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RESUMEN

En el presente trabajo se estudia, por primera vez,

el potencial analitico de la zeolita sintética Linde tipo
A calcica (LTA-Ca) como material sorbente para la
preconcentracion de cobalto, en una matriz biologica,
por formacion de un quelato neutro. El procedimiento
consiste en la incorporacién de una mini-columna
empacada con 20 mg de LTA-Ca en un sistema de
inyeccion en flujo acoplado a espectrometria de
absorcion atomica en llama como sistema de deteccion
(FIA-FAADS). El quelato neutro de cobalto se formd
utilizando pirrolidin ditiocarbamato de amonio
(APDC)y se eluyd de la minicolumna con metil isobutil
cetona (MIBK). Un tiempo de preconcentracion de 3
minutos por muestra, equivalente a un consumo
de 12 ml de la misma, permitié obtener un factor
elevado de preconcentracion de 500, comparado con
la introduccion por aspiracion directa en llama.
El procedimiento fue aplicado exitosamente para la
determinacion de trazas de cobalto en muestras de
orina, obteniéndose un limite de deteccion (LDD,
36) de 0,5 pg I'!, una DER de 2,3% y una frecuencia
analitica de 18 muestras h'!,
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ABSTRACT

The analytical potential of Linde type A calcic

synthetic zeolite (Ca-LTA) as sorbent material for
the preconcentration of cobalt as neutral chelate was
studied for the first time in this work. The procedure
involves the incorporation of a mini-column packed
with 20 mg of Ca-LTA to a continuous flow system with
flame atomic absorption spectrometric (FIA-FAAS)
detection. Ammonium pyrrolidine dithiocarbamate
(APDC) was used for cobalt neutral chelate formation,
which was eluted from the mini-colum with methyl
isobutyl ketone (MIBK). Using a loading time of
3 minutes per sample (12 ml of sample), a high
preconcentration factor of 500 compared to the direct
sample introduction was achieved. The procedure was
successfully applied for the determination of cobalt
traces in urine samples with LOD (36) of 0.5 pg I'1,
RSD of 2.3% and sample throughput of 18 h-1.
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INTRODUCCION

