tampén bérico/borato 0,5 M pH 8, con lo que tambien se
obtiene el cambio del complejo acido al complejo basico sin eluir la muestra. Sin
embargo, no se logra pasar del complejo bésico al acido nuevamente en las

condiciones realizadas desistiendo asi del trabajo utilizando tampon.

Del estudio se encuentra que es posible la determinacion simultanea, pero se
debe comenzar con la determinacién de Fe, debido a que el Fe(ll) no se retiene en
medio acido y que la resina aumenta su efecto de contraccion al someterla a grandes
variaciones de pH. Por lo tanto, hacer un aumento gradual de la acidez favoreceria a

minimizar este efecto.



3.10 Verificacién de la determinacion especiada.

Para verificar si el método estudiado es capaz de determinar cada uno de los
estados de oxidacién del hierro de manera independiente, se compar6 la sefial
obtenida en cada uno de los medios para soluciones de igual concentracién de Fe(ll),

de Fe(lll) y una mezcla de ambos estados de oxidacion. La figura 17 muestra los

resultados obtenidos.

a) b)

‘ Sefal analitica en medio acido ‘ ‘ Determinacién en medio acido

| \
Absorbancia
o )
] a
-
|
|

Absorbancia

H20 Fe(ll} Fa(lil) Fe(lij+Fe(ll}

Tiempo (5] 003 . —

H20 Feflly ——Fe(ll} Fe(lly+Fe(i)

c) d)

Sefial analitica en médio basico

Absorbancia

Absorbancia
HH

Tomga 8) H20 Fe(il) Fe(ill) Fe(ll)+Fe(li
| 002 - = = =
H20 Felll) Fe(l) ~——Mexia

Figura 17: Verificacion de la determinacion especiada. a) Sefial obtenida
para tres inyecciones de Fe(ll), Fe(lll), Fe(ll)+Fe(lll) y H,O en medio acido
b) Absorbancia para cada una de las soluciones estudiadas en medio

acido. c) Sefial obtenida para tres inyecciones de Fe(ll), Fe(lll),
Fe(I)+Fe(lll) y H,O en medio basico. d) Absorbancia para cada una de las
soluciones estudiadas en medio basico. Las barras indican la desviacion

estandar.
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Si el método realmente es capaz de especiar en medio acido debe aparecer la
sefial de la solucion de Fe(lll) y la mezcla con igual intensidad y diferentes del blanco.
En medio basico en cambio, deben observarse tres sefiales diferentes del blanco,
donde Fe(ll) y Fe(lli) presenten igual sefial y la mezcia presenta una sefial mayor ya

que determina el Feyy, presente.

Es posible afirmar que el método es capaz de determinar de forma especiada
ambos estados de oxidacién, ya que al realizar la determinacion en medio acido, las
sefiales obtenidas entre Fe(lll) y ia mezcla de ambos estados de oxidacion
(Fe(ih+Fe(lll}} no presentan diferencias estadisticamente significativas (p=>0,05),
indicandc que sblo se esta determinando el Fe(lli) presente en ambas muesiras. De
forma similar, el analisis estadistico presentd un p>0,05 para Fe(ll) y H.O afirmando

que Fe(ll) no es determinado en este medio.

Por otra parte, al realizar el analisis estadistico para la determinacién en medio
béasico, se obtiene que sbio Fe(ll) y Fe(lll) presentan un p>0,05 indicando gue no hay
diferencias estadisticamente significativas. Los valores de absorbancia obtenidos tante
para Fe(ll) como Fe(lll) son claramente diferentes de ia mezcla (p<0,001) que presenta
una absorbancia mayor. Se encuentra ademas gque la suma de las absorbancias de
ambos estados de oxidacion presentan un p>0,05 con respecto a la mezcla, indicando
gue la mezcla presenta una sefial compuesta por Ia contribucion de cada uno de las
especies de hierro verificando con esto la capacidad de especiar del método y a su vez

la determinacion de Few.



