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RESUMEN

Se estudiaron las condiciones éptimas para funcionalizar una resina aniénica (Dowex 1X8) con un reactivo
(difenilcarbazida) especificamente adecuado para la determinacion de Hg(ll) en soluciones acuosas. Se llevo a
cabo el ajuste de las condiciones para la determinacién del complejo Hg-DFC, las que permiten lograr un
método eficaz, rapido y de bajo costo para detectar concentraciones de Hg en matrices complejas, mediante la
realizacién de espectrofotometria de absorcién UV-Vis en fase solida. La resina puede ser utilizada para pre-
concentrar Hg(ll) durante el pre-tratamiento para el analisis con métodos instrumentales especificos
(absorcion/emision atémica). La intensidad del color desarrollado por la resina funcionalizada se encuentra
estrechamente ligada con las concentraciones de Hg(ll) presentes en las muestras, lo que conduce a que el
método pueda realizarse aun si no se tiene el equipamiento necesario, aplicando técnicas semi-cuantitativas
como, colorimetria visual (naked eye).

ABSTRACT

It was developed a study of optimal conditions for functionalizing an anionic resin (Dowex 1X8) with a reagent
(diphenylcarbazide) specifically designed for the determination of Hg (Il) in aqueous solutions. The setting of
conditions was carried out to determine the Hg-DFC complex, which can achieve an effective, fast and
inexpensive method to detect concentrations of Hg in arrays of organic nature, even complex, by performing
spectrophotometry UV-Vis absorption (solid-phase spectrophotometry). The resin can be used to pre-
concentrate Hg (1) during pre-treatment for analysis with specific instrumental methods (absorption/atomic
emission). Also, the intensity of color developed by the functionalized resin is closely linked with Hg(ll)
concentrations in the samples, which implies that the method can be performed even if the necessary
equipment is not available, using semi-quantitative techniques such as visual colorimetry (naked eye).
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INTRODUCCION

El mercurio es uno de los elementos inorganicos mas estudiado desde el punto de vista toxicolégico ambiental,
como lo demuestra la gran disponibilidad de referencias bibliograficas al respecto (Mergler et al., 2007; Stein et
al., 1996; Ullrich et al., 2001; Valentino et al., 1995). El hecho de disponer de técnicas sencillas y confiables
para su cuantificacion en diversas matrices, es importante a la hora de proponer y disefiar sistemas de
monitoreo (frecuentemente in-situ) en regiones que por su situacidon geografica o politica se encuentran
distantes de los centros o laboratorios de referencia. En este contexto adquieren relevancia las técnicas
colorimétricas semi-cuantitativas que pueden realizarse en ausencia de instrumental por la simple observacion
de productos coloreados a o0jo desnudo (naked-eye techniques) (Ren et al., 2010; Tan y Yan, 2008;
Wanichacheva et al., 2009; Yang et al., 2010), que a pesar de su baja sensibilidad brindan informacion
relevante e inmediata sobre la situacion al momento de ser realizados los tests.

En la actualidad existen numerosos métodos instrumentales para determinar mercurio a nivel de vestigios en
distintas matrices, que poseen niveles de sensibilidad y selectividad ampliamente demostrados. Entre ellos
ocupan un lugar destacado las técnicas espectrofotométricas de absorcion atémica combinadas con la
generacion de hidruros (cold vapor absorption atomic spectrometry, CVAAS) (Gallignani et al., 1998; Hight y
Cheng, 2005; Ma et al., 2007; Torres et al., 2005), junto a algunas otras técnicas de naturaleza electroquimica.
Sin embargo, el problema principal que presentan estos métodos es la escasa disponibilidad de equipamiento en
laboratorios de pequefia o baja complejidad, por lo que se hace necesario proponer alternativas que permitan la
determinacién confiable utilizando instrumentos sencillos, frecuentemente disponibles.

