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RESUMEN

La calidad del agua potable es de suma importancia para la salud del ser
humano, es por esto que actualmente varios paises tienen legislaciones
internas que establecen las caracteristicas Optimas de este recurso, con el fin
de ser destinada al consumo y a los distintos usos que estén en contacto con la
poblacidn. Estas legislaciones y normas contribuyen en concientizar y regular
a los sectores involucrados en la produccion y distribucién de agua potable, con
el fin de que el monitoreo y el control en los sistemas de potabilizacion sean
MAs rigurosos y constantes.

Asi mismo Colombia también viene trabajando en estas normas y no esta
exenta de la problematica que se genera a partir de la presencia de metales
que alteran la calidad del agua potable.

En el pais, el cromo proviene principalmente del vertimiento de agua residual
asociado a las industrias del cuero, lo cual ha sido dificil de controlar, ya que
aunque la legislacion colombiana establece en la Resolucion 2115 del 2007, un
valor maximo de 0.05mg/L de cromo total; el cromo (VI) ain no ha sido
reglamentado.

Con el fin de garantizar el cumplimiento de la normativa colombiana surge la
necesidad de implementar un método analitico que permita la deteccion de
ambas especies de cromo en agua potable en bajas concentraciones, de forma
sencilla, eficiente, y econdmica.

La presente investigacion tuvo como objeto de estudio la concentracién de
especies de cromo (Ill) y (VI) presente en el agua de grifo de la Universidad
Santo Tomas — Sede Chapinero Bogota, en la que se evalud la técnica de
inyeccibn en flujo con micro-columna acoplada (FIA) y deteccién
espectrofotométrica en el ultravioleta-visible (UV-Vis) con el fin de establecer
las condiciones Optimas para la implementacion ylas ventajas que este método
presenta sobre técnicas convencionales.

La técnica analitica propuesta se compone de tres etapas, la primera consiste
en la activacién de las micro-columnas (MC), para las especie de cromo (lll)
y(VI) se tiene un material adsorbente (zeolita) diferente, de tal forma se
requieren soluciones propias para cada una, en la activacion de las MC de Cr
(1) es necesario cloruro de sodio (NaCl) y acido clorhidrico (HCI), para cromo
(VI) son estas mismas junto con bromuro de hexadecilmetilamonio (HDTMA).
Las soluciones mencionadas son de vital importancia para llevar a cabo la
determinacion del analito, dado que son las encargadas de preparar la
superficie de la zeolita, permitiendo asi el intercambio aniénico o catiénico, de
tal forma que la especie de cromo se queda retenida en ella. La segunda etapa
es la pre-concentracion del analito en la micro- columna, para esta se
implementd el método de adicion estandar, que consiste en afiadir una
concentracion conocida del analito en la muestra, en la pre-concentracién de Cr
(Il1) se emplea una solucion oxidante y la 1,5-difenilcarbazida (DPC), mientras
gue para Cr (VI) solo es necesaria la DPC. Finalmente esta la etapa de elucion,
en la que el cromo retenido en la micro-columna sale de ella, a diferencia del Cr
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(VI), el cromo (lll) es conducido al coil de oxidacién y de alli al coil de reaccion
junto con la DPC y es determinado como cromo hexavalente; esto ultimo ocurre
dado que el espectrofotometro solo determina sefiales de Cr (VI).

Se encontré que la especiacion y determinacion de cromo en agua potable
mediante el analisis por inyeccion en flujo con micro-columna acoplada (FIA) y
deteccion espectrofotométrica en el ultravioleta-visible (UV-Vis)no genera
desechos altamente toxicos con relacion a otro tipo de métodos analiticos.
También, los costos disminuyen al utilizar adsorbentes naturales (zeolita
modificada), los tiempos promedio de analisis oscilan entre 4 y 6 horas, y los
errores experimentales son menores. Los resultados encontrados permiten
afirmar que el el analisis por inyeccion en flujo con micro-columna acoplada
(FIA) y deteccidon espectrofotométrica en el ultravioleta-visible (UV-Vis)es una
técnica analitica cualitativa y cuantitativa, rapida, econdmica, sensible y
confiable, que puede ser realizada por personal entrenado, pero no requiere
una larga y compleja especializacion.

Palabras claves: Cromo, especiacion, determinacién, pre-concentracion,
elusion.
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1. INTRODUCCION

El interés por la especiacion del cromo es originado por el amplio uso de este
metal en la industria metallrgica, en la fabricacion de materiales refractarios,
en fabricacion de pigmentos, electro-metalizado y curtido de pieles. Cantidades
considerables de compuestos de cromo son descargados en el ambiente en
forma de desperdicios liquidos [1], como consecuencia de estos procesos,
dichas descargas alteran las condiciones naturales del afluente, ocasionando
limitantes para el aprovechamiento del recurso hidrico.

Los dos estados de oxidacion mas comunes del cromo en el ambiente (3+ y
6+) son drasticamente diferentes en carga, propiedades fisico-quimicas, asi
como reactividad quimica e bioquimica. EI Cr (lll) es considerado un elemento
traza esencial para el funcionamiento de los organismos vivos. Este ha sido
reportado como el responsable del control de la glucosa y el metabolismo de
los lipidos en mamiferos [1]. Sin embargo, el Cr (lll) puede ser oxidado en la
naturaleza transformandose en formas oxianionicas. El Cr (VI) ejerce efectos
téxicos sobre los sistemas biologicos. En el hombre, la inhalacién y contencién
de substancias conteniendo Cr (VI) puede causar asma, bronquitis, neumonia,
inflamacion hepatica e incrementa la ocurrencia de carcinoma del pulmén. Las
propiedades téxicas de los cromatos surgen de su libre difusion a través de la
membrana celular y su fuerte poder oxidante, el cual resulta en la formacién de
radicales libres.

Aunque es poco frecuente encontrar altas concentraciones de cromo
hexavalente en agua potable, es importante resaltar los efectos que este metal
genera en la salud del ser humano.

Ahora bien, surge la necesidad de implementar un método analitico que evalle
la calidad del agua, tanto en fuentes naturales, como en plantas
potabilizadoras, contando que este sistema analitico sea rapido y de facil m
anejo al servicio de la vigilancia de la calidad del recurso en cuanto a especies
nocivas.

El método propuesto en este trabajo de investigacién es la union entre el
sistema de inyeccion en flujo (FIA) para especiar cromo total y la deteccion
espectrofotométrica en el ultravioleta-visible (UV-Vis), estas técnicas ofrecen
una serie de ventajas significativas para la determinacibn en orden de
microgramos por litro (ug/L), entre las cuales se encuentra una mayor
eficiencia, mas bajo consumo de muestra y reactivos, y precisibn mejorada.
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2.

2.1

2.2

221

222

2.2.3

OBJETIVOS

Objetivo General

Implementar un método analitico que permita especiar y determinar
cromo hexavalente y cromo trivalente,en muestras de agua potable
tomadas del grifo de las instalaciones de la Universidad Santo Tomas-
Sede Chapinero, de forma facil, confiable y econdmica.

Objetivos especificos

Determinar las condiciones experimentales para la deteccion
espectrofotométrica (UV-Vis) de especies de Cr (VI) y Cr (llI).

Seleccionar las condiciones mas adecuadas para la oxidacién de Cr
(1), la pre-concentracion de Cr (Ill) y Cr (VI), la elucién en flujo (FIA)
de las especies de cromo y la deteccién espectrofotométrica en UV-
Vis de Cr(VI) directamente o de Cr(lll) como Cr(VI).

Estimar valores de calidad asociadas al método, tales como: el limite

de deteccidn, limite de cuantificacién, recobrado y andlisis estadistico
sobre los datos obtenidos.
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3. MARCO DE REFERENCIA

Los dos estados de oxidacion mas comunes del cromo en el ambiente (3+ y
6+) son drasticamente diferentes en carga, propiedades fisico-quimicas, asi
como reactividad quimica y bioquimica. El Cr (lll) es considerado un elemento
traza esencial para el funcionamiento de los organismos vivos. Este ha sido
reportado como el responsable del control de la glucosa y el metabolismo de
los lipidos en mamiferos [2]. Sin embargo, el Cr (lll) puede ser oxidado en la
naturaleza transformandose en formas oxianionicas. El Cr (VI) ejerce efectos
toxicos sobre los sistemas bioldgicos. En el hombre, la inhalacion y contencion
de sustancias de Cr (VI) puede causar asma, bronquitis, neumonia, inflamacion
hepética e incrementa la ocurrencia de carcinoma del pulmén. Las propiedades
toxicas de los cromatos surgen de su libre difusion a través de la membrana
celular y su fuerte poder oxidante, el cual resulta en la formacion de radicales
libres [3].

3.1 Destino del cromo en el medio ambiente

La distribucién de los compuestos que contienen Cr (llIl) y Cr (VI) depende de:
El potencial rédox, el pH, de la presencia de compuestos oxidantes o
reductores, de la cinética de las reacciones rédox, de la formacion de
complejos de Cr (lll) o de las sales insolubles de esta especie y de la
concentracion total de cromo.