El cobalto es un oligoelemento esencial ya que
se encuentra en todas las células del organismo
humano, particularmente en la médula 6sea donde
se requiere para la produccion de globulos rojos.
El cobalto es el metal central de la corrina, anillo
tetrapirrolico, de la cianocobalamina o vitamina
By, por tanto estd involucrado en varias funciones,
entre cllas en el tratamiento de la anemia perniciosa
y algunas formas de cancer. Este metal, también es
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usado como fertilizante, estabilizante de cervezas,
agente radioterapico, entre otros [1-3]. La exposicion
laboral al cobalto, en la industria metalirgica, puede
controlarse determinando sus concentraciones en
el ambiente y/o en muestras bioldgicas, tales como
sangre y orina [4]. De esas determinaciones, el nivel
de cobalto en orina parece ofrecer mas informacion
sobre ¢l grado de exposicidn en el transcurso de cada
dia de trabajo, y de la semana laboral completa [4].
La Administracion de Salud y Seguridad Ocupacional
(OSHA) ha establecido un limite de 0,1 mg m™ en el
trabajo durante una jornada de 8 horas diarias, por 40
horas semanales [5]. Esta exposicion representaria una
concentracion urinaria media en el fin de semana de
60 ug 1-1 [6]. La exposicion a niveles altos de cobalto
puede producir efectos adversos en los pulmones y
el corazon, ya que tiene gran avidez por los grupos
tidlicos, con especial afinidad por el acido lipoico,
cofactor de la a-oxoglutarato-deshidrogenasa y
piruvato-deshidrogenasa. Con cllo se inhibe la
respiracion celular y la disponibilidad de energia,
especialmente en tejidos como ¢l miocardico y el
nervioso [5]. Existen métodos para la determinacion
de cobalto en agua y matrices biologicas; algunos
se fundamentan en la cromatografia [7,8], métodos
clectroquimicos [9,10], difracciéon de rayos X
[11] y métodos espectroscopicos [12-15]. Los
métodos FIA se han utilizado ampliamente en los
laboratorios clinicos en la determinacion de analitos
complejos [16], en muestras de orina [16,17] y para
la determinacion rutinaria automatica de cobalto [17-
19] en muestras acuosas. También se ha incorporado
en los sistemas FIA, el uso de columnas empacadas
con materiales activos [20-22], tales como carbon
activado [22], fullerenos [23], polimeros como el
poli(octadecildiitaconato) PDI-18 [24] y las espumas
de poliuretano [25], para la preconcentracion de
trazas metalicas. La separacion y preconcentracion
de los analitos de interés se llevan a cabo por un
ajuste adecuado del pH de las muestras y usando un
agente quelante que interactia con los metales antes
de que cllos scan retenidos o inmovilizados sobre el
material activo [24,26]. En este trabajo el material
sorbente es una zeolita que esta compuesta por
aluminio, silicio, calcio, hidrogeno, y oxigeno. Las
unidades de construccion primarias de las zeolitas
presentan tetraedros de [SiO4]4 y [A1O4], unidos
por comparticion de vértices formando puentes de
oxigeno no lineales. Los tetraedros pueden unirse
compartiendo dos, tres o los cuatros vértices, formando
asi una gran variedad de estructuras poliédricas
diferentes [27]. La zeolita Linde tipo A (LTA),
normalmente sintetizada bajo la forma sodica (para
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restablecer la electroneutralidad del material debido
a la presencia de una carga negativa de la especie
que contiene aluminio), y con formula quimica de su
celda unitaria NaggAlgeSigeO384 x 27H,0, presenta
una relacion Si/Al igual a 1. La zeolita pertenece al
sistema ctbico y cuando esta completamente hidratada
tiene un parametro de celda unitaria igual a 24,60 A
[28,29]. Este poliedro presenta un diametro interno
igual a 11,4 A y a la cual se accede a través de poros
delimitados por 8 atomos de oxigeno de abertura libre
igual a4,2 A. La presencia de otros cationes dentro de
su estructura permite obtener aberturas de diferentes
diametros, produciendo asi diferentes posibilidades
de retencion [30]. Si el cation es calcio, el diametro
efectivo es de aproximadamente 5 A y se le denomina
zeolita LTA-Ca [31,32]. Por sus caracteristicas
quimicas, fisicas y estructurales, las zeolitas han sido
utilizadas como adsorbentes de cationes, separadores,
intercambiadores y catalizadores [33]. En el presente
trabajo se estudio por primera vez el potencial analitico
de la zeolita LTA-Ca como material sorbente para
la preconcentracion de trazas de cobalto mediante
la formacion de su pirrolidinditiocarbamato en
muestras de orina humana, basados en los excelentes
resultados obtenidos en la determinacion de cobre y
plomo usando APDC como agente quelante y zeolitas
sintéticas [34,35].

MATERIALES Y METODOS

Instrumentacion: Se utilizo un espectrometro de
absorcion atomica Varian SpectrAA 110 (Sao Paulo,
Brasil) equipado con un sistema de bola de impacto
en ¢l nebulizador y una lampara de catodo hueco de
cobalto, Varian. El sistema de flujo a utilizar (Fig.
1) [36], esta constituido por una bomba peristaltica
Gilson Minipuls-3 (Ohio, USA) de 4 canales
como dispositivo de propulsion de los liquidos,
equipada con tubos de cloruro de polivinilo; dos
valvulas de inyeccion Rheodyne (Berlin, Alemania)
controladas por un temporizador GralLab900 (Ohio,
USA) y mini-columnas de sorcion fabricadas con
politetrafluoretileno (PTFE) en el laboratorio y
empaquetadas con la zeolita bajo estudio.