En esta ocasibn se propone la funcionalizacibn de una resina de intercambio i6nico (Resina estiren-
divinilbencenica, Dowex 1X8) con el objeto de tornarla especifica a la retenciéon de iones Hg(ll), presentes en
soluciones acuosas. El analito puede provenir de muestras de agua especificamente o digestos provenientes de
distintas matrices. La resina funcionalizada se estudié desde el punto de vista de su selectividad, como de las
condiciones éptimas para la retencién del elemento. Presenta como principales ventajas, la facil accesibilidad a
los reactivos ligandos, como asi también su bajo costo, ademas de su gran versatilidad para ser utilizada en
distintos sistemas analiticos, ya sea en una etapa de preconcentracion o para la determinacién de complejos
cromaticos formados directamente sobre la resina, por espectrofotometria de absorcién UV-Vis en fase sélida
(Camel, 2003; Spivakov et al., 2006). Por ultimo se debe sefalar también que las técnicas que se realizan en
soporte solido producen una menor cantidad de residuos, lo que resulta ventajoso en relacion a otras
metodologias.
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Fig. 1: Complejo formado entre la DFC y el Hg(ll)

El reactivo (ligando) para mercurio que se utilizé fue la Difenilcarbazida, reactivo accesible y ampliamente
utilizado para la determinacion espectrofotométrica de Cr(VI) (Padarauskas et al., 1998; Rajesh et al., 2008;
Wrdébel et al., 1997), que reacciona de manera practicamente especifica con Hg(l1) en medio neutro-débilmente
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acido (Bait y Van Dalen, 1962), mediante la formacion de un complejo, como se puede observar en la Figura 1,
de color azul violaceo. En funcién de lo expuesto, en el presente trabajo se ha desarrollado la funcionalizacion
de una resina de intercambio i6nico (Dowex 1X8) con el reactivo difenilcarbazida, para la determinacién de
Hg(ll). Para ello se evaluaron las condiciones de pH, seleccién de resina, concentracion de reactivo e influencia
de posibles interferentes. La finalidad es lograr una alternativa simple y de bajo costo (instrumental y
econdmico) para realizar la deteccidn de Hg(ll).

MATERIALES Y METODOS
Instrumental

Las mediciones analiticas se realizaron con un Espectrofotometro UV-Visible haz simple (200 — 1100 nm), marca
METROLAB® 1700, controlado desde PC, utilizando el programa METROLAB® SF170. Para las lecturas de las
distintas muestras se utilizaron cubetas de cuarzo de 1 mm de paso 6ptico y volumen util de 0,240 mL, con
adaptador para portacubetas.

Para las mediciones de pH se hizo uso de un pH-metro digital, electrodo combinado de vidrio, marca
ALTRONIX® TPX.

Para el tratamiento de las muestras se recurrié a una centrifuga marca CAVOUR® VT-32165-DC 0 — 3500 rpm y
un agitador mecanico rotativo 0 — 200 rpm.

Reactivos
Los reactivos quimicos utilizados fueron de grado analitico, todos preparados con agua de elevada pureza.

La resina de intercambio utilizada como soporte solido fue la resina Dowex 1X8 (intercambiador aniénico), 200 —
400 mallas, a la que se aplicé un tratamiento de lavado para la eliminaciéon de impurezas. Se ensayaron otros
soportes solidos como resinas tipo amberlita (XAD-4, XAD-7 y XAD-16) y resina de intercambio cationico
Sephadex C-50.

Las soluciones estandares de Hg(ll) de diferentes concentraciones fueron preparadas a partir de una soluciéon
stock de 1000 ppm (Mercury Atomic Spectroscopy Std., Sigma-Aldrich).

Se prepar6 una solucién stock de la 1,5-difenilcarbazida (DFC) de concentraciéon 5 mg mL™ disolviendo la masa
de reactivo en acetona. La disolucién es transparente al momento de prepararla, después toma un color amarillo
claro. Debe almacenarse en frascos de color ambar, conservarse en heladera y descartarse cuando comienza a
decolorarse.

La solucién buffer de pH adecuado utilizada fue una mezcla de NaOH/KH,PO,.

La solucién de tensoactivo no iénico Triton X-100 (éter del octilfenol-poliester glicol) se prepard al 5% v/v a
partir del reactivo comercial.

