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RESUMEN

Un sistema de flujo de alta eficiencia en espectrometria atomica (HPF-AS) es implementado mediante la
combinacién de HPLC y un nebulizador hidraulico de alta temperatura y presion (HT-HHPN). Este sistema se
aplicé para la separacién de la matriz en muestras de salmueras de la industria de cloro-soda, logréandose la
determinacion de trazas de metales pesados (mg/L) en estas salmueras sin interferencias de la matriz. La
separacion de la matriz de NaCl se realiza en una columna de HPLC (C18) después de complejar los metales
pesados con el acido trans-1,2-diaminociclohexano, N,N,N,N-tatraacético (CDTA). La separacion de la matriz y la
determinacién de los metales puede ser realizada en un tiempo inferior a 1 minuto. Los limites de deteccion de
Cd(II), Co(II), Cu(Il), Mn(II) y Zn(II) en FAAS fueron mejorados en mas de un orden de magnitud en
comparacion con la determinacion convencional o directa mediante un nebulizador neumatico.

Palabras claves: Metales pesados, interferencias, soluciones salinas, tratamiento de muestras, nebulizacion, HT-
HHPN.

SUMARY

An integrated HPF-system using HPLC and HT-HHP-nebulizer is used for matrix separation by the determination
of heavy metals in highly concentrated solutions with FAAS. The separation of the matrix (NaCl) is achieved in a
HPLC RP-C18 column after heavy metal complexing with trans-1,2-diaminciclohexane-N,N,N,N-tetraacetic acid
(CDTA). Matrix separation and the metal determination can be realized in less than one minute, without any
interference from the matrix. The detection limits of Cd(II), Co(II), Cr(VI), Cu(II), Mn(II) and Zn(II) by FAAS
were improved in one order of magnitude in compare with the direct determination by pneumatic nebulization
nebulizer.

1von 15 30.06.2019, 11:53



Nuevo sistema integrado cromatografia liquida de alta resolucion / nebul...  https://scielo.conicyt.cl/scielo.php?script=sci_arttext&pid=S0366-16442...

KEY WORDS: Heavy metals, matrix interferences, saline solutions, sample pretreatment, nebulization, HT-HHPN
INTRODUCCION

La determinacion de elementos trazas (mg/L) y ultratrazas (mg/L) en muestras con alta concentracion de sales
(g/L), utilizando la espectroscopia atomica (FAAS, GF-AAS, ICP-AES), es una tarea relativamente frecuente en un
laboratorio de analisis quimico y caracterizada por su complejidad para la obtencion de datos confiables. Por otro
lado, métodos analiticos cada vez mas sensibles, reproducibles y libre de interferencias son requeridos en el
analisis de soluciones de procesos industriales (control de calidad) y efluentes industriales liquidos y en el analisis
de muestras ambientales. Por estas razones, dicha problematica es estudiada actualmente con distintos métodos
para lograr la eliminacién de las interferencias de la matriz salina [1-4]. En la determinacion de metales por
espectroscopia atémica (absorcidon y emisidon) en matrices altamente salinas se presentan un variado tipo de
interferencias, las cuales han sido clasificadas en interferencias fisicas, quimicas y espectrales [1]. Las
interferencias fisicas son efectos causados principalmente en el sistema de introduccién de muestra (nebulizador)
y en la fuente de atomizacion o excitacion (llama, plasma u horno). Un alto contenido de sales en la muestra
produce un aumento considerable en la viscosidad y en la tensidn superficial de la soluciéon a nebulizar, lo que
conlleva a una pérdida de la eficiencia de nebulizacién y a un menor transporte de los analitos en la fuente de
excitacion (llama o plasma) y finalmente una pérdida de sensibilidad y poder de deteccion [4-6]. Otro tipo de
interferencia fisica producida por una alta concentracidon de matriz salina se debe al cambio propiedades fisicas de
la fuente de excitacidon, por ejemplo la disminucion de la temperatura de la llama (FAAS) o el efecto de
sobrecarga en plasmas ("overloading"). Estos cambios fisicos disminuyen la eficiencia de la atomizacién o
excitacion e incluso pueden causar la extincion de la fuente [3,7]. La nebulizacidon de soluciones altamente salinas
produce ademas una acumulacidn progresiva de las sales en la ranura del quemador (llama) o en la antorcha del
ICP. En al practica, es necesario un lavado frecuente del quemador o antorcha para evitar su bloqueo, por lo que
disminuye considerablemente su vida util. Este tipo de interferencia se acentla mas aun cuando se usan sistemas
de nebulizacion de mayor eficiencia que involucran un aumento de la cantidad de muestra (analitos y matriz
salina) transportada a la fuente de excitacidon [8]. Por otro lado, una tipica interferencia espectral es el aumento
de la sefal de fondo por absorcidon o emision no especifica de la densa nube atdmica proveniente de la matriz [7].
Finalmente, las interferencias quimicas se deben principalmente a la formacion de compuestos refractarios y
dificiles de disociar en atomos, lo que causa generalmente una disminucidon de la eficiencia de atomizacion
[9-11]. Todas estas interferencias producen generalmente serios errores sistematicos y no sistematicos en el
analisis, baja de precisidon y exactitud, disminucién de la sensibilidad y por lo tanto pérdida del poder de
deteccion.