3.1

Evaluacion de los parametros analiticos

Curvas de calibracion

Con un stock de soluciones entre 0 y 2000 pg/L de Fe(lll) se obtuvo las curvas

de calibracién tanto en medio acido como en medio basico, las que se presentan en la

figura 18
a) t b)
Inyecciones de curva de calibracion para determinacion Curva de calibracion para determinacion acida de Fe(ll)
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Figura 18: Curvas de calibracion para Fe(lll). a) Sefales obtenidas en
medio acido para concentraciones de Fe(lll) entre 0 y 2000 pg/L. b) Curva
de calibracion en medio acido c) Senales obtenidas en medio basico para
concentraciones de Fe(lll) entre 0 y 2000 pg/L. d) Curvas de calibracién en
medio basico. Se muestra la ecuacion de la regresién lineal de los puntos y

el valor de R2.
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Ecuacion de ia recta en medio acido

Abs = 0,0001 * Concentracién (ug/L) -~ 0,0004

R?=0,9903

Ecuacién de la recta en medio béasico
Abs = 0,0003 * Concentracién (ug/L) + 0,0001

R? =0,9807

Frecuencia de muestreo

Se realiza una inyeccion de eluyente cada 700 segundos, lo que genera una
frecuencia de muestreo de 5 determinaciones en una hora. Es posible aumentar la
frecuencia de muestreo al disminuir el tiempo de carga, aunque se tiene como

consecuencia una disminucién de la sensibilidad del método.

Limite de determinacién (LD) y cuantificaciéon (LC)

LD=30c/m
LC=10c/m
Desviacién estandar del blanco=0¢

Pendiente de la curva de calibracién = m



Determinacion de Fe(ill)
o = 0,00088 Abs

m = 0,0001 Abs L /ug

LD =3 *0,00088 Abs / 0,0001 Abs L /ug

LD = 26,5 ug/L

LC =10 * 0,00088 Abs / 0,0001 Abs L /ug

LC = 88,3 ug/L.

Determinacion de Feyy.y
o = 0,00265 Abs

m = 0,0003 Abs L /ug

LD = 3 * 0,00265 Abs / 0,0003 Abs L /ug

LD = 26,5 ug/L

LC = 10 * 0,00265 Abs / 0,0003 Abs L /ug

LC = 88,2 ug/L
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Rango de trabajo

El método presenta un rango de trabajo entre el limite de cuantificacion y la
pérdida de linealidad. La determinaciéon de Fe(lll) presenta un rango de trabajo entre

88,3 ug/L y 6000 pg/L y la determinacion de Fey, entre 88,2 pg/L y 4000 pg/L.

Principales interferentes

Se verificaron los principales interferentes (Cu(ll), Ni(ll) y Zn(ll)) en razones 1:1
realizandose una mezcla de Fe(lll) 300 pg/L y 300 ug/L del interferente, las cuales
fueron comparadas con la sefial obtenida por una solucién control de Fe(lll) 300 pg/L
(Figura 19). Se comprobd que ninguno de los analitos estudiados presenta variacién

significativa en la sefial (p>0,05).

Sefial de inyeccion de Fe(lll) con interferentes
020 — — S B
0,16 +— E — _ n
~1 _,f‘/J / —r
o i / 1 4§ o
g 010 — L _# - o ‘ g
£ / N |i 8
g 1.9 1. _
i e == 717 |—azn|| | B .
¥4
e . 1B
0 500 1000 1500 2000 Fe(ll) Fe(lh+Cu(ll)  Fe(l)+Ngll)  Fe(i)+Zn(l)
-0,05 — — = | 0,05 o
Tiempo (s) |

Figura 19: Estudio de interferentes en medio acido. a) Sefal obtenida en el
espectrofotometro de la inyeccion de Fe(lll) con diferentes interferentes (Cu(ll),
Ni(ll) y Zn(ll})). b) Comparacién del valor de absorbancia obtenido para cada una de
las muestras estudiadas. Las barras corresponden a la desviacion estandar.
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Esta misma prueba fue realizada en medio basico para Feiy,, obteniéndose
resultados similares (dato no mostrado). Los datos tanto de la determinacion de Fe(ll)
como de Feyy fueron analizados presentando p>0,05 lo cual indica gque no hay

diferencias estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos.