En el medio ambiente, el Cr(VI) ocurre mayormente como CrO4 0 HCrO, y el
Cr(lll) como Cr(OH)s+, sabiendo esto, es importante resaltar que en el suelo, el
Cr (I) predomina, mientras que en el agua, el Cr(VI) es un i6n positivo que
forma hidroxidos y complejos y es adsorbido a relativamente altos valores de
pH. En las aguas superficiales la relacion Cr (lII)/Cr (VI) varia ampliamente, y
concentraciones relativamente altas de Cr (VI) pueden ser localmente
encontradas. En general, las sales de Cr (VI) son mas solubles que las del Cr
(111, lo que hace al Cr (VI) mas movil.

En el aire, el cromo estd presente en la forma de aerosol. Este puede ser
removido de la atmdésfera mediante deposicion humeda y seca. Debido a
dificultades analiticas, datos de especiacién de cromo en el aire atmosférico
son raramente encontrados, pero la proporcién presente como Cr (VI) ha sido
estimada como 0.01-30 ppm [3].

3.2  Presencia de cromo en agua.

Hoy en dia, el cromo sigue siendo detectado en los suministros de agua
potable, sin embargo, a diferencia de décadas anteriores, a nivel mundial se
han estipulado valores con el fin de regularlo, puesto que se propaga
facilmente a través del agua, afectando la salud del consumidor.

La concentracion promedio de cromo depende del tipo de agua en el que se
encuentre disuelto, en la tabla 1 se menciona el rango y tipo de agua,
encontrados en diferentes estudios sobre presencia de cromo.
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Tabla 1. Concentracion de cromo total en diferentes tipos de agua

TIPO RANGO (pg/L)
Agua de mar 0.00004-0.0005
Agua de lluvia 0.0002-0.001
Aguas superficiales 0.0005-0.002
Lagos antarticos <0.0006 hasta 0.03

Fuente:[4], [5],[6]y[7]

Al comparar la concentracién registrada por cada tipo de agua con el valor
estipulado en la Resolucion 2115 de 2007 emitida por el Ministerio de
ambiente, vivienda y desarrollo territorial, se puede afirmar que dichos valores
se encuentra por debajo del limite establecido, el cual es de 0,05 mg/L, sin
embargo es posible que estas concentraciones hallan aumentado con los afios,
debido a las diferentes actividades que ya se han mencionado anteriormente.

El valor reglamentado para Colombia tiene en cuenta la dosis maxima en la
que este elemento comienza a generar efectos nocivos para la salud. A
continuacion se describen la concentracion y las consecuencias asociadas a la
ingesta de cromo.

Dosis permitida: Los requerimientos de cromo para los adultos es estimada en
el intervalo 0.5-2 ug de Cr (lll) absorbible [8].

Exposicion aguda: La ingestion de 1-5 ug/L de cromo (VI) resulta en efectos
agudos severos tales como trastornos gastrointestinales, diatesis hemorragica
y convulsiones. La muerte puede ocurrir seguida de choque cardiovascular [8].

Mutacion: En algunos estudios ocupacionales, se han denotado los
incrementos en las incidencias de los efectos geno-toxicos tales como
aberraciones cromosémicas e intercambios de cromatidas hermanas, esto ha
sido encontrado en trabajadores expuestos a compuestos de Cr (V1) [8].

Carcinogénesis: En estudios epidemiolégicos, una asociacion ha sido
encontrada entre la exposicién ocupacional a los compuestos de Cr (VI) y una
mortalidad debida a cancer del pulmén. Sobre la base de estos estudios, ha
sido concluido que existe suficiente evidencia de carcinogénesis respiratoria en
humanos expuestos a Cr (VI) en los lugares de trabajo [9].

3.3  El problema del cromo en Colombia

A nivel mundial, las curtiembres representan un serio problema ambiental dado
gue utilizan sales de cromo en el proceso de curtiembre del cuero, y este
finalmente es vertido a las fuentes de agua, en cuanto a este problema la
legislacibn ambiental de los paises desarrollados es prohibitiva, razén por la
cual estos paises en muchos casos contratan el curtido del cuero a terceros,
generalmente industrias ubicadas en paises en via de desarrollo, como
Colombia, los cuales poseen una tecnologia obsoleta para descontaminar los
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efluentes industriales y en donde se carece de exigencia, asistencia y
seguimiento en la aplicacion de leyes ambientales existentes[10].

En Colombia, la exposicidon ocupacional al cromo ocurre principalmente en la
industria de cueros como se menciona anteriormente, en el que un porcentaje
de trabajadores presenta un cuadro de enfermedades agudas y cronicas muy
variadas como: hipertrofia de cornetes nasales acompafiado de inflamacion e
irritacion de la mucosa nasal, dermatitis, conjuntivitis entre otras.

Si bien se han descrito estas patologias como un riesgo ocupacional,
actualmente, se considera que la poblacion en general, que reside en la
cercania a los centros de produccion, podria estar expuesta a niveles altos de
cromo, tanto o mas que la poblacion ocupacionalmente expuesta, lo que puede
deberse principalmente a la contaminacion ambiental del agua, el suelo y el
aire con este metal [11].

El pais cuenta con industrias de curtiembres establecidas en departamentos
como Cundinamarca, Narifio, Quindio, Valle del Cauca, Tolima, Antioquia,
Santander y como principal lugar de produccién Bogota; sin embargo, no todos
los municipios cuentan con plantas de tratamiento de agua residual, generando
asi, diferencias y desigualdades regionales, en la que ademas se destaca la
falta de planeacion, la inadecuada politica de uso de los servicios publicos y el
abandono en la conservacion del medio ambiente [12].

En la tabla 2 se presenta una compilacion del nimero de curtiembres
registradas en el afio 2003, mediante encuestas y documentacion asociada al
proyecto de Gestion ambiental en la industria de la Curtiembre realizado por el
Centro Nacional de Produccién méas Limpia, adicional se presenta el afluente
afectado por la descarga directa de los residuos liquidos provenientes de esta
actividad econdmica.

Tabla 2. Curtiembres en Colombia y afluentes de descarga.

CURTIEMBRES EN COLOMBIA
NUMERO DE
LUGAR CURTIEMBRES AFLUENTE DE DESCARGA
(2003)
BOGOTA 350 RIO TUNJUELITO
CUNDINAMARCA 190 RiO BOGOTA
~ QUEBRADA MACONDINO- RIO
NARINO 64 PASTO
QUINDIO 27 RIO QUINDIO
VALLE DEL CAUCA 22 RIO CERRITO- RiO CAUCA
TOLIMA 8
SISTEMA DE COLECTORES DE
ANTIOQUIA 7 EPM O RiO MEDELLIN
SANTANDER 4
Fuente:[12]
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De acuerdo a los casos de estudio presentados con anterioridad, se observa
que las autoridades ambientales del pais requieren ser mas rigurosas en
cuanto al control y monitoreo ambiental en esta industria, puesto que la
disposicion inadecuada de residuos tanto solidos como liquidos estan
generando la degradacion de fuentes hidricas, en la que elementos
contaminantes se presentan en mayor concentracion.

3.4  Métodos analiticos para la determinacién de cromo

Para la determinacion de cromo en forma hexavalente o trivalente en muestras
de agua existe una variedad de métodos tales como: cromatografia ionica,
espectrofotometria de absorcién atomica, colorimetria y espectrofotometria de
plasma Inductivamente Acoplado (ICP).

3.4.1 Espectrofotometria de plasma inductivamente acoplado (ICP)

En la técnica espectroscopia de emision se refiere a un plasma que es un gas
ionizado neutro, que contienen el mismo numero de particulas positivas (iones)
y negativas (electrones) ademas esta técnica conserva algunas propiedades de
los gases ideales en particular, como las referentes a la presion y al volumen
[13].

En esta técnica se utiliza un generador de alta frecuencia (27,12 o 40 MHz)
para producir el campo de alta frecuencia a través de la bobina de induccion.
La potencia debe ser del orden de 1-2 kW, y su estabilidad es un parametro
crucial para evitar cualquier alteracion en las propiedades del plasma, el
generador debe ser lo suficientemente flexible como para compensar cualquier
variacion de la impedancia del plasma debido a cambios en su carga [13].

Dado que en esta técnica, la descarga o la introduccion emite una
considerable cantidad de lineas o bandas, el resultado es un espectro algo
complejo de interpretar. Otra desventaja que presenta este método, es con
relacion a factores como el limite de deteccién, el costo del equipamiento, el
tiempo de andlisis, la selectividad y la preparacion de la muestra.

3.4.2 Cromatografia idnica

El método consiste en la separacién mediante una columna cromatogréafica de
intercambio anidnico de alta capacidad de ambas especies, en el que las
muestras se conservan con un reactivo tampoén con el fin de formar complejos
de cloro libre y aumentar el pH. Se introduce un determinado volumen de la
muestra al cromatégrafoiénico. CrO?, se separa de otros componentes de la
matriz en una columna de intercambio anionico. El cromo (VI)- desarrolla color
con 1,5- difenilcarbazida en un reactor de post-columna y se detecta
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 530 nm.