Para la eliminacion de las interferencias de matrices salinas descritas anteriormente se han descrito diversos
métodos de pretratamiento de muestras, por ejemplo, la coprecipitacién de hidroxidos de metales (Fe(OH)s,
In(OH)3 o La(OH)3) [12-13], extraccién liquido-liquido [14, 15], intercambio iénico [16, 17] y extraccidn en fase
solida [18, 19].

Una forma sencilla de contrarrestar las interferencias de la matriz es la dilucion de las muestras con el fin de
disminuir la concentracion de la matriz salina introducida en el espectrometro. Esta solucidon es bastante utilizada
en la industria de cloro-soda, en donde generalmente se diluye las salmueras hasta una concentracion de 50 g/L
de NaCl. Sin embargo, la dilucién de la muestra trae como consecuencia la pérdida de poder de deteccion
impidiendo la cuantificacién de los metales que se encuentran a bajas concentraciones.

En general son preferidos los métodos de pretratamiento cerrados que requieran una menor cantidad de
reactivos o solventes y menor nimero de pasos, para asi disminuir el riesgo de contaminacién de la muestra y
disminuir el tiempo de analisis [20].

Las técnicas de inyeccion en flujo continuo como FIAS (Flow Injection Atomic Spectrometry) y HPF-AS (High
Performance Flow-Atomic Spectrometry) se han consolidado en los Ultimos afios por cumplir con estos requisitos.
Ambos sistemas cerrados permiten trabajar con pequefios volimenes de muestra (uL) y flujos de reactivos
pequefios (mL/min). FIAS es un sistema que trabaja a bajas presiones y opera una o mas vias de flujo continuo
[21-23] y generalmente se conecta al espectrofotometro mediante un nebulizador neumatico.

Por su parte, HPF-AS es un sistema de flujo continuo que trabaja a alta presion y con una linea de flujo en donde
se combinan técnicas de HPLC y que termina convencionalmente en un nebulizador de alta eficiencia (HHPN:
Hydraulic High Pressure Nebulization). HPF-AS ha sido aplicado exitosamente al tratamiento en linea de muestras
para la eliminacion de interferencias en el analisis de elementos trazas en muestras altamente salinas [24-28]. El
uso de columnas de separacién de HPLC con mayor cantidad de platos tedricos (material de relleno de sélo 5 um
de diametro) ofrece una alta resolucion de los componentes de la muestra, por ejemplo de elementos traza e
interferentes o para la separacion de distintas formas quimicas de un componente ("especiacion") [11, 27-32].
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Con el uso de delgados capilares (0,17 y 0.25 mm diametro interno) y el pequefio material de relleno se produce
so6lo un infimo volumen muerto en el sistema (sélo algunos mL) y se minimiza la dispersion de la muestra dentro
del sistema de flujo. Por otro lado, HPF-AS es relativamente facil de automatizar posibilitando un considerable
ahorro de tiempo total de analisis.

Un nuevo nebulizador hidraulico de alta presion es el HT-HHPN (high temperature hydraulic high pressure
nebulizer), mediante el cual se mejora ostensiblemente la eficiencia en la introduccidn de muestra en
espectroscopia atémica, por ejemplo, 80% en FAAS, lo que representa un mejoramiento de 10 veces respecto al
rendimiento normal de un nebulizador pneumatico (alrededor de 7%). Esta mayor eficiencia en la introduccién de
muestra se traduce en un incremento promedio de la sensibilidad de 6 veces en FAAS y de 22 veces en ICP/AES.
Con la HT-HHPN fueron mejorados también los limites de deteccion en un factor 5 en la FAAS y en un factor 13
en ICP/AES en comparacién a los obtenidos usando el nebulizador neumatico convencional [33, 34].

