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UN METODO DE BAJO COSTO PARA LA DETERMINACION DE COBRE A NIVEL DE VESTIGIOS EN
MATRICES DE INTERES AMBIENTAL POR ESPECTROFOTOMETRIA EN FASE SOLIDA (EFS)
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A LOW-COST PROCEDURE FOR COPPER DETERMINATION IN NATURAL WATERS AND PLANT MATERIALS EXPLOITING
SOLID PHASE SPECTROPHOTOMETRY. A method for determining copper by solid phase spectrophotometry (SPS) was optimized using
the Doehlert design. Copper(I) was sorbed on a styrene-divinylbenzene anion-exchange resin as a Cu(Il)-1-(2-pyridylazo)-2-naphthol (PAN)
complex, at pH 7.0. Resin phase absorbances at 560 and 800 nm were measured directly. The detection limit was found to be 2.5 pug L'. The
relative standard deviation on ten replicate determinations of 10 pg Cu(II) in 1000 mL samples was 1.1%. The linear range of the determination
was 5.0-100 pg L. The method was applied successfully to the determination of Cu(Il) in natural water and vegetable samples.

Keywords: copper; solid phase spectrophotometry; natural water.

INTRODUCCION

La presencia del cobre en el ambiente (agua, aire y suelo), esta
ligada principalmente a la meteorizacion de las formaciones rocosas
y a la actividad volcdnica que son fuentes de una concentracién
basal, en las aguas naturales por ejemplo. Habiendo sido referidas
para las mismas concentraciones comprendidas en el rango 1-20
ug L, para aguas dulces superficiales, y del orden de 0,15 ug L,
para aguas marinas en Argentina'. La cantidad del elemento es
incrementada por aportes antropogénicos, los que incluyen
emisiones de la actividad minera, de las fundiciones que lo utilizan
y de otras industrias. El1 Cu es asimismo incorporado a algunos
procesos de tratamientos de aguas para el control de algas.

La deficiencia de este elemento en la nutriciéon humana puede
provocar anomalias como la anemia o mal formaciones 6seas, por
lo que el Cu se considera como elemento esencial®. Vestigios de
Cu intervienen en reacciones metabdlicas formando parte de di-
versas proteinas’, tales como la ceruloplasmina, la citocromoxidasa,
etc. Sin embargo la exposicion crénica a altas concentraciones de
Cu(Il) produce efectos téxicos*. Esto determina interés en el
monitoreo de Cu(ll) a nivel de vestigios en muestras ambientales.

Si bien existen numerosas técnicas para determinar Cu(Il) a
nivel de vestigios estas son de cardcter instrumental (absorcién
atémica’, espetroscopia de emisién atémica por plasma®, técnicas
electroquimicas’, etc.) que presentan como principal desventaja el
elevado costo de instalacién y mantenimiento. La espectrofotometria
UV-vis en solucién para la determinacién de Cu(Il), si bien resulta
econdémica, incorpora pasos previos a la determinacidn,
generalmente para aumentar la sensibilidad, provocando mayores
riesgos de contaminacién y aumento del tiempo necesario para cada
determinacién.

En este trabajo se propone la espetrofotometria en fase sélida®
(EFS) como via alternativa para la medicién de concentraciones de
Cu(Il) a nivel de vestigios. Esta metodologia presenta como ventajas
la sencillez, sensibilidad, versatilidad y facilidad de aplicacion ademas
del bajo requerimiento de instrumental, dado que se lleva a cabo
mediante el uso de un espectrofotometro UV-vis convencional.

*e-mail: fvazquez@exa.unne.edu.ar

Con el objeto de obtener las condiciones dptimas para el méto-
do se utiliz6 el modelo de superficie de respuesta basado en el disefio
de Doehlert®.

PARTE EXPERIMENTAL
Instrumental

Espectrofotometro UV-visible haz simple (200 — 1100 nm),
marca Metrolab® 1700, controlado desde PC, utilizando el progra-
ma Metrolab® SF170'. Cubetas de cuarzo (Hellma® 100 QS) de 1
mm de paso optico y volumen titil de 0,240 mL, con adaptador para
portacubetas de fabricacién propia.

pH-metro digital, electrodo combinado de vidrio, marca Altronix®
TPX. Centrifuga marca Cavour® VT-32165-DC 0 — 3500 rpm. Agi-
tador mecdnico rotativo.