El Cr (VI) se identifica cualitativamente a través de tiempo de retencion, y la
concentracion de esta especie en la muestra se calcula utilizando el area del
pico integrada.

Esta técnica presenta una serie de ventajas, por ejemplo, presenta bajo limite
de deteccidn y no es afectado por interferencias, es altamente selectivo, sin
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embargo el costo de equipamiento es elevado y requiere ser manipulado por
personal especializado[14].

3.4.3 Determinacion de cromo hexavalente mediante cromatografia liquida de
alta resoluciébn y espectrofotometria de plasma inductivamente
acoplado(HPLC — ICPMS)

Dado que la especie de cromo (lll) posee iones cargados positivamente y las
especies de cromo (VI) son iones cargados negativamente, se pueden separar
usando un intercambiador cationico o aniénico. Después de esta separacion,
ICP-MS es utilizado para cuantificar la concentracion de cada especie de
cromo.

La optimizacién de la HPLC y la ICP-MS ha permitido conseguir un bajo limite
de deteccion. Por su parte la cromatografia logra una buena separaciéon entre
los picos de Cr (lll) y Cr (VI).El resultado de la union de estas técnicas depende
del tipo de columna usada, las cuales suelen ser costosas. [15]

La HPLC presenta una desventaja, solamente puede cuantificar una de las
especies de cromo. Es decir, una columna de intercambio catidnico se puede
utilizar para capturar Cr (lll), de modo que sélo el Cr (VI) se deja a ser
analizado por ICP-MS. En este caso, el Cr (lll) sélo puede ser cuantificado
mediante la medicion de cromo total por ICP-MS y el célculo de la diferencia.

Los pardmetros juegan un papel de vital importancia para la optimizacion de
HPLC, incluyen el tipo de columna, eluente, composicion y pH, y el volumen de
inyeccion.

A continuacion se presenta un listado de las columnas y condiciones

experimentales asociados a este método junto con el limite de deteccidn
alcanzado.

Tabla 3. Estudios que detallan la especiacién de cromo por HPLC-MS/ ICP

LIMITE DE
COLUMNA ELUENTE PARAMETRO | DETECCION (pug/L)
Cr(VI) Cr(lm)
EXCELPAK Volumen de
Ics-A23 | TMmEDTA-2NHA 1 o isn05 | 0.088 | 0081
g 0.01M acido oxalico )
(Aniodn) mL; pH 7
EDTA para acomplejar
DionexlonPac | Cr(lll), 35mM sulfato .Volum.(f:n de
. ; P inyeccion 0.1 1 0.4
AS7 (Anién) | de amonio+ hidréxido .
. mL; pH 9.2
de amonio
Cetac Volumen de
ANX1606- Cr | 0.25% acido nitrico inyeccion 0.01 0.18 0.06
(Anion) mL
Discontinuo- paso 1: Volumen de
DionexlonPac | acido nitrico0.35M ; inveccion 0.01 0.2 0.1
AG5 (Anién) | paso 2: acido nitricol y mL ' ' '
M
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LIMITE DE
COLUMNA ELUENTE PARAMETRO | DETECCION (pg/L)
Cr(VI) Cr(ln)
ShodexRspak 90mM sulfato de Volumen de
NN-814-4DP amonio+ 10 mM inyeccion 0.025 0.5 0.5
(Multi-modo) nitrato de amonio mL; pH 3.5
. Discontinuo- paso 1:
Dionex CGSA acido nitrico 0.35M ;
(Grupos de L o - 0.19 0.32
. 9 paso 2: 4cido nitricol
anion+ cation) M
Hamilton Eiltsr’;?onggu;r-nggirg'\ﬂ Volumen de
PRP-X100 ; inyeccion 0.1 0.13 No aplica
7, 60mM nitrato de )
(Anion) . mL; pH 8.7
amonio
DionexlonPac EDTA para acomplejar| Volumen de
. Cr(lll), 50mM nitrato | inyeccion 1 mL; | 0.012 0.005
AS7 (Anion) .
de amonio pH 8
2mM EDTA+ 0.25mM | Volumen de
Hypersil Gold tetrabutilamonio inyeccion 0.2 0.009 0.017
fosfato mL; pH 6.9
2mM hidréxido de
B lee C8 tetrabutilamonio + . Volum,enodgs 0.1 0.1
rownlee 0.5mM K2EDTA+ 5% |nyeCIC|on : : :
mL; pH 7.6
metanol

Fuente:[15]

3.4.4 Métodos analiticos para la determinacion de cromo implementados en
Colombia

Existen varias técnicas que pueden ser utilizadas para la determinacion de
cromo, sin embargo, los laboratorios colombianos acreditados por el IDEAM
implementan la espectroscopia de absorcién atdmica con llama directa (FAAS)
para cromo total y la colorimetria para cromo hexavalente [16]; asi mismo estos
métodos se encuentran validados por los “Standard Methods for the
Examination of Water and Wastewater”, que consiste en una publicacion de los
Estados Unidos, en el que se determinan todos los aspectos de las técnicas de
analisis de agua potable y aguas residuales.

3.4.4 Espectrofotometria de absorcion atémica

Este método analitico consiste en la medicion de las especies atémicas por su
absorcion a una longitud de onda determinada previamente. La especie
atomica se logra por atomizacion de la muestra, en los que los distintos
procedimientos y los reactivos empleados determinan la exactitud del
resultado.

La técnica de atomizacién mas usada es la absorcién atbmica con llama, que
nebuliza la muestra y luego la disemina en forma de aerosol dentro de una

19




llama de 6xido nitroso- acetileno, no obstante, este método suele ser interferido
facilmente[17] , a continuacibn se presentan las diferentes clases de
interferencias de este método:

Interferencias quimicas: Interferencia quimica es cualquier alteracién en el
namero total de atomos libres, generados por unidad de volumen debido a la
formacién de compuestos quimicos termoestables [17]. Las causas mas
comunes de éstas son:

-Disociacion incompleta de la molécula formada o formacion de una sal dificil
de fundir.

-Reaccion espontanea de los atomos libres con otros atomos o radicales
presentes en el medio ambiente.

Interferencias de ionizacion: Un atomo neutro en su estado fundamental puede
ser ionizado a temperaturas elevadas. Estos iones exhiben propiedades
espectroscopicas diferentes a un atomo neutro y no pueden ser determinados
por espectroscopia de absorcion atomica. Asi, el nimero total de atomos
disponibles para la absorcion de la radiacion por unidad de volumen disminuye,
lo que produce una pérdida de sensibilidad. Esta interferencia depende tanto
de la temperatura de la llama como del potencial de ionizacion del elemento en
estudio[17].

Interferencias espectrales: La radiacion del elemento a determinar es
directamente influenciada, existiendo interferencias espectrales de linea e
interferencias espectrales de banda [17]

-Las interferencias espectrales de linea ocurren cuando hay superposicion de
dos lineas atdbmicas o cuando éstas no son resueltas por el mono-cromador.

-El empleo de lamparas multi-elementales fabricadas con una combinacién
inadecuada de elementos puede producir interferencias del segundo tipo, si
dentro de la banda espectral del mono-cromador se encuentra una linea de
resonancia de otro elemento junto a la del elemento a determinar [17].

Equipo: para el desarrollo de este método es necesario un espectrofotometro,
el cual tiene un generador de radiacion luminica, un separador para obtener la
radiacion adecuada para posteriormente medir la potencia radiante;
adicionalmente estd compuesto por una fuente, mano-cromador, la base de la
muestra, el detector y el registrador [18].

3.4.5 Determinaciéon de cromo (Ill) y cromo (VI) en agua on- line, pre-
concentracion con micro-columna alimina y deteccion
espectrofotometria de absorcion atdbmica

Es considerado como un método sensible y rapido para la determinacion de
cromo (lll) y cromo (VI) en muestras de agua por absorcién atomica por llama
usando la pre-concentracion on-line en una micro-columna empacada con
alumina en forma acida. En el desarrollo de este método se ha establecido que
el pH requerido para Cr (lll) es basico, mientras que para Cr (VI) es pH 2. La
pre- concentracion de las especies son eluidas directamente de la columna al
nebulizador junto con una solucién de acido nitrico 1 M para cromo trivalente y
amonio 0.5 M para cromo hexavalente. La retencién de la MC para cromo (lIl)
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ha sido del 80% mientras que para cromo (VI) es del 90% vy el recobrado de
cada especie esta entre el 90- 106% y el limite de deteccion de esta técnica es
de 1ug/L para cromo (Ill) y 8ug/L para cromo (VI)[19].