El objetivo de este trabajo fue implementar una nueva variante de HPF-AS, utilizando HPLC y el nuevo
nebulizador de alta eficiencia (HT-HHPN) para aplicarlo en la separacion automatica de la matriz durante la
determinacion de metales pesados en salmueras de la industria de cloro-soda. Todos los pasos del proceso
analitico (desde la inyeccidn de la muestra hasta su analisis) son controlados automaticamente por un sistema
para control de eventos automatico, para asi lograr la mejor coordinacion del sistema de separacién de matriz y
el de deteccién analitica.

EXPERIMENTAL
Instrumentacion
Espectrometria de absorcion atémica con llama (FAAS)

Como detector de los elementos investigados se utilizd un espectrémetro de absorcién atdomica con llama marca
Varian modelo 1475 con optica de doble haz y compensacion de fondo.

Adquisicion de datos, sefales y automatizacion

Los datos fueron captados desde la sefial analégica del espectrémetro de absorcién atémica (absorbancia
corregida) y digitalizadas a través de la interfase de un sistema (hardware/software) de integracién para HPLC
versiéon 2.2 (Knauer). Este software permite la visualizacion de sefiales, almacenaje y tratamiento de datos,
ademas de la automatizacién de todas las etapas del analisis mediante una caja externa de relés.

La senal de absorcién atémica corregida del espectrometro se presenta en todos los graficos en mV (unidad del
software), donde 0.25 ABS corresponden a 100 mV.

Sistema de separacion de matriz e introduccion de muestra
Sistema de separacion de matriz (HPLC/HT-HHPN)

El sistema HPLC/HT-HHPN/AS es representado en la figura 1. Este sistema integrado estd compuesto por una
parte de la configuracion estandar del nebulizador HT-HHPN, constituido por una bomba de HPLC (Knauer, 64,
Berlin, Germany) y una valvula manual de HPLC hecha de PEEK, con contacto de lectura y loop de 200 pL para la
inyeccion de la muestra (Knauer). Entre la valvula de la muestra y el nebulizador se incluye una columna de HPLC
de 60 mm de largo y un didmetro interno de 4 mm, con cuerpo de PEEK y material de relleno Eurospher 100-C18
(5um). A la salida de la columna se ubica una segunda valvula automética de HPLC de PEEK con 6 puertas/3
canales con un loop de 1 mL, en la que se atrapa la matriz eluida desde la columna. Una micro bomba de
membrana de TeflonR modelo NF-10 (KNF Neuberger GmbH, Freibung-Munzingen, Germany) es usada para eluir
la matriz desde el loop de la segunda valvula hasta el desaglie. Tanto la conmutacion de la segunda valvula de
HPLC, el inicio y detencién de la microbomba de membrana y el flujo de la bomba de HPLC son controladas a
través de la caja de relés desde el software de cromatografia. Todas las cafierias capilares del sistema son de
PEEK para disminuir el riesgo de contaminacion.
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Fig.1. Esguema del sistema de separacion de matriz en linea y nebulizacion{HPLC-HT-HHPN}).

Nebulizador HT-HHPN

Una representacion esquematica del nebulizador se ilustra en la figura 2. El liquido portador y la muestra son
impulsados por la bomba de HPLC. Las muestras son inyectadas en volumen discreto (10 - 500 L) a través de la
valvula de HPLC e impulsadas hasta un capilar de Pt/Ir (75+25), 150 mm de largo, 1.5 mm de didmetro interno y
1 mm de didmetro externo (Degussa, Frankfurt, Germany), en el cual la muestra es sobrecalentada hasta
200-300°C. El capilar de Pt/Ir es calentado eléctricamente mediante una resistencia de Cr-Ni enrollada alrededor
del capilar, que es alimentada con una pequeiia fuente de poder de 200 W que esta controlada con un regulador
de temperatura electrénico tipo PID (Horst, Benscheim, Germany). Este capilar de Pt/Ir termina en un cuerpo de
titanio que aloja al disco nebulizador hecho de aleacion de Pt/Ir (95:5), el cual posee un pequefio orificio de
salida con un didmetro de sdélo algunos micrometros de diametro. La muestra es expulsada a través de la
pequefia abertura del disco nebulizador (30, 20, 15 o 10pym) con una presion de aproximadamente 120 - 230 bar
debido a la gran resistencia al flujo que impone la abertura. Como la presiéon del liquido sobrecalentado dentro del
capilar de Pt/Ir es superior a su presion de vapor el liquido permanece al estado liquido (no se evapora). El
liquido so6lo se evapora violentamente después de ser expulsado con gran velocidad (>100 m/s) a través de la
abertura del disco nebulizador, formando asi una densa nube de aerosol. Este aerosol es una mezcla de vapor y
gotas muy finas de liquido que es finalmente transportada a la fuente de atomizacion del espectrofotometro
(lama o plasma) [33].
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Fig.2. Esquema del nebulizador HT-HHPN.