El pH de las soluciones se determind usando
un pH-metro marca Metrohm, modelo 701A (Ohio,
USA). La propulsion del solvente orgénico de elucion
se realizo con una botella de desplazamiento. La
respuesta instrumental, registrada como altura de pico,
se obtuvo utilizando el software SprectrAA del FAAS.
La calcinacion del caolin se realizo utilizando una
estufa Lab-Line Instruments, Inc. (Wisconsin, USA),
empleado en la sintesis de la zeolita. Los estudios por




microscopia electronica, se realizaron utilizando un
microscopio electronico de barrido Hitachi, modelo
S-2500 (Tokio, Japdn).
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Fig. 1. Diagrama del sistema FIA, para la preconcentracion en
linea de trazas de cobalto. La linea gruesa indica la etapa de
preconcentracion y la punteada indica la etapa de elucién del
quelato. BP: bomba peristaltica. V1, V2: valvulas de inyeccion. AAS:
Espectrometro de Absorcion Atomica

La digestion de las muestras se efectué en un
microondas doméstico, Panasonic (Chicago, USA)
de tiempo y potencia variable entre 0-650 W.

Reactivos y soluciones patron: Todos los
reactivos utilizados fueron de grado analitico.
El acetileno de grado espectroscopico (AGA)
fue el gas empleado y el agua 18 MQ.cm a 25
°C se obtuvo de un sistema purificador de agua,
Barnstead NANOpure-Infinity® UV. La solucion
patrén de 1000 mg 1-! de Co?" se prepard a
partir del metal (Merck, Alemania, 99,0 % m/m),
disuelto en pequefios voliumenes de acido nitrico
concentrado (Fluka, Alemania, 65,0 % v/v, d =
1,42 g I'!) y diluyendo a un volumen de 1 1 con
acido nitrico 1% v/v. Las soluciones de trabajo
se prepararon diariamente a partir de la solucion
patron anterior, por dilucidén adecuada a diferentes
niveles de concentracidén. Una solucion acuosa de
APDC (Sigma Chemicals, Alemania, 99 % m/m) se
prepar6 al 0,3% m/v y se utilizo MIBK (Riedel de
Haén, Alemania, 99 % v/v) como solvente organico
de elucion. Como material sorbente se empled
zeolita sintética Linde tipo A calcica (LTA-Ca),
obtenida por la sintesis de la zeolita LTA-Na y
posterior intercambio del cation sodio por calcio.
La zeolita LTA-Na fue sintetizada seglin protocolo
ya reportado por otros autores [37], para lo cual se
utilizé un caolin venezolano e hidroxido de sodio
(Aldrich, Alemania, 99 %). Un sistema de reflujo
fue utilizado para el proceso de intercambio, en
donde se mezcla la zeolita LTA-Na, cloruro de
calcio (Merck, Alemania, 99 % m/m) y nitrato de
plata (Merck, Alemania, 99 % m/m).
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Muestras reales: Las muestras de orina se
recolectaron en recipientes estériles de voluntarios
que no consumieron ningun medicamento con
cobalto. El procedimiento de digestion se realizd
fuera de linea (batch), empleando las condiciones
optimas de los reactivos para la digestion, asi como
la potencia del microondas. A 5 ml de la muestra de
orina se agregaron 50 pg 1! de Co?"y se mezclaron
con 5 ml de HNO3:H,O; en proporcién 3:2 (H,0,,
Riedel-de Haén, Alemania, 35 % v/v). Las muestras
se sometieron a digestion durante 5 min a una
potencia del microondas de 210 W y se enrasaron a
50 ml con agua destilada, obteniéndose soluciones
con un pH de 1,2 unidades. Las soluciones de
muestras de orina se¢ prepararon también sin
fortificar y los blancos se prepararon en paralelo.