3.4.6 Método Colorimétrico

Esta técnica se basa en la reaccion del cromo hexavalente con 1,5-
difenilcarbazida en medio acido, lo que produce la formacion de un compuesto
desconocido de color rojo violeta. Este puede ser medido
espectrofotométricamente a una longitud de onda de 540 nm y la absorbancia
es proporcional a la concentracion de cromo en la muestra. Para determinar
cromo total, la muestra debe ser sometida a digestion acida y oxidacion con
permanganato de potasio, previo a la reaccion con la difenilcarbazida[20]

La colorimetria es considerada uno de los procedimientos més sencillos,
aunque es una técnica poco sensible, y el limite de detecciéon es de 0,1 mgl/l.
Esta técnica es usualmente complementada con otros métodos analiticos

Sensibilidad: Se refiere a la capacidad que tiene un método para detectar
pequefias concentraciones del analito[21].

Limite de deteccién: Conocido como el limite de concentracion mas bajo para
mediciones cuantitativamente precisas[21].

3.4.7 Principios del método analitico propuesto

Es importante resaltar que la especiacién y determinacién de cromo en agua
potable mediante el analisis por inyeccion en flujo con micro-columna acoplada
(FIA) y deteccidn espectrofotométrica en el ultravioleta-visible (UV-Vis) se
realiza a partir de conceptos y técnicas especificas, estas son: el uso de
zeolitas como adsorbentes, la técnica analitica colorimetria, método de adicion
estandar y finalmente la espectrofotometria (UV-Vis).

En cuanto a los parametros claves para el desarrollo de dicha metodologia se
ha tenido como base el articulo cientifico “Spectrophotometricdetermination of
ultra trace tri& hexavalente chromiumbyusing on-line flowinjectionanalysiswith
dual pre-concentrationcolumn” escrito por los koreanosSung-woon Jung, Hyun-
wooLim, Chu-hokang y Yong-wookChoi.

El analisis de cromo trivalente y cromo hexavalente mediante la deteccion
espectrofotométrica UV-Vis ha sido también implementada en investigaciones
como la remocion de ambas especies con bio-absorbentes; este estudio se
desarrollé en 1998 por David Kratochvil, Patricia Pimentel y BohumilVolesky y
se public6 un articulo llamado “Removal of trivalent and
hexavalentchromiumbyseaweedbiosorbent”, en el que se desarrolla el método
de colorimetria para determinar cromo hexavalente y se lee a 540nm en el UV-
Vis, la concentracion de cromo (lll) es determinada a partir de la diferencia
entre el cromo total y el hexavalente.
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3.4.7.1 Determinacion espectrofotométrica de ultra traza para cromo
hexavalente y trivalente mediante el analisis de inyeccion en flujo con
micro-columna acoplada.

Los métodos que emplean la columna de pre-concentracion con flujo junto con
el sistema FIA ofrece una serie de ventajas importantes para la determinacion
ultra-trazas, estas son: mayor eficiencia, menor consumo de muestra y de
reactivos y mejor precision [22]

La retencion de cromo y la elucién en la columna de pre-concentracion con los
procedimientos de inyeccion en flujo(FIA), junto con oxidacion en linea de Cr
(1) a Cr (VI) utilizando la 1,5-difenilcarbazida (DPC), que es selectivo para Cr
(VI), y de modo que DPC reacciona Cr (VI) en medio acido para formar un
complejo de color rojo-violeta, es una de las técnicas mas exitosas para la
determinacion de cromo en ambos estados de oxidacion [22].

Tal método de medicion indirecta de Cr (lll) suele ser extenuante, sin embargo
es una forma facil y sencilla de determinar selectivamente una cantidad ultra
traza de Cr (lll). En este estudio, un sistema FIA es equipado con dos tipos de
columnas de cationes y pre-concentracion de intercambio anionico para la
especiacion de Cr (Ill) y Cr (VI) [22].

3.4.7.2 Sistema de inyeccion en flujo (FIA)

Los sistemas de inyeccion en flujo (FIA) comparados con los meétodos
discontinuos, ofrecen una serie de ventajas significativas para las
determinaciones ultra-traza (orden en los microgramos por litro, ug/L), entre las
cuales se encuentra una mayor eficiencia, mas bajo consumo de muestra y
reactivos, una precision mejorada, riesgo reducido de contaminacion y un
incremento de la frecuencia de muestreo. Varios investigadores han propuesto
los métodos on-line, con dos columnas para la determinacion simultdnea de
Cr(lll) y Cr(VI) a través de la combinacién de la espectrofotometria de
absorcion atémica con el FIA [23].

Algunos intentos exitosos en la automatizacién de la retencion y elucion del
cromo en columnas de pre-concentracion han sido realizados utilizando los
procedimientos on-line de inyeccion en flujo. Los procedimientos FIA con
oxidacion en flujo de Cr (lll) a Cr (VI) han sido utilizados para los métodos
automatizados que utilizan 1,5-difenilcarbazida (DPC), el cual es altamente
selectivo al Cr(VI), de forma tal que la DPC reacciona con Cr(VI) en medio
acido para formar un complejo coloreado violeta [24].

llustracion 1. Estructura molecular del Difenilcarbazida

O
v
T~NH NH

Fuente: [21]

El Cr (lll) en muestras ambientales es usualmente calculado mediante la
diferencia entre la concentracion de cromo total y la de Cr(VI).
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Este método indirecto de determinacion de Cr(lll) es mas bien inconveniente y
dificultoso, pero hasta hace poco tiempo atrds no hubo una forma facil y simple
de determinar cantidades ultra-traza de Cr(lll) [22]. Los cientificos Lim y Jung
[12] desarrollaron un sistema FIA equipado con dos tipos de columnas
independientes para la pre-concentracion en paralelo de las especies de Cr(lll)
y Cr(VI) conectadas a una valvula de inyeccibn de 6 puertos para la
especiacion de cromo.

En este trabajo, el sistema FIA fue ideado para contener componentes simples
y distintivos para la determinacion de Cr (lll) y Cr (VI) mediante la elusion
secuencial de las dos especies concentradas de cromo en columnas
empacadas con adsorbentes anidnicos y cationicos con un eluente comun.

3.4.7.3 Método de adicion estandar

La técnica de adicion estandar implica la adicion de cantidades conocidas de
una solucion patrén a la muestra procesada, compensando un constituyente de
la muestra que mejora la sefal del analito, la absorbancia de cada solucion se
determina, y seguido a esto los valores recolectados se grafican de tal forma
que en el eje horizontal son las concentraciones de los estandares conocidos y
en el eje vertical es la absorbancia registrada por el espectrofotometro.

Para ambas especies de cromo se analiz6 una muestra con cinco diferentes
alicuotas, este método facilita determinar la concentracion inicial de la muestra,
la cual se determina a partir de la diferencia entre la concentracion final
determinada con el espectrofotbmetro y con la concentracion de la alicuota
anadida.

3.4.7.4 Uso del adsorbente anidnicoNa- clinoptilolita para cromo (Ill) y
adsorbente catiénico Na- clinoptilolita modificada con surfactante
(SM2).

Las zeolitas son minerales porosos conocidos como un intercambiador
anionico, cuyas propiedades permiten ser usados como adsorbentes, adicional,
presentan la ventaja de ser abundante en la naturaleza y posee una alta
estabilidad quimica.

La superficie de la Na- clinoptilolitaestd cargada negativamente, es por esto
gue se conoce como adsorbente anidnico. Este material es ideal para retener el
Cr (lll), a diferencia de esta especie para el Cr (VI) es necesario realizar una
modificacién con surfactante (SMZ), de esta forma la superficie estara cargada
positivamente y es denominado como adsorbente catidnico.
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3.4.7.5 Parametros tenidos en cuenta para la ejecucion de la metodologia
Tabla 4. Parametros determinantes en la metodologia

Método
Determinacién o L
- Especiacion y determinacion de
espectrofotométrica :
cromo en agua potable mediante
de ultra traza para e . . :
el analisis por inyeccion en flujo
cromo hexavalente y con micro-columna acoplada
Parametro trivalente mediante el ACOP
AN ) g (FIA) y deteccion
analisis de inyeccion e
: : espectrofotométrica en el
en flujo con micro- : - )
ultravioleta-visible (UV-Vis)
columna acoplada.
Cromo Cromo
(11 V) Cromo (Il1) Cromo (VI)
Tibo de adsorbente Resinas de intercambio Na- zeolita modificada
b catiénico o ionico clinoptilolita con surfactante
pH (unidades de 18 5.6 4.5 5.7
pH) '
o
= Flujo 0.5 mL/ min
2
Longitud de onda 548 nm 548 nm 542 nm 542 nm
. Pre-concentracion y elucién: 600
Tiempo - -
seg
- NaCl/HCI NaCIl/HCI
O
9 No No
®©
% requiere | requiere NaCl NaCl
(2}
3 < - Bromuro de
g Agua MilliQ hexadeciltrimetilamonio
(&) c
> ) H,O,+
3 g Buffer NaNO3 | H,O,+Buffer
n g 2 DPC
1 ()
o § DPC DPC DPC
2 o
S
= HCI/KCI HCI/KCI KCI NaBr/NaOH
o c
N H,O,+
5 Buffer H,O,+Buffer
o DPC DPC
DPC DPC

Fuente: [22], elaboracion propia.
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4. REACTIVOS, MATERIALES Y METODOLOGIA

4.1 Reactivos

-Solucién patron de cromo (VI) 1000 ppm
-Solucién patrén de cromo (I11) 2000 ppm
-Agua destilada

-Agua desmineralizada

- Solucién &cido clorhidrico (HCI) 0.2 M
-Solucion acido sulfarico (H2SO,)

- Solucién cloruro de potasio (KCL) 0.5 M

- Solucién hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 M
-Solucion bromuro de sodio (NaBr) 0.5 M
-Solucioén cloruro de sodio (NaCl) 0.2 M- 0.5 M
-Solucion de bromuro de hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) 0.066 M
-Difenilcarbazida (DPC)

4.2 Materiales

Las micro-columnas que han sido mencionadas son el recubrimiento del
adsorbente requerido para la pre-concentracion de ambas especies de cromo,
dicho material es conocido como zeolitas modificadas, el cual es un mineral
sometido a una serie de procedimientos. A continuacion se presenta una breve
explicacion de la transformacion, aspectos de intercambio i6nico y los
materiales requeridos para la activacion de este material.