Reactivos

Acido trans-1,2-Diaminociclohexanotetraacético (CDTA, Fluka), methanol, &cido nitrico, acido citrico (todos con
calidad p.a.), cloruro de sodio. La estandares de elementos traza fueron de Merck, Darmstadt, Germany.

RESULTADOS Y DISCUSION
Caracterizacion de las interferencias NaCl en la determinaciéon de metales pesados
Interferencias en HT-HHPN

La influencia de la concentracion de una matriz en muestras de salmueras industriales y soluciones sintéticas de
NaCl fue caracterizada para la determinacidon directa de algunos metales pesados mediante la nebulizacién
hidraulica de alta presién y temperatura (HT-HHPN). El rango de concentracién de NaCl fue desde 0 hasta 200
g/L con incrementos de 5 g/L. Los metales estudiados fueron Cd(II), Co(II), Cr(VI), Cu(Il), Mn(II), Ni(II) y Zn(II)
y para cada elemento se optimizaron previamente las condiciones de la medicidon como la altura del quemador,
proporcion de acetileno/aire, flujo del nebulizador para conseguir la mayor sensibilidad en la determinacién. La
figura 3 muestra la disminucion del area de la sefial de los elementos a creciente concentracién de NaCl (matriz
salina). Se observa que en general existe una disminucion de la intensidad de la sefial en funcion de la
concentracion de la matriz para todos los elementos, excepto para Cr(VI) para el cual no se observa una
variacion del area en todo el rango estudiado. En el caso del Cd(II), Cu(II), Zn(II) existe una disminucion de
alrededor del 10% del area original a una concentracion de 200 g/L de NaCl, en donde para Cu(II) y Zn(II) se
trata de una disminucion practicamente lineal con respecto a la concentracion de la matriz. La determinacién de
Mn(II), Co(II) y Ni(II) fueron las mas influidas por la matriz, ya que resultaron disminuciones de
aproximadamente un 25% del area de la senal original a 200 g/L de NaCl.
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Comparacion entre HT-HHPN, HHPN y nebulizador neumatico

Con el fin de comparar el desempefio de tres nebulizadores en esta matriz de NaCl, se determinaron metales en
salmueras a distinta concentraciones de NaCl (5-200g/L) mediante el nebulizador neumatico convencional del
espectrometro (PN), el nebulizador hidraulico de alta presiéon (HHPN) y el HT-HHPN. Los 3 nebulizadores fueron
optimizados a su maxima sensibilidad y se inyectdé 200 uL de muestra. En el caso del nebulizador neumatico se
comprobd, como en investigaciones anteriores [3], que al nebulizar una solucidon de 200 g/L de NaCl usando una
succion directa de la solucidn se bloquea constantemente el nebulizador por formacidon de cristales en el capilar y
en la punta de salida. Con el nebulizador neumatico, succionando muestra en forma continua, sélo se obtuvieron
resultados reproducibles hasta una concentracién de 50 g/L de NaCl. Por esta razén se us6 para este estudio
comparativo una bomba de HPLC para impulsar la muestra al nebulizador neumatico. Sélo de esta forma se pudo
nebulizar soluciones de mayor concentracion de sales (mayor viscosidad), ya que la bomba de HPLC y no el
nebulizador esta determinando el flujo de la muestra. Ademas el uso de un liquido portador de arrastre para la
muestra permite el lavado constante del nebulizador evitando asi la formaciéon y acumulacion de cristales de
NaCl. La figura 4 muestra una comparacion de la interferencia de la matriz para los 3 nebulizadores. Se
representa el area relativa de las sefiales con respecto al area original obtenida sin presencia de la matriz. HT-
HHPN, HHPN y el nebulizador neumatico ayudado por la bomba de HPLC presentan en general la una influencia
relativamente similar de la matriz de 200 g/L de NaCl (figura 4), excepto para el Cu(Il). En la tabla N°1 se
muestran una comparacion de los 3 nebulizadores en funcion de la reproducibilidad y los limites de deteccion
para los elementos analizados en salmueras de 250 g/L de NaCl. En general se aprecia que los limites de
deteccion son similares para los elementos investigados al usar HT-HHPN y HHPN. Con la nebulizacion neumatica
en cambio se obtienen limites de deteccidn mayores. En general se puede decir que la HT-HHPN y HHPN mejoran
los limites de deteccién en un a factor cercano a 3 con respecto a la nebulizacién neumatica.
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Tabla |, Desviacion estandar relativa (N = 6) y limites de deteccién (Fg g’ NaCl, 3s, N=25). Nebulizador
neumatico, HHPN y HT-HHPN.