Sistema FIA: En la etapa de preconcentracion,
la muestra y/o estandar se pasé continuamente por
la configuracion propuesta (Fig. 1), durante un
tiempo de 3 minutos y se¢ mezcld vigorosamente con
el reactivo quelatante en el serpentin de reaccidn
de la vélvula de inyeccién V1. El quelato formado
se retuvo en la mini-columna de zeolita LTA-Ca
localizada en el bucle de dicha valvula, mientras
que la matriz de la muestra fue enviada al desecho.
Durante esta etapa una corriente de agua alimentd
el nebulizador del equipo de absorcidén atdémica.
Al finalizar esta etapa de preconcentracion, se
invirtieron simultaneamente el sentido de las
valvulas de inyeccion, mediante el temporizador
para iniciar la etapa de elucion. El quelato adsorbido
en la mini-columna se eluyd por el paso de MIBK
a través de la valvula de inyeccion V2, conectada
a V1 y al sistema de desplazamiento. Las sefiales
analiticas de la altura de los picos obtenidos se
registraron por computadora, utilizando el software
del equipo.

RESULTADOS

Analisis quimico y tamafio de particula
de la zeolita por microscopia electrénica de
barrido (MEB): La relacion Si/Al calculada para
la zeolita sddica sintetizada en el Laboratorio de
Espectroscopia Molecular es mostrada en la Tabla
1. También se presenta el analisis elemental para
LTA-Nay LTA-Ca. Las caras paralelas al plano de
la vision se midieron para calcular ¢l tamafio de
particula de la zeolita, obteniéndose un valor de
1,93 pm. La estructura de la zeolita LTA reportada
en la literatura [38], asi como la micrografia
obtenida en este estudio para LTA-Ca se muestran
en la Fig. 2.




TABLA 1
Resultados del analisis quimico por microscopia electronica

Si/Al  Xna Xa X,  CalAl  2CalNa

1,20 165 3612 1909 1,10 1.94

X= promedio porcentaje atémico.

Optimizacion de las condiciones de operacion
del sistema: Todas las variables involucradas en
el sistema FIA fueron optimizadas, asi como las
quimicas y espectroscopicas, mediante la estrategia
de un factor a la vez. Una solucion de 50 pg I'! de
Co?" fue utilizada en todos los casos durante la
optimizacion. Inicialmente el efecto del pH sobre la
sefal analitica del cobalto fue estudiado empleando
como caudales de muestra y de reactivo quelante 4,0
y 0,4 ml min™!, respectivamente.

Fig. 2. Estructura de la zeolita LTA y micrografia de la LTA-Ca

El tiempo de preconcentracion empleado fue de 90
s, lo que equivale a un consumo de muestra de 6 ml.
Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 3.
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Fig. 3. Efecto del pH de la muestra sobre la sefial analitica de Cobalto

Como se observa, la senal analitica fue
practicamente independiente del valor de pH
entre 1,0 y 1,5 unidades; sin embargo, a partir de
este ultimo valor de pH la sefial fue aumentando
gradualmente. La sefial maxima se obtuvo con un
valor de pH cercano a 2,5 unidades, que correspondio
precisamente al valor 6ptimo para la formacion del
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quelato. A partir de este valor de pH la sefial comenz6
a disminuir. Tomando en consideracion la region de
pH donde se observo la menor dependencia de la
sefial analitica con el valor del pH de las muestras
sometidas a digestion, se decidio no introducir una
nueva variable para ajustar el pH de las soluciones
muestra; consecuentemente el valor de pH fue
fijado en 1,2 unidades para preparar las soluciones
de calibraciéon. No obstante, la pérdida en la
sensibilidad fue compensada duplicando el tiempo
de preconcentracion de la muestra. Las condiciones
optimas de operacion para la determinacion de
cobalto se muestran en la Tabla 2.