421 Zeolita

Las zeolitas naturales son aluminosilicatos micro-porosos que han sido
utilizadas en la remocion de metales pasados y otros cationes contaminantes
debido a sus excelentes propiedades adsorbentes y como intercambiadores
ibnicos[25].Ademas, estos materiales tienen la ventaja de ser muy abundantes
en la naturaleza y poseer alta estabilidad quimica.

4.2.1.1 Aspectos del intercambio i6nico

Se conoce como intercambio i6nico al proceso en el que dos electrolitos
intercambian iones y se obtienen nuevos compuestos, teniendo este concepto
claro, se procede a explicar que caracteristicas, cambios fisicos y quimicos
ocurren en la zeolita Na-clinoptilolita yen la zeolita modificada con surfactante.

4.2.1.2 Transformacion fisico-quimica de la zeolita (HCC)
La estructura que presenta la clinoptilolitaes una red de tetraedros SiO4 Yy AlQy,

en el que los atomos de silicio y aluminio estan en el centro y los oxigenos en
los vértices [26]. La carga negativa generada por este tipo de estructura sobre
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los tomos de oxigeno ligados al atomo de aluminio es compensada por
cationes sodio, potasio, calcio y magnesio. Este tipo de compensacion de carga
iGnica le confiere a la estructura una capacidad de intercambio i6nico entre los
cationes nativos y cationes en solucion.

Dado que se requiere la retencion de especies de cromo (lll) a partir de
soluciones acuosas, es necesario realizar una transformacién fisico-
guimica,segun el procedimiento que indica esquema 1.

Esquema 1. Transformacion fisico-quimica clinoptilolita

Clinoptilolita natural (100g)

1M HCI: CgH;O, 0.25M Mezcla 1: 10

=
i

X
Balon Reflujo

NH,CI 6 NH,NO, 2M

. 3
Ebullicién 6 horas, 2 veces(reposicion

de solucién completa)

2
Lavar con H,O desionizada hasta pH=4

A A

Calentar a ebullicion 2 horas, 2 veces

v

Lavar 2 veces con 1L H,O
desionizadao 4 veces con 500 mL

1

Secar en estufa a 120°C,durante 4h

!

Calcinacion conaire a 500°C durante 4h
(5°C/min)

v

Lavar 2 veces con H,0 desionizada

v

Clinoptilolita activada (HCC)

Fuente: [27]
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llustracion 2. Estructura quimica de la Na-clinoptilolita

m‘ ~-
I ] 0 o 0©
L A T S YO0 A R S R O T )
8i N 8i S W S
AA) A A A r\
00 00 00 00 00 0 O

Fuente:[26]

4.2.1.2.1 Zeolita modificada con surfactante (SMZ)

A diferencia de la Na- clinoptilolita, al realizar la activacion con bromuro
hexadeciltrimetilamonio (HDTMA) la superficie de la zeolita queda cargada

positivamente, puesto que el tensoactivo excede la capacidad de cationes en la
superficie. [27]

Ahora bien, cada vez que se utilice este adsorbente catidénico sera necesario
hacer una activacion con HDTMA, con el fin de cargar positivamente la
superficie y se fije el cromo (VI) de la muestra.

llustraciéon 3.Activacion dezeolita modificada con surfactante (SMZ)

Cationic surfactant

Clinoprilolite surface Clinoptilolite surface

Fuente: [27]
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4.2.1.3 Transformacion fisico-quimica de la zeolita modificada con
surfactante

Esquema 2. Transformacion fisico-quimica zeolita modificada con
surfactante

Clinoptilolita activada (HCC)
1 M HCI : Surfactante

»

. 4
Botellas de polietileno de 500 mL , agitar por 8
horas

v

Centrifugar mezcla a 14.500 g durante 25 minutos.
Separacion de las fases.

A 4

Lavado de la fase solida mediante agitaciéon a 150
rom durante 15 minutos

170 mL de agua MilliQ_

v

Centrifugacion a 14.500 g durante 25 minutos.

X
Muestras solidas colocadas en placas Petri y
secadas al aire

1

Zeolita modificada con surfactante

Fuente: [27]
Materiales para la transformacion de la zeolita

Balanza analitica.
Clinoptilolita natural (100 g)
Balén volumétrico 500 mL
Botella de polietileno 500 mL
Centrifuga

Agitador rotatorio

Placas Petri (2)

pH-metro

. Agua milliQ

10. Quemador Bunsen

11. Estufa — 120°C

©CoNoO~whE
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12. Mufla - 500°C —
Reactivos para la transformacion de la zeolita

Zeolita natural (mineral granulado)

Acido clorhidrico liquido

Acido citrico sélido

Cloruro de amonio sélido

Bromuro de hexadecil-trimetil amonio (HDTMA-Br)

gk

4.2.2 Vidrieria y equipos

- Volumétrico de 500 mL y 100 ml
- Probeta

- Pipeta y micro pipeta

- Baston de vidrio

- Beakers 100mL y 500 mL

- Tubos Tygon

- Espectrofometro UV/Visible

- Bomba peristaltica 8 canales

4.3 Sistema FIA

El sistema de inyeccion en flujo (FIA) cuenta con dos micro-columnas de
plastico de 4 mm didmetro interno x 30 mm de longitud acopladas a tubos de
teflon (PTFE) 1/16", cuyo diametro externo (OD) y didmetro interno (ID) son de
0.03".

El sistema FIA consiste en un arreglo “manifold” sin valvula de inyeccion
funcionando en tres secciones independientes. El arreglo FIA es montado a
partir del kit de montaje S-2030 — Fialab-2500.

El disefio del sistema estacompuestoen una seccidn independiente para la pre-
concentracion de las muestras de agua que consta de cuatro canales
independientes de tubos Tygon®, conectados a una bomba peristaltica (PP)
Gilson Minipuls 3, para impulsién de liquidos.
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llustracion 4. Equipo GE Ultropsec 2100 Pro Spec UV Vis para la deteccion y
determinacién de Cr(VI) en las muestras de agua.

Fuente:[28]

llustracién 5. Bomba peristéltica utilizada para el transporte de liquidos
(soluciones y muestra).

Fuente:[29]
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4.3.1 Seccién 1- Transporte de liquidos

Los tubos Tygon®fueron conectados a ambos lados de los tubos PTFE 1/16",
mientras que el segmento anterior a la bomba, los tubos PTFE se introdujeron
en la muestra de agua potable y en el lado posterior de la bomba estos tubos
estan directamente conectados a cuatro capsulas (micro-columnas, MC), de las
cuales dos fueron empacadas con el adsorbente anionicoNa-clinoptilolita para
la pre-concentracion de Cr(lll) y dos capsulas empacadas con adsorbente
catidnico (“surfactantmodifiedzeolite”, SMZ) para la pre-concentracion de
Cr(VIl). Las cuatro capsulas o micro-columnas van en su parte posterior
conectadas a tanques colectores de desechos liquidos (W).

llustracién 6. Disefo del arreglo de transporte de liquidos FIA en el modo de
pre-concentracion en una seccion.

PP
»_] cr(iin) ) >
S _
> cr(lin P
> ) »
S
> Cr(VI) [ >
Y
W

Fuente: [Elaboracién Propia]

En el modo de elusién del Cr (lll) de su micro-columna (llustracién 5) solo
funcionaron los nodos 1 y 2. En la elucién del Cr (VI) solo funcionaron los
nodos 3y 4.

Adicional a esta primer parte del montaje, se tuvieron otras dos secciones
disefiadas para la elucién independiente (y no simultdnea) de las muestras; una
de estas secciones es la linea de elucion del Cr (lll), y en segunda se realizé la
elucién del Cr (VI).

4.3.2 Seccién 2- Elucion de Cr (111)

El montaje estuvo compuesto por tres canales de tubos tygon®, los cuales
estaban instalados a la bomba peristaltica, simultaneo a esto, los tubos se
conectaron en su parte anterior a tubos PTFE que fueron introducidos en una
mezcla de eluenteKCl 0.5 M, una solucion oxidante + buffer (H,O, 0,22 mL al
50% + 10 mLNaOH/Na,CO3; 0.1 M) soluciénquelante 0.5 M de difenilcarbazida.
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El canal del eluente estaba directamente conectado a la micro-columna
empacada con Na-clinoptilolita y a su salida, esta linea fue mezclada con el
canal del oxidante (H,O,+ buffer) para la oxidacion del Cr (lll) a Cr (VI) en el
interior de un enrollado (“coil’) de oxidacion (OC) de PTFE con 2.5 m de
longitud.