Elem. CONG., Desviacidn estandar relativa, % Limites de deteccion,
mg mL! rmg Kg* NaCl
Meb. HHPMN | HT-HHPMN Meb. HHPMN | HT-HHPN
Meumat. 290°C MNeurnat. 290 °C
Cu 2 4.2 4,5 1,8 0,6 0,2 0,2
Cd 1 2.6 1.8 2.5 0,6 0.1 0.2
Co 5 3.6 2.5 1.9 1,0 0,4 0.5
Cr 1 2.5 1,7 2.5 — - —
Mn 2 4.3 2.0 22 0.5 0,1 0.1
i 5 2.5 1.9 3.2 1,6 0,5 0.4
Zn 1 1,6 3.8 2.4 0,6 0,2 0,3

La nebulizacion de muestras de salmueras casi saturadas de NaCl fue realizada sin problemas con el nuevo HT-
HHPN y en general con interferencias iguales o menores que la nebulizaciéon neumatica en la determinacion de los
metales investigados. Sin embargo, en los 3 nebulizadores se presenté el problema de la incrustacion de sales en
forma acumulativa en la ranura del quemador. Este fendmeno es de mas rapido aparicion en los nebulizadores de
mayor eficiencia. La figura 5 muestra la disminucién de sensibilidad en la medicion de 200 pL de Cu(II) en una
solucion de 250 g/L de NaCl utilizando HT-HHPN. La acumulacién de sales en la ranura del quemador provoca una
disminucién constante de la sefal y también un deterioro de la reproducibilidad en el analisis produciendo
finalmente su bloqueo. Para evitar el bloqueo del quemador se debe extraer constantemente los cristales
acumulados raspando con una espatula metalica.
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SEPARACION DE LA MATRIZ MEDIANTE HPLC/HT-HHPN/FAAS
Principio de la separacion de la matriz salina

La separacion de la matriz salina estd basada en el complejamiento de los metales pesados en estudio usando
agentes quelantes poco solubles en agua como el acido trans-1,2-diamino-ciclohexano-N,N,N,N-tetraacético
(CDTA) el cual forma complejos con una alta constante de estabilidad y enmascaran a los metales catidnicos en
un entorno altamente hidrofébico [35]. Estos complejos interaccionan con el material de relleno de la columna
RP-HPLC (C18) siendo parcialmente retenidos en la columna. Por el contrario, la matriz altamente idnica pasara
la columna sin mayor retencién. Esta diferencia de polaridad permite la separacion de los elementos traza
complejados desde su matriz idnica.

Para impedir que la matriz salina alcance el quemador de espectrometro y produzca una constante acumulacion
de sales en la ranura de salida se desvié la matriz del sistema de flujo antes de que esta alcance el nebulizador.
Para la eliminacién de la matriz del sistema de flujo se utiliza la segunda valvula automatica de HPLC que posee
un loop de 1 mL y que se encuentra ubicada inmediatamente después de la columna. A pesar que el volumen de
la muestra inyectada solo es de 200 pL, fue necesario un loop con un volumen 5 veces mayor que la muestra
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para poder atrapar casi totalmente la muestra. Esto se puede explicar por la gran dispersion que ocurre dentro de
los capilares. Una vez que la matriz es atrapada en el loop, se conmuta la valvula a posicidon "load" para que los
metales que seran eluidos pasen directamente y sin pérdidas al nebulizador y con ellos al espectrémetro para su
analisis. Después de la optimizacion del tiempo de conmutacion de la valvula sdlo se detecté una pequena
concentracion de NaCl que alcanzaba el quemador. Por ejemplo, cuando se nebuliza 200 pL de una solucién de
250 g/L de NaCl, se detectd sélo 200 mg/L que alcanzaron el quemador.