Reactivos

Solucién reguladora 0,1 mol L™ de fosfato a base KH,PO, y de
NaOH, con pH ajustado a 7,0; solucién de tensioactivo no iénico
éter mono[p-(1,1,3,3, tetrametilbutil) fenilico] del polietilenglicol
(Triton X-100, Merck®) 5% (v/v); solucién Stock: concentracién
de Cu(II) 500 mg L; solucién etandlica de 1-(2-pyridylazo)-naftol
(PAN) de concentracién 2x10° mol L'; resina Dowex 1 X-8 200 —
400 mallas. La resina se utilizé en forma clorulada.

Todos los reactivos fueron preparados con agua de elevada pu-
reza (bidestilada sobre vidrio).

Software

Unscrambler V 6.011 para el disefio experimental y Origin 7.0
[9] para grificos.

Determinacién de Cu(Il) por EFS
La EFS estd basada en la preconcentracién de un analito, formando

un compuesto coloreado (Cu(Il)-PAN), sobre un sustrato sélido (resina
de intercambio i6nico Dowex 1 X-8) y medicién de la absorbancia del
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compuesto coloreado directamente sobre la fase sélida. Este proceso per-
mite obtener mejor sensibilidad y precision que los métodos de absorcion
en solucidn. La reaccion del ion Cu(IT) con PAN se lleva a cabo en solucién
acuosa, pero dada la insolubilidad del reactivo PAN y sus complejos, en
agua, se procedio al agregado de un tensoactivo; el elegido fue Tritén X-
100 (tensoactivo no iénico). Luego se fijé el complejo coloreado sobre
una resina aniénica tipo Dowex 1 X-8.

Medidas de absorbancia en EFS

En EFS la absorbancia de un determinado compuesto fijado
sobre una resina se mide en forma diferente a la espectrofotometria
UV-vis en solucién.

En este trabajo la absorbancia del producto de la reaccion fijado
en la resina se midié a 560 nm (pico de mdxima absorcién para el
complejo Cd (II) — PAN), y a 800 nm (esta ultima longitud de onda
corresponde a la zona donde solo la resina causa atenuacién de la
luz por empaquetamiento). Luego por diferencia entre ambas
absorbancias encontradas previamente se obtiene la absorbancia
neta proporcional a la concentracién de compuesto fijado. Similar-
mente las absorbancias de los blancos correspondientes fueron
medidas a las mismas longitudes de onda.

La absorbancia neta, A , para el compuesto se calcula:

neta’

neta = Ar:mnplej(l - ABCO
donde: A, . =As, - Ay, paralamuestray A, =A; - A, para
el blanco.

Disefio experimental

Entre los diferentes disefios de superficie de respuesta posibles
se eligid el disefio de Doehlert dado que ofrece una distribucion
uniforme de puntos en el espacio de respuesta experimental. Dicha
uniformidad de la distribucién describe una figura romboidal (en
el caso de dos variables se produce un hexdgono), en la que se
asignan cinco niveles a la variable de mayor peso o importancia
(PAN, en este caso) y tres a la otra variable (Tritén X-100). Requiere
también un escaso nimero de determinaciones experimentales,
generados a partir de N = k> + k + 1. Esto representa la principal
ventaja de este disefio con respecto a otros métodos de amplia
aplicacién, como el disefio central compuesto, por ejemplo, provo-
cando en consecuencia un importante ahorro de costo-tiempo.

Se obtienen entonces siete puntos experimentales que deben
medirse, para poder procesar y obtener los coeficientes de regresion
cuadrdtica de la siguiente ecuacion:

A, .= a+b[PAR] + C[Triton] + d[PANT + e[Triton]* + fLPAN][Triton]

Donde: a es el término independiente, b y ¢ son coeficientes de
los términos lineales, d y e son coeficientes cuadriticos y f es el
coeficiente de interaccion. Cada coeficiente representa la proporcion
de la variabilidad total de la variable dependiente (absorbancia neta,
ABS), que es explicada por la ecuacién de regresion.

RESULTADOS Y DISCUSION

Parametros que afectan la determinacién de Cu(Il) por EFS
En la EFS el primer objetivo que se plantea es la eleccion del

soporte adecuado sobre el que se fijard el compuesto en estudio. Se

realizaron, en placa de toque, varios ensayos cualitativos de fijacion
del compuesto en los soportes aniénicos: Dowex 1 X-8 y de
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adsorcion: Amberlite XAD 7 y Amberlite XAD 16, realizando
simultdneamente ensayos en blanco para cada uno.