La linea de la salida del liquido OC se unié al canal (tubo PTFE) que transporto
el reactivo quelante (difenilcarbazida) y la mezcla entré en un enrollado (“coil”)
de reacciéon (RC), este procedimiento se llevé a cabo en un tubo de PTFE de
1.0 m de longitud donde ocurrié la formacion del complejo Cr(VI)-
difenilcarbazida.

La linea a la salida del RC transport6 directamente a través de un tubo PTFE a
una celda en flujo insertada en la porta muestras del detector del
espectrofotometro ultravioleta visible (UV-Vis), el cual fue el encargado de
medir las especies de Cr (lll) cuantificadas como Cr (VI).

4.3.3 Seccion 3- Elucion del Cr (VI)

Consiste en dos canales de tubos Tygon® independientes que se conectaron
en la parte anterior de la bomba peristaltica a tubos PTFE que fueron
introducidos en contenedores con soluciones del eluente (NaBr 0.5 M/ NaOH
0.1 M) y de difenilcarbazida.

En la parte posterior de la bomba peristaltica, los tubos PTFE transportaron el
eluente hacia la entrada de lamicro-columna empacada con SMZ y solucion de
difenilcarbazida que se mezclé con el eluato a la salida de lamicro-columna.
Esta mezcla entré directamente en el enrollado (“coil”) de reaccion RC donde
se formo el complejo Cr (VI)-difenilcarbazida. A la salida del RC, el complejo
formado fue transportado en linea de tubo PTFE directamente hacia la celda en
flujo situada en el porta muestras del espectrofotdmetro UV-Vis.

En el modo de elucién el espectrofotometro UV-Vis es usado para la deteccion
en flujo del complejo de Cr (VI)-difenilcarbazida, el cual registré6 una curva de
ruptura gaussiana de absorbancia (0 de concentracién) con un maximo y una
lectura minima, préxima a cero, que indicé la descarga total de las micro-
columnas para las dos especies de cromo.
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llustracién 7. Disefo del arreglo de transporte de liquidos FIA en el modo de
elusion en dos secciones.

PP

oc
KCIHCI > iy | /\/\/\/\

H20»
DPC

KCIHCI » Cr(v1)

DPC

H-0

Deteccién

Fuente: [Elaboracién Propia]

En las dos secciones de elucién los liquidos, consistentes en complejos Cr (VI)-
difenilcarbazida, fueron colectados en probetas de 100 mL para la posterior
determinacion de las concentraciones de Cr (VI) primero en los eluatos y
posteriormente, mediante ley de la volumetria, las concentraciones de Cr (VI) y
de Cr (lll) en las muestras de agua.

En el arreglo de transporte en el modo de pre-concentracion (ilustracion 4), la
bomba peristaltica (PP) solo transporta la muestra de agua hasta que estas se
cargan en una fraccion de cobertura del 30 y del 60% para el Cr (VI) y Cr (1),
respectivamente. Este proceso fue controlado por un volumen Vg=Vmyestra Y UN
tiempo de bombeo Tg.

4.4 Metodologia

Con el fin de llevar a cabo la ejecuciéon del método aqui planteado se han
establecido tres etapas claves, estas son: La activacién de las micro-columnas,
la pre-concentracién y la elucion de las muestras.

4.4.1 Cromo (IIl)

4.4.1.1 Activacion de micro-columnas

La activacion de las micro-columnas de Cr (lll) se realizé6 con dos Unicas
soluciones, cloruro de sodio junto con &cido clorhidrico 0.2 M y una segunda
cloruro de sodio 0.5 M, la funcion quimica de estas soluciones estan
relacionadas con el acondicionamiento de la superficie, es decir en medio acido
el HCI/ NaCl elimina los cationes que bloquean los sitios de intercambio ionico,
posterior a esto se hace usa cloruro de sodio 0.5M para sodificar la superficie, y
alcalinizar la zeolita.

33



Estas soluciones no representan un alto riesgo para el medio ambiente ni para
la salud de quien las manipula, dado que las concentraciones en las que se
estan empleando son bajas.

Esquema 3. Activacion de la HCC

Activacion de la HCC

l

Montaje de canales enla bomba peristaltica junto
con las micro-columnas

NaCl/ HCI 0.2 M l

-
>

Dejar embebidas por 30 minutos

NaCl 0.5 M l

.
-

Dejar embebida las micro-columnas durante 24
horas

v

Hacer un lavado con agua milliQ no mayor que 5
segundos.

Fuente: [Elaboracién Propia]

43.11 Pre-concentracion con adicién estandar para cromo (lll)

Luego de la oOptima activacion de las micro-columnas es posible pasar la
muestra a través del adsorbente anidnico, para ello se dividié la muestra del
agua de grifo en cinco volumétricos diferentes, dado que a cada uno se le
afiadi6é una alicuota diferente del patrén de cromo (Ill) 10 ppm, es importante
que todo el volumen sea absorbido y no dejar residuo de la muestra en el
recipiente.

Se recomienda limpiar el sistema con HNO3 0.05 M durante 5 min sin micro-
columna a 10 rpm, luego una corrida con agua destilada durante 5 minutos sin
micro-columna a 10 rpm.

Las alicuotas de cromo (Ill) que van a ser afiadidas en cada volumétrico son:
0.408, 0.612, 0.816,1.02 y1.22
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Esquema 4. Pre-concentracion con adicion estandar para cromo (ll)

Pre-concentracion con adicion estandar
para cromo (lll)

1

Montaje de cinco canales en bomba
peristaltica

A 4

Instalacion de las micro-columna en el
sistema.

!

Colocar sondas de canales en soluciones
correspondientes

!

Accionar la bomba peristaltica (dejar
encendida hasta absorber el contenido
total de cada muestra.)

Fuente: [Elaboracion Propia]

4.3.1.2 Elusioén de Cr (Ill)

La elusidén consiste en reemplazar el analito adsorbido por la micro- columna
con un catién en este caso se eligid la solucién cloruro de potasio, en el K*
desplaza al Cr* al tener un radio mayor.

Al salir el Cr (lll) reacciona con la solucién oxidante en el coil de oxidacion,
dado que, ya como se expuso anteriormente, el espectrofotdmetro detecta
Unicamente cromo hexavalente, antes de ser conducido al espectrofotometro
ingresa al coil de reaccion con la DPC para desarrollar color.
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Esquema 5. Elusion de especies de cromo (lll)

Elusion de las especies de cromo (l1l)

v

Montaje de tres canales en bomba
peristaltica (Eluente, H,O, y DPC)

A 4

Colocar micro-columna cargada con la
muestra Cr (Ill)

!

Establecer |la corrida de elusidon en el
espectrofotometro para 600 segundos a
542 nm.

!

Apagar la bomba peristaltica y detener la
corrida cuando la lectura de ABS sea
aproximadamente igual al valor de la ABS
de la linea base o proxima a 0.090

Fuente: [Elaboracion Propia]

4.3.2 Cromo (VI)

4.3.2.1 Activacion de Cromo (VI)

A diferencia de la activacion de las micro-columnas de Cr (lll), la MC de Cr (VI)
requieren una  solucidbn  adicional, es referente  bromuro de
hexadeciltrimetilamonio 0.2 M, el tensoactivo prepara la superficie de la zeolita
modificada para que los iones de Cr se enlacen facilmente.

El tensoactivo al enfriarse tiene a formar pequefios cristales, para esto se

recomienda pasar la solucién un poco tibia y luego hacer una corrida no mayor
gue 5 segundos para retirar el exceso del mismo.
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Esquema 6. Activacion de SMZ

Activacion de la HCC

1

Montaje de canales en la bomba
peristaltica junto con las micro-columnas

NaCl/ HCI 0.2 M l

Dejar embebidas por 30 minutos

NaCl 0.5 M l

>

Dejar embebida las micro-columnas
durante 24 horas

HTDMA l

.
>

Dejar embebidas por 5 minutos, luego
hacer un lavado con agua milliQ no
mayor que 5 segundos.

Fuente: [Elaboracién Propia]

4.3.1.1 Pre- concentracion con adicion estandar para Cr (VI)

La pre- concentracion de las especies de Cr (VI) no difiere de la pre-
concentracion realizada para las especies de Cr (lll), asi que es el mismo
procedimiento para ambos.

Las alicuotas de cromo (VI) que van a ser afiadidas en cada volumétrico son:
0.24,0.36, 0.48,06 y 0.72

Se recomienda limpiar el sistema con HNO3; 0.05 M durante 5 min sin micro-
columna a 10 rpm, luego una corrida con agua destilada durante 5 minutos sin
micro-columna a 10 rpm.