Los resultados de los experimentos de optimizacion de los tiempos de conmutacion se observan en la figura 6. En
el mismo momento en que la valvula es conmutada a posicion "load" se activa automaticamente la microbomba
de membrana y lava la matriz desde el loop de 1 mL hacia el desagtlie con un flujo de 4 mL/min. Para iniciar otra
etapa del analisis la valvula vuelve a posicidn inyeccidn para recibir la matriz.

Sin segundal ‘
:E - valvula
= 23 ‘ Tiempo de conmutacién
E | de segunda valvula:
s L 24s
ﬂ
2 45 ;
T |
o il 258
3 7 266
§ 31 Saady N
w o5 |
= 'J X e :
£ v o 1 » 1::'-:{’!.'::“{ A My o hr Fig.6. Sefial de emisién de sodio
b ww..- \:'no b T B L“,N,wﬁﬂzf (330nm) para optimizacion del
tiempo de conmutacion de la
5 = segunda vélvula (1mL loop) en la
40 60 eliminacién de la matriz (NaCl: 250
tiempo, s g/L, 200ul).

Todos estos pasos y la adquisicion de datos son controlados automaticamente por el sistema hartware/software
de HPLC, lograndose asi un sistema de pretratamiento en linea totalmente automatizado, tanto para la
separacion de la matriz, su eliminacion del sistema de flujo y la determinacion de los metales por FAAS. Con este
sistema se impide cualquier efecto acumulativo de la matriz en la cdmara de nebulizacién o en la ranura del
quemador.

Condiciones cromatograficas

Las condiciones cromatograficas iniciales para la separacion de Cu(II) desde una solucién de 250 g/L de NaCl
fueron escogidas desde la literatura [36]. La solucién de NaCl también fue dotada con los otros elementos
estudiados en el estudio de interferencias. A las muestras se les adiciondé CDTA para que los elementos entraran
al sistema de separacidon en forma de complejos y asi descartar cualquier efecto cinético en la separacién en la
columna C-18. El valor pH fue ajustado en la muestra con adiciéon de &cido nitrico. El flujo de la bomba de HPLC
fue programado a 2 mL/min para asi mantener la presion del sistema por debajo de 250 bar (presion maxima de
la columna de PEEKR es de 250 bar). Este factor debe ser considerado porque la presidon total del sistema esta
dada por la suma de la resistencia dada por la columna de separacion y la del nebulizador que opera con un disco
de abertura de 20 um. El aporte de cada uno para un flujo de 2 mL/min utilizando una mezcla binaria de
agua/metanol (60/40) es de 70 y 140 bar respectivamente.

Para la optimizacién de la proporcidon agua/metanol en el liquido portador se realizaron una serie de ensayos con
proporcion creciente de metanol (5-40%), observandose que una mayor proporcidon de metanol en la mezcla
produce una elucidon mas rapida de los metales desde la columna (tiempos de retencion menores). En la_figura 7
se muestra la influencia que tiene la proporciéon de metanol en el liquido portador sobre la forma de la sefial y en
los tiempos de retencion de los elementos complejados. Como ejemplo se muestra la determinacion de Cd y Cu.
Se observa también que la forma de los picos se agudiza a medida que se aumenta la proporcién de metanol.
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También se estudid la influencia del valor pH de la muestra sobre la separacion. Sélo se encontrd una pequeiia
influencia. Al contrario, el valor pH en el liquido portador tuvo una influencia importante en la eficiencia de la
separacion cromatografica y en la forma de los picos. La figura 8 muestra las sefiales de Mn(II) para tres
diferentes valores de pH en el liquido portador. La proporcién de agua/metanol de estos ensayos fue mantenida
en 80/20 vol.% vy la concentracion de CDTA en 1 mM. La muestra fue preparada con 5 mM de CDTA y pH 3
(acondicionado con acido nitrico). En la figura 8 se observa ademas que para Mn(II) un mayor valor pH en el
liquido portador conlleva a mayores tiempos de retencidn. Esta tendencia se repitié en general para los otros
elementos estudiados, excepto para Cu(Il) que presenta el efecto inverso. Debido a que la FAAS es un método
secuencial, se pudo realizar los andlisis en las condiciones cromatograficas déptimas encontradas para cada
elemento.