Las soluciones de trabajo se prepararon diariamente diluyendo la solucién stock.
Acondicionamiento de las resinas

Los distintos soportes solidos fueron sometidos a etapas previas de lavado para eliminar cualquier impureza que
pudiera estar presente sobre las resinas. El primer paso del tratamiento consiste en sumergir las resinas 24
horas en agua. Luego se lavaron repetidas veces, separando el sobrenadante mediante centrifugacion, y se
colocé la fase sélida 2 horas en una solucién de HCI 4M. Se repitieron los lavados hasta alcanzar un valor neutro
de pH. En todos los pasos se utilizé6 agua de elevada pureza, libre de iones. Finalmente se colocaron en estufa
para eliminar la humedad (110° C).
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Funcionalizacién de la resina

A 5 g de resina purificada se le afadi® 100 mL de solucién de difenilcarbazida en acetona (a diferentes
concentraciones de reactivo ligando), y se dejo reposar el sistema por un periodo de 24 horas como minimo. En
una etapa posterior, se separé el soporte solido por centrifugacion y se secé en estufa a 40 °C.

Posteriormente, se estudid la proporcion de reactivo (DFC) fijado sobre la resina. A 80 mg de resina
funcionalizada se la hizo reaccionar con 50 mL de una solucion acuosa que contenia 10 ug de Hg(ll), en
presencia de tensoactivo (Tritbn X-100) a pH adecuado, para obtener el complejo coloreado sobre resina.
Luego, se midié la absorbancia directamente sobre el soporte solido, utilizando cubeta de cuarzo de 1 mm de
paso Optico, a 540 nm. Valores elevados de absorbancia, indican mayor fijacion de reactivo ligante sobre la
resina.

Por otro lado, se realizaron pruebas de medicién del color por colorimetria visual (“naked-eye method”), cuyos
resultados se presentan mas adelante.

RESULTADOS Y DISCUSION
Seleccién de la resina

Se efectuaron varios ensayos cualitativos de fijacion del compuesto con resinas de adsorcidon (Silica Gel,
Amberlite XAD 4, XAD 7 y XAD 16) y resinas ionicas (Dowex 1X8 y Sephadex C-50). Los mismos se llevaron a
cabo en placa de toque, realizando simultaneamente un ensayo en blanco para cada uno.

Se eligio la resina de intercambio aniénica Dowex 1X8, dada su capacidad para fijar al ligando en el medio
adecuado para la reaccion del mismo con el analito. Con el resto de los soportes sélidos la fijacibn no era
completa o presentaban una elevada opacidad al paso de la luz a las longitudes de onda de trabajo.

Influencia de la concentracion de reactivo

Diferentes concentraciones de ligando se ensayaron sobre el soporte escogido. Todos los estudios sobre resina
se realizaron directamente sobre la fase solida por espectrofotometria en fase sdélida (EFS) (Yoshimura y Waki,
1985), usando celdas de cuarzo de 1 mm de paso éptico. La concentracion de la solucién de difenilcarbazida
6ptima fue de 0,5 mg mL™. Concentraciones mayores de ligando hicieron imposible su lectura espectral debido a
la fuerte intensidad del color del complejo formado, mientras que concentraciones menores repercutieron en la
formacion del complejo. Por otro lado se hizo necesario agregar un tensoactivo no iénico (Triton X-100) a la
solucién (0,1% v/v concentracion final), para mejorar el contacto entre fases.

Dependencia del pH

Uno de los principales factores que gobiernan la formacion del complejo Hg-DFC es la regulacién de pH en las
muestras. De aqui se desprende la importancia del estudio de este parametro. Los ensayos se efectuaron sobre
la resina funcionalizada la que se hizo reaccionar con una solucién diluida de mercurio y pequefas cantidades de
tensoactivo. Los distintos valores de pH fueron ajustados con soluciones de HCI e NaOH, dejandose constantes
la cantidad de resina y concentracion de Hg(ll) para cada una de las pruebas.