4.3.1.2 Elusion de Cr (VI)

La solucién eluente para el cromo hexavalente es bromuro de sodio (NaBr) 0.5
M+ hidréxido de sodio (NaOH) 0.1 M, en el que el Br reemplaza al Cr,este
tiene caracteristicas fisico-quimicas que hacen que el cromo se desplace
totalmente de la MC, gracias a que tiene un mayor radio iGnico y requiere
menor energia de hidratacion.
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Esquema 7. Elusion de especies de cromo (VI)

Elusion de las especies de cromo (VI)

A 4

Montaje de dos canales en bomba
peristaltica (Eluente y DPC)

v

Colocar micro-columna cargada con la
muestra Cr (V1)

|

Establecer la corrida de elusién en el
espectrofotometro para 600 segundos a
542 nm.

1

Apagar la bomba peristaltica y detener la
corrida cuando la lectura de ABS sea
aproximadamente igual al valor de la ABS
de la linea base o préxima a 0.090

Fuente: [Elaboracion Propia]

4.3.2 Recobrado

La fase del recobrado se compone de la pre-concentracion y la elucion. El
recobrado es determinado con el fin de establecer la capacidad de la micro-
columna para retener Unicamente el cromo (lll o VI) presente en la muestra, y
luego asi proceder a la elusion, la sumatoria de ambos resultados se comparan
con el Cr inicial, este ultimo es conocido dado que es preparado a partir de una
solucién patron del analito.

4.3.2.1 Pre- concentracion de Cr (Ill)
Esta etapa se lleva a cabo a partir de una solucién patrén de cromo, en este
caso para cada especie de cromo se realizé con una concentracion de 10 ppm.

Es importante desarrollar esta etapa con el sistema limpio, para ello se emplea
una solucion de acido nitrico 0.05 M y luego un paso rapido con agua destilada.

Para el cromo (lll) es necesario tener una solucion oxidante, la importancia de
este radica en gue el espectrofotdmetro mide Unicamente Cr (VI), siendo asi el
peréxido la solucion que oxida al Cr (lll) junto con una solucion.
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Se recomienda limpiar el sistema con HNO3; 0.05 M durante 5 min sin micro-
columna a 10 rpm, luego una corrida con agua destilada durante 5 minutos sin
micro-columna a 10 rpm.

La solucion de Cr (lll) serd colocada en una probeta graduada ocupando
exactamente un volumen de 25 mL. La sonda a la salida de la celda del
detector espectrofotométrico sera colocada en el interior de una segunda
probeta graduada con 3 mL de solucion 0.5 M de DPC para colecta del
complejo Cr (VI)-DPC.

Esquema 8. Pre-concentracion de cromo (l11)

Pre-concentracion para cromo (llI)

A 4

Montaje de tres canales en bomba
peristaltica

!

Instalacion de las micro-columna en el
sistema.

!

Colocar sondas de canales en
soluciones correspondientes

Patron Cr(lll)
 ——

DPC
——
H2O2

v

Accionar la bomba peristaltica (dejar
encendida hasta absorber el contenido
total de cada muestra.) colecta de
complejo Cr (VI)-DPC.

Fuente: [Elaboracion Propia]
Es necesario elaborar una curva de calibracibn para determinar la

concentracion final del cromo no retenido, en el esquema 9 se da el paso a
paso de la preparacion y la lectura en el espectrofotometro.
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Esgquema 9. Preparacion curva de calibracion

Preparacion y lectura de la curva de
calibracion

Cuatro volumétricos con 1.0, 1.5 20y 3.0
mL de la solucién patrén de 10 ppm de Cr
(V1)

3.0mL de DPC
——

Homogenizarla disolucién de complejo Cr
(VI)-DPC.

l

Colocar el espectrofotémetro en modo
ABSORBANCIA Y leer la curva de
calibracién en modo Basico (1)
ABSOREBANCIA contra el blancode DPC a
542 nm.

1

Colectar los datos de ABS vs
Concentracion.

Fuente: [Elaboracién Propia]

4.3.2.2 Pre- concentracion de Cr (VI)

La pre- concentraciéon de las especies de Cr (VI) no difiere de la pre-
concentracion realizada para las especies de Cr (Ill), asi que es el mismo
procedimiento para ambos.

La solucion de Cr (VI) serd colocada en una probeta graduada ocupando
exactamente en un volumen de 25 mL. La sonda a la salida de la celda del
detector espectrofotométrico serd colocada en el interior de una probeta
graduada con 3 mL de solucién 0.5 M de DPC para colecta del complejo Cr
(VI)-DPC.

4.3.2.3 Elusion de Cr (VI)

La sonda a la salida de la celda del detector espectrofotométrico sera colocada
en el interior de una probeta graduada con 3 mL de solucién 0.5 M de DPC
para colectar el complejo Cr (VI) -DPC.
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Esquema 10. Elusion de especies de cromo (V1)

Elusion de las especies de cromo (VI)

A 4

Montaje de dos canales en bomba
peristaltica (Eluente y DPC)

v

Colocar micro-columna cargada con la
muestra Cr (V1)

|

Establecer la corrida de elusién en el
espectrofotometro para 600 segundos a
542 nm.

1

Apagar la bomba peristaltica y detener la
corrida cuando la lectura de ABS sea
aproximadamente igual al valor de la ABS
de la linea base o préxima a 0.090

Fuente: [Elaboracion Propia]

4.3.3 Preparacion de curvas de calibracion cromo (VI)

Seran preparados una serie de estandares de calibracion (hasta seis niveles)
mediante la dilucion del analito en el estandar de dilucion primario (PDS) en
agua des-ionizada.

El estdndar de calibracion mas bajo debera estar en o por debajo de la
concentracion del minimo valor reportable (MRL). Los estandares de
calibracion también podran ser utilizados como estandares de calibracion
continua (CCCs).
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1. RESULTADOS Y ANALISIS

A las muestras de agua tomadas del grifo de la Universidad Santo Tomas,
Sede Chapinero- Bogoté se les realizo 3 réplicas x 3 medidas por réplica x 2
especies ibnicas, las cuales fueron pre-concentradas en micro-columnas
acopladas con zeolita.

Los volimenes de muestras son de 120 a 50 mL y fueron construidos mediante
la adicion a estas de alicuotas de soluciones estandar de Cr (lll) y Cr (VI) de
forma tal que la solucion final se encuentre en intervalos de 4 — 80 ug L™ de Cr
+ una muestra sin estandar. Las areas de los picos de elucion fueron
graficadas contra las concentraciones de los estandares adicionados para cada
una de las especies de Cr analizadas. Para el Cr (VI) el sistema se caracterizo
por concentracion inicial de Cr: 10 ppm, volumen final: 120 mL, niumero de
adiciones + muestra sin adicion (n): 6, sistema formador de complejo: solucién
de DPC 0.5 M, eluente: solucion NaBr/NaOH 0.5:0.1M, masa de adsorbente:
0.030 — 0.080 g, velocidad de la bomba peristéltica: 8 rpm, tiempo maximo de
corrida para la pre-concentracion y elucién: 600s. Para el Cr (Ill) se utilizaron
condiciones idénticas de pre-concentracion y elucion pero utilizando solucién
30 — 60 mM de H,0; en solucion buffer de NaCO3s/NaOH 0.05:0.01 M, eluente
solucién 0.5 M KCI.

El &rea de los picos de elucién de Cr (VI) y de Cr (lll) fueron graficados contra
la concentracidon de estandar adicionado y la concentracibn de Cr en las
muestras fue determinada por extrapolacion en el eje de las concentraciones
(x) para el valor de area del pico (y) igual a cero. Los recobrados para la pre-
concentracion y la elucion de Cr (Ill) y Cr (VI) con muestras sintéticas fueron
estimados mediante la férmula:

R(%) . = ni Mot 100 )

prec/elu
elu

En la ecuacion (1) Nini, Nnoret Y Nelw SON los nimeros de moles de Cr (1) o Cr (VI)
iniciales, no retenidos y eluidos en la pre-concentracion y la elucion,
respectivamente. Los recobrados para los métodos de adicion de estandar
fueron estimados mediante la formula:

— AS+Std — AS x100 (2)

R(%) . . =

método
td

En ecuacion (2) As:sw, As Y Asyg corresponden a las areas de los picos de
elusion de la muestra + un estandar de Cr de concentracion conocida, el area
del pico correspondiente a la muestra (intercepto en los respectivos graficos de
calibracion) y el area del pico del estandar sin la muestra, respectivamente.
Este calculo puede ser también realizado a partir de las correspondientes
concentraciones calculadas.
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Los limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion del método (LOQ) fueron
estimados a partir de los datos de areas de picos de Cr (lll) y Cr (VI) en 50 mL
de cuatro reactivos blancos igualmente preparados conteniendo todos los
componentes de la elusién menos el analito y construidos en agua desionizada.
Los picos fueron integrados contra un blanco de agua desionizada y los
respectivos LOD y LOQ fueron calculados a partir de 3xc y 10xc de los valores
de las areas de los blancos para Cr (lll) y Cr (VI), respectivamente.