Se eligi6 el soporte aniénico Dowex 1 X-8, que produce fijacion
rapida y completa. Con el resto de las resinas la fijacion no fue
completa, esto se pone en evidencia porque la solucién permanece
coloreada luego de un tiempo de contacto prudencial y ademds,
presentan la desventaja de una elevada opacidad al paso de la luz a
las longitudes de onda de trabajo.

Otro pardmetro importante porque afecta en forma directa la
sensibilidad del método es el volumen de trabajo, en esta ocasion
se fij6 un volumen de 50 mL de muestra.

Dependencia del pH

La influencia del pH sobre la formacién del complejo Cu(Il)-
PAN se estudié en solucién, dado que la formacién del complejo
Cu(Il)-PAN se realiz6 en la fase liquida previo a su fijacién en la
fase sdlida (resina). Se toman 100 mL de muestra conteniendo al
menos 0,1 mg de Cu(ll), y se le adicionaron a continuacioén los
siguientes reactivos: 0,5 mL Tritén X-100 (5% v/v) y 0,5 mL de
solucién de PAN 1 x 107 mol L. Finalmente se hizo variar el pH de
la solucién obtenida agregando soluciones de HC1 0,1 mol L' e NaOH
0,1 mol L". Los valores de pH ensayados estuvieron comprendidos
entre 4,5 y 10,5. La grafica obtenida de representar los diferentes
valores de absorbancia neta medidos versus los diferentes valores de
pH medidos potenciométricamente, luego de homogeneizar cuida-
dosamente las soluciones, puede verse en la Figura 1.
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Figura 1. Influencia del pH de la formacion del complejo Cu(Il)-PAN.
Absorbancia medida a 555 nm en solucion

Se observaron valores practicamente constantes en el rango de
6,2 a 7.4. El valor de pH 6ptimo seleccionado fue de 7.0 el cual fue
ajustado utilizando solucién reguladora de 0,1 mol L' de fosfato a
base KH,PO, y de NaOH por no ocacionar interferencias
perceptibles en este rango de aplicacion.

Disefio para optimizar [PAN] y [Tr X-100]

El primer disefio propuesto se encuentra centrado en el punto
[PAN] = 6 x10° mol L' y [Tr X-100] = 0,05%, dicho punto se
replica tres veces para obtener una estimacién del error experi-
mental. Las coordenadas del modelo y las absorbancias medidas
se pueden observar en la Tabla 1.

Para la optimizacion se utilizaron alicuotas de 50 mL de solucién
tipo de Cu(Il) de concentracién adecuada, luego se agregaron
sucesivamente volimenes variables de acuerdo con el punto expe-
rimental, solucion de Tritén X-100 + solucion etandlica de PAN +
1 mL de buffer pH 7,0 + 70 mg de resina aniénica Dowex 1 X-8.

A continuacién se agita la muestra en agitador mecdnico du-
rante 20 min. Se separa la resina del seno de la solucién luego de
centrifugar 5 min a 1.500 rpm. Se decanta por succién de la solucién
sobrenadante con vacio. Se cargan con la ayuda de goteros de vidrio
las cubetas de 1 mm de paso Optico. Finalmente se lee la absorbancia
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en el espectrofotometro siguiendo el procedimiento explicado an-
teriormente para la medicién de absorbancia en EFS.

Luego del andlisis de regresion se obtiene una tabla de andlisis
de la varianza (ANOVA) correspondiente al modelo, Tabla 2 y una
grafica de superficie de respuesta Figura 2.
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Tabla 1. Disefio para optimizar [PAN] y [Tr X-100].

Se pueden observar los niveles de concentracién tenidos en cuenta
para la regresion de superficie de respuesta. Los valores han sido

distribuidos teniendo en cuenta el modelo de Doehlert

Experimento PAN Tr X-100 Absorbancia
[x 10°° mol L] [x 102%] Neta

1 6 (-1) 5(0) 0.220

2 8 (-0.5) 7.5 (+1) 0.218

3 8 (-0.5) 2.5 (-1) 0.278

4 10 (0) 5(0) 0.226

5 12 (+0.5) 7.5 (+1) 0.292

6 12 (+0.5) 2.5 (-1) 0.223

7 14 (+1) 5(0) 0.308

Tabla 2. Tabla de analisis de la varianza correspondiente al modelo

de regresién aplicado

Fuente Suma de Grados de Cuadrado F P
cuadrados libertad medio

A: PAN 0,013441 1 0,0134 28,08 0,006

B: Tr X-100 0,000011 1 0,0000 0,02 0,886

AA 0,029502 1 0,0295 61,63 0,001

AB 0,005852 1 0,0059 12,22 0,025

BB 0,012567 1 0,0126 26,25 0,007

Error Total 0,001915 4 0,0005

Total 0,089302 9

Superficie de Respuesta estimada

,/ " W
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Figura 2. Supetficie de respuesta obtenida para el diseiio 1 con aplicacion
del modelo de Doehlert