-
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5 & Fo
-20
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Todos los elementos investigados pudieron separarse de la matriz y ser determinados manteniendo la misma
composicién quimica de la muestra (CDTA 5 mM, pH 3). Bajo dicha composicién se asegura la formacién vy
estabilidad de los complejos metalicos. Al contrario de lo anterior, la composicion quimica éptima del liquido
portador fue diferente para cada elemento. La Tabla 2 muestra la composicion quimica bajo la cual fue hecha la
separacion de la matriz y la determinacion de cada elemento en especifico.
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Tabila ll. Composicion quimica de las muestras y liquido portador para la separacion en linea de la matriz
y la determinacion de metales pesados por HPLC/HT-HHPMN/FAAS.,

ELEMENTO MUESTRA

Cd, Co, Cu, Mn, Ni 5 mh CDTA, pH 3 (HNO,)
ELEMENTO LiQuIDO PORTADOR
Cd, Co, Cu, Ni 1 mM CDTA, pH 2 (HNO,, CH,COOH 1%

40 Vol. % metanol

Mn 1 mM CDOTA, pH 3 (Acido Citrico)
40 Vol. % metanal

Las condiciones cromatograficas encontradas con soluciones sintéticas de NaCl fueron aplicadas a salmueras
industriales ultrapuras, encontrandose los mismos resultados de separacion y sensibilidad para los elementos
investigados. La figura 9 muestra las sefiales de absorcion de todos los elementos investigados después de haber
realizado la separacién cromatografica de la matriz en una salmuera industrial. Las concentraciones de todos los
elementos fueron 2 pug/ml y la sefial de Na que se muestra en la figura 9 corresponde a la emisién de Na a 330
nm (linea menos sensible). Para los elementos investigados se encontraron similares tiempos de retencion. Sélo
diferencias menores en los tiempos de retencion y forma de los peaks se encontraron entre los elementos
analizados. Esto puede ser explicado, ya que los complejos metdlicos de CDTA pueden presentan diferente
estabilidad, de acuerdo a sus constantes condicionales [37] y polaridad, lo que lleva a una interaccidon
diferenciada con el material C-18 de la columna de separacion que se expresa finalmente en diferentes tiempos
de retencién.

350 T Mn
=
E— s Cu
E 280 T Fig.9. Separacion cromatografica
g R Cd de la matriz.
5 Muestra: 200uL, SmM CDTA, pH3,
w 150 T Ni salmuera de NaCl 250g/L.
2 Portador: condiciones optimizadas
_g i para cada elemanto. HT-HHPN
{230°C).
.
0 20 40 80
Tiempo, s

Eliminacion de las interferencias de la matriz mediante HPLC/HT-HHPN/FAAS

La aplicacion del sistema de pretratamiento de muestras y nebulizador en linea (HPLC/HT-HHPN) permite la
eliminacion de las interferencias descritas anteriormente, ocasionadas por la alta concentracion de matriz salina.
Se investigo la influencia de la concentracién de la matriz salina en la muestra, para lo cual se usaron salmueras
con concentracion creciente de NaCl (0 - 250 g/L) y adicionando 1,5ug/mL de Cd, Co, Cu, Mn y Ni. A las
muestras fueron agregados 5 mM de CDTA y acido nitrico hasta valor pH 3 (ver Tabla 2). La influencia de la
concentracion de NaCl en la muestra sobre la sensibilidad (drea de la senal) en la determinacion de los metales
utilizando el sistema HPLC/HT-HHPN se muestra en la figura 10. Los valores informados corresponden al
promedio de tres mediciones sucesivas. No se observa influencia de la matriz hasta una concentraciéon de 250 g/L
de NaCl en la salmuera. Debido a que ademas de separar los elementos traza de la matriz, también se elimind
esta antes de llagar al quemador, se pueden realizar sin problemas varios cientos de determinaciones sin que se
produzcan efectos de acumulacidon de cristales en el quemador.
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Por otro lado, los tiempos de retencidon en general no fueron afectados por la concentracidn salina de la matriz.
Sélo en los casos del Cd y Mn se produjo una ligera variacidon de los tiempos de retencién. Sin embargo este
problema fue solucionado mediante la adiciéon de un buffer en la muestra. Para el analisis de muestras con Mn(II)
a pH 3 el buffer utilizado fue (citrato/acido citrico) y para Cd(II) a pH 2 se us6 acido acético. En la figura 11 son
las sefiales de Mn(II) y Cd(II) en muestras con concentracidon creciente de NaCl (0 -250 g/L). La senal de emisidn
de Na (matriz) se muestra para la mejor apreciacion de la separacion cromatografica de la matriz en cuyo analisis
se deja pasar ésta al espectrémetro sin ser desviada mediante la segunda valvula. Después de la separacion de
la matriz no se aprecian efectos en la forma de la sefial o sobre los tiempos de retencion, siendo éstos
reproducibles. La desviacion estandar relativa (N=25) en la determinacion de Cd(II), Co(II), Cu(II), Mn(II) y
Ni(II) es alrededor de 1% (2 pg/mL en NaCl 250 g/L).
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Fig.11. Sefal de Cuy Mn (2mg/mL) a concentraciones crecientes de NaCl (0-250 g/L). HT-HHPN
(230°C), flujo: 2mL/min, volumen muestra: 200 uL.