Se evalub también la posibie interferencia producida por el anién NO,” presente
en muchas matrices, encontrandose que éste no presenta variacidn significativa en la

sefial analitica (dato no mostrado).



3.12 Estudio con muestras reales de residuos de procesos mineros.

El método fue aplicado en muestras reales utilizande un ril de un proceso
minero, el cual ha sido analizado por diferentes técnicas. Se tomd una alicuota de
del desecho minero la cual fue sometida al protocolo usado para todos los puntos de la

curva de calibracion, obteniendo los resultados de la Tabla 11.

Tabla 11: Sefiales obtenidas por medio del método estudiado

Determinacicén Ecuacidn de la recta Sefial muestra {Abs)
Fetotal y = 0,0003x + 0,0001 0,0523
Fe(lll) y = 0,0001x + 0,0004 0,1634

La sefal obtenida se interpold entre los puntos de la curva de calibracion
utilizando la ecuacién de la recta, con lo que se obtuvo las concentraciones
presentadas en la Tabla 12. Estos valores fueron comparados con los obtenidos para

la misma muestra por el método FIA para liquidos (Puig E. 2007).

Tabla 12: Comparacidn de concentraciones entre el método utilizando el

sensor y el mismo método en liquidos.

Especie determinada Sensor resina-ASS Método en liquidos
Feiotai 4.4 mg/l 4.2 mg/L
Fe(lih 4,2 mg/L 3,9 mgiL
Fe(ll) 0,2 mg/L 0,3 mg/L

De acuerdo a los datos de la Tabla 12 se encuentran valores similares entre
ambos métodos, validandose con esto la aplicabilidad, factibilidad y capacidad de

determinacion del método.
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3.13 Aplicacion y funcionalidad del método como herramienta de proteccion al

medio ambiente.

Es posible utilizar el método en el area de proteccion ambiental ya que el
sensor es capaz de distinguir los cambias en la concentracién de la muestra que
ingresa. En un periodo de 24 horas se pueden realizar 120 mediciones, cantidad muy
superior a lo establecido para monitoreoc normalmente. Es importante considerar que
como metodo de analisis de rutina, es ineficiente ya que en estas mediciones se busca
un sistema con una alta frecuencia de muestreo. Sin embargo, posiblemente
modificando algunas variables de trabajo como el tipo de resina utilizada, la forma de la
columna o un sistema de deteccion diferente, podria mejorarse de gran manera |
frecuencia de muestreo para lograr su aplicacién en analisis rutinarios. Por lo tanto,
abre una gran area de investigacion para lograr su aplicacién, ademas del drea medio

ambiental, un uso en laboratorio.
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v CONCLUSIONES

Se comprobé que es posible automatizar el método de determinacion de Fe(ll),
Fe(lll) y Feww utilizando un sensor resina — (ASS) ya que el sistema es reversible lo
gue permite la reutilizacion del sensor.

La mejor forma de trabajo para el sensor estudiado es por medio de una
inyeccion secuencial de ASS y muestra para formar el complejo de forma cuantitativa,

mas aun si se hace al pH optimo encontrado.

Es posible utilizar HCl como eluyente, sin embargo este aumenta su capacidad
de elucidn al encontrarse mezclado con ASS, pudiendo con esto cargar la resina y eluir
en un sélo paso.

Trabajar con muestra en continuo, hace mas eficiente y sensible la
determinacion, mas aun si se trabaja con reactores cortos, caudal lento y columna de

vidrio.

El método presenta un rango de trabajo desde 100 pg/L hasta al menos
4000 pg/L tanto para la determinacién de Fey,. como Fe(lil), sin presentar interferencia
producto de otros iones en razén 1:1 y con una frecuencia de muestresc de 5

determinaciones por hora.

Ei sensor estudiado puede ser utilizado en muestras reales ya que se
encuentran resultados similares a los obtenidos por medio de otras técnicas sirviendo

como una herramienta de proteccion al medio ambiente.
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