La tabla de ANOVA divide la variabilidad de la repuesta (Abs)
en distintos segmentos separados para cada uno de las variables y
sus interacciones, después prueba la significacion estadistica de
cada efecto comparando el cuadrado de la media contra una
estimacion del error experimental. En este caso, 4 de los efectos
tienen los p-valores inferiores a 0,05, indicando que son significa-
tivamente diferentes de cero al 95,0% de nivel de confianza. Esto
puede observarse también utilizando el grifico de Pareto, que es
un grifico de barras que permite observar la significacion de cada
variable y sus interacciones sobre la variable de respuesta, Figura
3. El estadistico R-cuadrado indica que el modelo asi ajustado ex-
plica el 97,9% de la variabilidad. El estadistico R-cuadrado ajusta-
do, el cual es mds adecuado para la comparacién de nimeros dife-
rentes de variables independientes, es 95,17%. El error estdndar de
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la estimacién muestra la desviacién normal de los residuos es
0,0219. El estadistico Durbin-Watson (DW) examina los residuos
para determinar si hay cualquier correlacion significativa basada
en el orden en el que se suceden en el fichero de datos. Puesto que
el p-valor es superior a 0,05, no hay indicios de correlacién de
serie en los residuos, lo asegura la validez del modelo aplicado.
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Figura 3. Grdfico de Pareto que permite observar el peso de cada variable
sobre la variable de respuesta y sus interacciones

La superficie de respuesta, segtn la aplicacion del criterio de
Lagrange', indica que aparece un maximo de respuesta en las siguientes
coordenadas para una absorbancia neta maxima igual a 0,329 Coorde-
nadas: [PAN] = 13,25 x 10® mol L', [Tr X-100] = 3,99 x 10?%, que
como se puede observar, el maximo aparece en la zona lateral derecha
de la superficie definida por el campo experimental, Figura 2. Teniendo
en cuenta que el mdximo se encuentra en una zona de meseta de la
superficie de respuesta se realiza una elecciéon de compromiso final
para las condiciones optimas para la reaccién con el Cu(Il).

[PAN] = 1,3 x 10° mol L'y [Tr X-100] = 4,0 x 102 %
Otros parametros experimentales

Se estudié el tiempo de agitacion necesario para lograr la
fijacién completa del complejo a la resina, y se encontré como
optimo en 20 min. El complejo fijado permanece estable sobre la
resina al menos por 48 h después de la fijacion. La secuencia de
adicién de reactivos determinada es la siguiente: 50 mL de muestra
+ Triton X-100 + PAN + solucién reguladora + resina anidnica.

La masa de resina es otro pardmetro a tener en cuenta'?, se fijé
el valor en 70 mg de resina, que es una masa suficiente para que
una vez cargada en la cubeta alcance a cubrir el camino ptico.

Propiedades analiticas

Se realizé una curva de calibracién bajo las condiciones Gptimas
encontradas. La grdfica de calibracién resulta lineal entre 5 y
100 pug L' de Cu(ll), la pendiente alcanzé un valor de 0,012 L g
con un coeficiente de correlacion de 0,995 (n = 6). Se calcul6 el
limite de detecci6n en 2,5 pg L' teniendo en cuenta el criterio de 3¢
o tres veces la desviacién estdndar de una serie de 10 determinaciones
de la absorbancia neta correspondiente al blanco®. La reproducibilidad
se calcul6 realizando determinaciones independientes conteniendo
10 pug L' de Cu(Il), obteniéndose un valor de 1,7%.

El limite de deteccién obtenido por el método propuesto se
encuentra en niveles similares a otras técnicas instrumentales, tales
como las de espectrometria atomica'*'® o espectrometria atémica
combinadas con espectrometria de masas'’, aunque los costos de
instalacién-mantenimiento no son comparables. Los valores de los
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limites de deteccidn tipicos de las diferentes técnicas instrumentales
disponibles pueden observarse en la Tabla 3.