De los ensayos realizados se registr6é la maxima absorbancia en pH cercanos a 7, en donde el color desarrollado
por el complejo es violeta. Por encima o por debajo de dicho pH el desarrollo el color del complejo es muy débil
o0 inexistente, con lo que puede inferirse que no se produce la reaccion deseada. Los resultados se muestran en
la Figura 2.
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Fig. 2: Determinacion del pH 6ptimo

Interferencias

Los analitos mas importantes que pueden interferir, son iones tales como Cr(VI), Fe(lll) y Pb(ll). EI cromo
practicamente no reacciona para formar color con el reactivo al pH especificado. De hacerlo, la intensidad es
mucho mas baja que para el mercurio con lo cual es despreciable la interferencia que puede ocasionar. El hierro
y el plomo pueden reaccionar con la resina funcionalizada, pero si se mide la absorbancia a la longitud de onda
apropiada (540 nm), el error relativo introducido es inferior a £5%, con lo cual el efecto sobre la medida se
considera despreciable.

Posibles aplicaciones de la resina funcionalizada

Espectrofotometria en Fase Soélida de Hg(ll): La resina funcionalizada se hizo reaccionar con soluciones con
distintas concentraciones de mercurio manteniendo el pH apropiado para la formacion del complejo con un
buffer preparado a partir de NaOH y KH,POj,.

Con un tiempo de reaccién de 20 minutos (desarrollo), se realizé el barrido espectral detectdndose el maximo de
absorbancia a una longitud de onda de 540 nm, siguiendo la metodologia utilizada para la medicion de
absorbancias en fase sélida (Pellerano et al., 2007). Se realiz6 una curva de calibracion con diferentes patrones
a la longitud de onda seleccionada. La misma se muestra en la Figura 3.

' N

1.000

. Abs = 0.0084 [Hg(11)]

% 0500 - R2 = 0.9805

]

[

£

a 0.600
0.400 -
0.200
0.000 T T T T T |

0 20 40 60 80 100 120

Concentracidn (pph)

Fig. 3: Curva de calibracién
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Colorimetria visual (semicuantitativa) de Hg(ll): Como puede observarse en la Figura 4, la intensidad del color
de la resina funcionalizada depende de la concentracion de Hg(ll) en las soluciones de la muestra
(concentracion del complejo adsorbido). Esto cobra importancia a la hora de realizar el analisis semi-cuantitativo
rapido o simplemente cuando no se posee los insumos necesarios para la determinacion espectrofotométrica. En
estos casos puede recurrirse a las técnicas "naked eyes", las cuales han tomado relevancia en los ultimos
tiempos (Del Campo et al., 2008; He et al., 2008; Wu et al., 2008), proporcionandose asi un método de bajo
costo de deteccidn simple y veloz.

P G-

Fig. 4: Complejo Hg(ll)-DFC absorbido. De izquierda a derecha: blanco de reactivo,
concentracion de Hg de 30, 60 y 100 ppb, respectivamente.

CONCLUSIONES

Se establecieron condiciones para funcionalizar la resina de intercambio iénico (Dowex 1X8) con el ligando
(difenilcarbazida), permitiendo lograr un aumento de la especificidad para la determinacion de Hg(ll) en
soluciones acuosas.

Por otro lado, se proponen algunas aplicaciones practicas para la cuantificacion de Hg(ll), mediante el uso de
técnicas sensibles y confiables, que ademas presentan como caracteristicas su versatilidad y sencillez de
implementacion en laboratorios de mediana o baja complejidad (Espectrofotometria en Fase Sélida y
Colorimetria Visual). La resina funcionalizada puede ser utilizada también en etapas de pre-concentracion de
Hg(ll) para su posterior andlisis con métodos instrumentales especificos (absorcion/emision atomica) o en
muestras de matriz complicada o de concentraciones muy bajas de analito.

Las condiciones dptimas de funcionalizacion de la resina corresponden a: concentracion del reactivo 0,5 mg.mL™,
el tiempo de contacto entre la resina y el reactivo de 24 horas como minimo y la temperatura de secado para la
resina funcionalizada de 40 °C.
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