En la Tabla 3 se muestran la reproducibilidad relativa y los limites de deteccidn alcanzados para estos metales
pesados mediante HPLC/HHPN/FAAS en salmueras preparadas a 250 g/L de NaCl. Los limites de deteccién fueron
mejorados a lo menos un orden de magnitud con respecto a los obtenidos por determinacion directa con

nebulizacién neumatica (comparar con tabla N°1).

Tabla Il Desviacion estandar relativa (RSD%) y limites de deteccion (3 s, N = 25) en soluciones saturadas
de MaCl (250 g L") mediante HPLC/HT-HHPMN/FAAS. Concentracion de elementos: 2 Fg mL".

Elemento RSO (N=25) Limite Deteccién Factor de mejoramiento en
(%) (Fag" comparacion con PN
Cd 0.8 0,04 15
Co 0,7 0.1 10
Cu 1.2 0,05 12
Mn 1 0,04 12
Mi 1 oM 15
Promedio — — 13

Debido a que después de la separacion de la matriz, la concentracion de NaCl que alcanza al quemador es infima,
las curvas de calibracion pueden ser realizadas tanto con muestras acuosas sin matriz como con salmueras de
distinta concentracion en NaCl. Las curvas de calibracién en salmueras ultrapuras se muestran en figura 12,
cuyas pendientes coinciden con las obtenidas usando estandares en agua. Los parametros de las ecuaciones de
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calibracién fueron los siguientes: Cu (11,473+449,081X), Co (3,037+291,301X, Mn (17,707+697,709X) y Ni
(9,649+231,204X), siendo los coeficientes de linealidad para todos superior a 0,998 . Otros elementos como
Cr(III) y Fe(III) pueden ser separados de la matriz por este nuevo método usando condiciones similares a las de
Co(II), Cu(II) y Ni(II). Como actualmente no existe material de referencia de NaCl disponible para realizar una
validacion de la metodologia desarrollada, se determinaron los factores de recuperacion de los elementos
investigados en salmueras de una planta de cloro soda de 200 g/L NaCl. Los factores de recuperacién fueron: Cu
(92%), Co (95%), Cd (98%), Mn (101) y Ni (99%). Estos factores de recuperaciéon encontrados fueron
considerados satisfactorios por tratarse de muestras de salmueras altamente concentradas. La bajos recuperacion
para Cu y Co pueden deberse a pérdida del elemento en el loop de la matriz, ya que el tiempo de inicio de su
elucién es muy préximo al tiempo de conmutacién de la valvula 2 (ver figuras 6 y 9).
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4
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: Mn, Cu, Co y Ni en salmueras de
tration, pgimL ’
N NaCl 200 g/L.
CONCLUSION

La implementacion de este sistema integrado HPLC/HT-HHPN para la separacién de la matriz, permitié el
desarrollo de un método libre de interferencias para la determinacion de metales pesados en salmueras
industriales usando la espectrometria atémica con llama. Debido a la separacion y eliminacidén de la matriz desde
el sistema de flujo, ademas del uso de un nebulizador de alta eficiencia, fue posible mejorar los limites de
deteccion en mas de un orden de magnitud en comparacion con la determinacion directa y alrededor de 50 veces
en comparacion a la determinacién convencional con dilucidn de las salmueras hasta 50 g/L de NaCl. Este método
de pretratamiento en linea resultd ser ademas bastante rapido, ya que la separacion de la matriz y la
determinacion se realizé en un tiempo inferior a 1 minuto. La utilizacién de un sistema de hartware/solfware de
HPLC permite la facil automatizacion del método y la dptima sincronizacion de todos los pasos del analisis. Este
sistema tiene también una gran potencialidad de aplicacion en otros tipos de muestras con matrices salinas, por
ejemplo fertilizantes, minerales, materias primas, ceramicas, etc. Esta metodologia estd siendo investigada
usando un espectrometro simultaneo de emisidon atdmica con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES) con le
fin de hacer una determinacion de varios elementos en una muestra en forma simultanea.
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