El limite de deteccién de la técnica propuesta en este trabajo
(EFS) es coherente con las demas técnicas instrumentales sofisti-
cadas. La principal desventaja de la EFS es el elevado tiempo re-
querido por cada determinacion.

Efecto de iones extraiios

Se realiz6 un estudio de los posibles interferentes para la
determinacién de Cu(Il). Para ello se prepararon soluciones tipo
que contenian 10 mg L' de Cu(Il), los valores de concentracion
informados de los interferentes son tales que el error relativo
introducido en la determinacién fue inferior a + 5%.

Los resultados se presentan en la Tabla 4. Se observan
interferencias importantes, principalmente producidas por cationes
tales como Fe(IIl), Zn(Il), Ni(II) y Co(Il). Se estudié el agregado
de citrato de sodio como agente enmascarante, a una concentracion
de 1 x 10 mol L' que resultd eficiente para eliminar la interferencia
debida a los iones Zn(Il), Fe(Ill), Cd(I) y Pb(I). La interferencia
debida al Co(Il) y Ni(II) no resulta de importancia a niveles
normales de aparicién en aguas naturales de rio.

Tabla 3. Comparacién del limite de deteccién del método propuesto
con respecto a otras técnicas instrumentales de elevado costo

Técnica Limite de
deteccién
[ng L]

Espectrometria de  Llama (FAAS)® 1,0-3,0
absorcién atémica

Horno de grafito (GFAAS)'® 1,0
Espectrometria de  Plasma de acoplamiento 2,0
emisién atomica inductivo (ICP-AES)"

Plasma de acoplamiento 0,8

inductivo — Espetrometria

de masa (ICP-MS)?!
Espectrometria en ~ Método propuesto 2,5

Fase Solida (EFS)
Refs.16-19
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Tabla 4. Estudio del efecto de posibles interferentes en la
determinacién de 10 pg L

Concentracion tolerada con
enmascarante [ug L]

Ion extrafio

CI, NO,, NO,, SiO%, PO7, > 10000
CO,, HCO, Ca(II), Mg(II)

S0,> 5000
F 2000
AI(IID) 1000
Cr(IIT), Pb(IT), Fe(IIT) 100
Cd() 50
Bi(III), Zn(IT) 25
Ni(I) 10
Co(Il) 5

Aplicaciones analiticas

El método de EFS propuesto se aplicé a diferentes matrices de
interés ambiental, como: agua de rio, agua potabilizada y muestras
de origen vegetal como hojas de t€ verde y hojas de yerba mate.
Los resultados se presentan en la Tabla 5.

Para validar los valores de concentracion obtenidos se determind
en forma paralela el contenido de Cu(Il) con espectrofotometria de
absorcién atémica con horno de grafito'® (GFAAS), se observé gran
concordancia de los valores de concentraciéon medidos por las téc-
nicas en las diferentes muestras.

Finalmente como una aplicacién particular, el contenido de Cu(Il)
en el agua potabilizada de la ciudad de Corrientes se encontrd por
debajo del limite de deteccién propuesto. Se realizé el estudio de
sobreagregado de estandar’ a la muestra para comprobar el desempefio
del método desarrollado. Se obtuvieron excelentes porcentajes de
recuperacion en todos los casos (superior al 95%) Tabla 5.

CONCLUSION
Se consiguié desarrollar un método para la determinacién de

Cu(ll), sencillo confiable, sensible y de bajo costo aplicable a
muestras con matrices de interés ambiental.

Tabla 5. Aplicaciones analiticas — Concentraciones de Cu(Il) medidas con el método propuesto y con la técnica de referencia GFAAS

Muestra Cu(II) sobreagregado [ug g'] Cu(II) encontrado® [ug g'] GF-AAS [ug g'] Recuperacion [%]
Hojas de té verde — 26,4 + 0,4 26,9 + 0,1 98,1
Hoja de té negro — 222 +0,5 21,8 +0,2
Hojas de Yerba Mate — 472 04 46,9 + 0,1 100,6
[ug L] [ug L]

Agua Rio Parand — 24,5 + 0,4 25,0 0,1 98,0
Agua de bebida — <25 <10 —

10 10,4 — 104

30 30,5 — 101,6

50 50,1 — 100,2

* Promedio de tres determinaciones
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