Tabla 5. Resumen de las condiciones de pre-concentracion y elusion en flujo
en el métodos FIA.

Condiciones pre-

., L. Cromo lli Cromo VI
concentracion/elusion
Tiempo de pre-concentracion 600 600
equipo (seq)
Tiempo de elusién(seg) 400 300 - 600
Volumen C(_)!ectado en pre- 32 19
concentracion(mL)
Flujo de pre-concentracion 0.8 — 1.0 mL min™ 0.8 — 1.0 mL min™
Velocidad de la bomba 8 rpm 8 rpm
Reactivo formador de DPC 0.5 M DPC 0.5 M
complejo /H,SO./Acetona /H,SO,/Acetona
. H>0,/Na,COs/NaOH 30 — i
Oxidante 60 MM/0.05/0.01M
Eluente KCI0O.5M,pH5-6 NaBr/NaOH 0.5/0.1 M

Na-clinoptilolita 75 — 125

Tipo de adsorbente
um

Na-SMZ 100 — 150 pum

Masa de adsorbente, g 0.030 —0.080 0.030 -0.080

NaCI/HCI 0.1 M, NaCl
0.5 M/ Br-HDTMA 0.066
M

NaCl/HCI 0.1 M, NaCl 0.5

Soluciones de activacion M

Fuente: [Elaboracion Propia]

Los picos de elusién de Cr (lll) asociados a la grafica 1 muestran gran simetria
y resultaron ser mas estrechos que los picos obtenidos para el Cr (VI), siendo
esto probabledebido al diferente tipo de interaccion de las especies ibnicas con
la matriz adsorbente. En el caso del Cr (lll) la interaccion ionica electrostatica
mas débil con el sitio de intercambio permite al eluente un relativamente mas
faci o menos energético reemplazo, ademas de wuna distribucion
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energéticamente homogénea de los tipos de sitio de intercambio en la Na-
clinoptilolita.

Gréfica 1. Pre-concentracion y elucién de Cr (I1l) 0.05 mg L™ en funcién del
volumen de solucion buffer (NaOH/Na,CO3 0.1/0.05 M), H,O, 50 mM.

Oxidacion de Cr{lll) en funcidn del velumen de solucion buffer - NaOH/MNa2C03 0.1/0.05M. H202 = 0.3 mL
100 mL

Cinética de formacion de Cr(V1} 2 20v*65c

35
o Abs. Crilil} 0.05M H202 = 0.3 mLM100 buffer 13 mL Prec.
30+ —&— Abs. Crilil} 0.05M H202 = 0.3 mL/100 buffer 13 mL Elu.
—&— Absz. Crilil) 0.05M H202 = 0.3 mL/100 buffer 10 mL Prec.
|| —&— Abs. Cr{lil) 0.05M H202 = 0.3 mLM100 bufier 10 mL Eluw.
25t |'| | —e— Abs. Criil) 0.05M H202 = 0.3 mLA100 bufier 15 mL Prec.
S I| I|I —- Abs. Crilil} 0.05M H202 = 0.3 mLM100 buffer 15 mL Elu.
20t 5 T
15}
1.0
05}
0.0 f
-0,5 L L L 1 L 1 L
-100 0 100 200 300 400 500 600 700

Tiempo/ls

Fuente: [Elaboracién Propia]

Por otro lado, el anién cromato (CrO4*) muestra a través de la asimetria de los
picos de elucién (grafica 2) una mayor interaccién con los sitios R4N* del
surfactante en la SMZ, mas posiblemente formando un fuerte enlace N-O del
surfactante y del cromato respectivamente.
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Gréfica 2. Curvas de elucion en el método de adicion de estandar para
muestras de agua de grifo (USTA) para concentraciones de Cr (VI) de 20 — 80
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Fuente: [Elaboracién Propia]

Los picos de elusién (grafica 3) y las curvas de calibracion en el método de
adiciéon de estandar para el Cr (Ill) sobre muestras de agua de grifo de la USTA
(gréfica 4) muestran una buena correlacion entre las areas de los picos y las
concentraciones de Cr (lIl), lo cual permite una estimacion bastante precisa de
las concentraciones de Cr (lll) estimadas para las muestras del estudio, a pesar
de que la estimacion de la concentracion de esta especie en muestras de agua
de grifo es fuertemente dependiente de eficiente eliminacion del cloro
desinfectante libre contenido en este tipo de muestra. En este estudio este tipo
de especie fue eliminada mediante la adicion de cantidades de amonio tales
que formaran soluciones 3 mg L™ en las muestra a ser pre-concentradas.
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Gréfica 3. Picos de absorbancia contra tiempo de elusion para concentraciones
de Cr (Ill) entre las concentraciones 4—12 pug L™ Cr en el método de adicién de
estandar para las muestras de agua sintética.
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Fuente: [Elaboracién Propia]
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Gréfica 4. Curva de calibracion de método de adicion de estandar Cr (lIl) en
muestras de agua de grifo.
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Fuente: [Elaboracion Propia]

Las gréficas 5 y 6 muestran los resultados del método de la adicion de
estdndar para la determinacién de Cr (VI) en muestras de agua de grifo
(USTA). Nuevamente y diferente al comportamiento del Cr (lll), el Cr (VI)
exhibe picos mas anchos, lo cual implica mayores tiempos de elusién, aunque,
por otro lado, mejores correlaciones entre las &reas de los picos y las
concentraciones de los estandares adicionados, permitiendo esto una mayor
precision en la estimacion de la concentracion de esta especie en la muestra
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Gréfica 5. Picos de absorbancia contra tiempo de elusion para concentraciones
de Cr (V1) entre las concentraciones 20 - 80 pg L™ Cr en el método de adicién
de estandar para las muestras de agua de grifo.
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Fuente: [Elaboracion Propia]
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Gréfica 6. Curva de calibracion de método de adicion de estandar Cr (VI) en
muestras de agua de grifo.
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Fuente: [Elaboracion Propia]

A continuacién se hace una compilacién de los datos obtenidos, en la que se
establece el valor de recobrado del método para cada especie de cromo, la
concentracion asociada a las muestras tomadas del grifo de la universidad, el
limite de deteccién y de cuantificacion presentado por el método propuesto.

49



Tabla 6. Resultados de la estandarizacion de la pre-concentracion y elusion y
del método de adicion de estandar para la determinacion de Cr (lll) y Cr (VI) en
muestras sintéticas y de agua de grifo.

Cr(l Cr(VI)

Recobrado pre-concentracion/elusién (%)+SD, n=10, muestras | 9543 98+5
sintéticas.

Concentracion en agua potable (ng L)+SD, n=4, agua de grifo 2.440.2 | 13.4+0.5

Recobrado del método (%)+SD, n=4, agua de grifo 10545 96+4
LOD (ug L™, pre-concentracion y elucion de reactivo blanco >0.2 >0.3
LOQ (ug L™), pre-concentracion y elucién de reactivo blanco >2 >3

Fuente: [Elaboracién Propia]

2. CONCLUSIONES

Al desarrollar el método analitico se obtuvo las condiciones experimentales
Optimas para la ejecucion del mismo, ya que se tenian como base conceptos
de articulos cientificos relacionados; mediante la practica enel laboratorio se
logré establecer pardmetros que dan como resultado un bajo limite de
deteccién, cuantificacion y recobrado.

El método de determinacion y especiacion de cromo en muestras de agua aqui
desarrollado utilizando la pre-concentracion y elusion conmicro-columnas de
Na-Clinoptilolita y SMZ para Cr (lll) y Cr (VI) y cuantificacibn mediante el
meétodo de adicion de estandar (SAM) muestra a partir de resultados que las
diferentes especies de Cr son pre-concentrables en las matrices adsorbentes
disefiadas, en la queexiste una razonable linealidad del area del pico y la
concentracion de la adicion estandar para ambas especies.

A su vez se denota también las areasmenores obtenidas para Cr (Ill) que son
probablemente resultante de laincompleta oxidacion de Cr (lll) a Cr (VI) con la
concentracion de solucion de H,O, seleccionada.

Los picos mas anchos para el Cr (Vl)dan un indicio de la fuerte retencion del
dicromato (Cr,O;* 0 mas exactamente HCr,O; a pH 5 - 6) al grupo -NH,4" del
surfactante en la SMZ, lo que sugiere el uso de un eluente mas selectivo que el
Br  utilizado y en una mayor concentracion para desplazar al Cr (VI) pre-
concentrado.

Por otro lado, los picos de elucion mas estrechos para el Cr (lll)se deben a la
implementacion de frecuencia de vibracion en el ultrasonido en la etapa depre-
concentracion de dicha especie buscando una rapida y cuantitativa salida de la
especie de cromo del adsorbente.
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Una minimizacién del efecto de las interferencias (NOs, I', 105, BrOs, SO4,
S?%, PO,%, CI) para el Cr (VI) y para el Cr (lll) (metales alcalinos, alcalinos
térreos, Fe®") fue realizada mediante el uso de agua desionizadaMilliQ y
ajustando el pH de las muestras entre 5 y 6.
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