TABLA 2
Condiciones optimas de operacion para la
preconcentracion de Co?*

Sistema Parametro Condiciones
Longitud de onda (nm) 240,7
Corriente de lampara (mA) 7
Llama-EAA
Ancho de rendija (nm) 0,2
Aire/acetileno (I min") 10/2
- pH de muestra (ajustado con HNO;3) 1,2
Quimico Concentracion APDC (%m/v) 0,3
Flujo de muestra (ml min") 4
Flujo de APDC (ml min-") 0,4
Flujo de agua (ml min‘) 3
Inyeccion en flujo Volumen de reactivo eluyente, MIBK (pl) 100
Longitud del serpentin de reaccién (cm) 150
Tiempo de preconcentracion (s) 180
Tiempo de elucién (s) 25
Minicolumnas Longitud (cm) x didmetro intemo (mm) 0,3x4
Cantidad de material (mg) 20

Figuras de mérito: El limite de deteccion se
calculd como 3o de la absorbancia correspondiente
a los picos obtenidos para 10 inyecciones
consecutivas del blanco. La precision, expresada
como el porcentaje de desviacidn estandar relativa
(DER), se verificd con 5 soluciones de trabajo
diferentes conteniendo cada una 50 pg 1! de
Co?" y analizandolas por triplicado. El factor de
preconcentracion se obtuvo de la razon entre las
pendientes de la curva de calibrado del sistema
FIA y de la curva de calibrado por aspiracién
directa. Las caracteristicas analiticas del sistema
propuesto son mostradas en la Tabla 3. Las posibles
sustancias interferentes se estudiaron observando
los niveles de tolerancia de cationes extrafios, para
una solucién de 50 pg I'! de Co?". La exactitud
del método propuesto se verificO mediante el
porcentaje de recuperacidn de cobalto afiadido
a muestras de orina de voluntarios sanos. Los
resultados de estos estudios son mostrados en las
Tablas 4y 5.




TABLA 3
Caracteristicas analiticas del sistema FIA para la
preconcentracion de trazas de cobalto

. cC R? RL FPC FM LDD DER
Matriz

Orina  A=0,0028X +0,0021 09989 30-70 500 18 05 23

CC: curva de regresion automatica; A: absorbancia; X: concentracion
de Co% (ug I'"); R?: coeficiente de determinacion; RL: rango lineal (ug
I''); FPC: factor de preconcentracion, comparado con la introduccion
directa al sistema de deteccion de muestra acuosa (A =0,0051X +
0,0082. R? = 0,9990); FM: frecuencia de muestreo (h™'); LDD: limite
de deteccion (ug I''); DER: % desviacién estandar relativa.

TABLA 4
Estudio de sustancias interferentes en la sefial analitica de
cobalto

Cation Interferente Pb Cu Fe Ni Cd

[M*2] 300 250 250 100 200

[M"Z] = concentracion soportada del cation interferente en ng 1

TABLA 5
Estudios de recuperacion realizados en muestras de orina
de voluntarios sanos

Muestra Absorbancia Absorbancia Absorbancia %
voluntario total* endégeno patrén Recuperacién
1 0,0600 0,0097 0,0512 98,2
2 0,0584 0,0084 0,0512 97,7
3 0,0573 0,0089 0,0512 94,5
4 0,0584 0,0096 0,0512 95,3
5 0,0602 0,0093 0,0512 994

*Lectura de muestra real + patron de 50 pg ' de Co?*

DISCUSION

Los valores de tamafio de particula obtenidos en
la sintesis del LTA-Na y del proceso de intercambio
concuerdan con los valores esperados y los reportados
en la bibliografia [32,38]. En la micrografia mostrada
en la Fig. 2, se puede apreciar que, tal y como se
esperaba, la morfologia de la zeolita es cubica.

En lo que respecta a la optimizacion de los
parametros de flujo, es conveniente resaltar que, si bien
las metodologias previas que emplean otros materiales
[39, 40] obtienen iguales factores de preconcentracion
a los aqui reportados, la metodologia propuesta en este
trabajo fue claramente superior. Esto se debe al hecho
de utilizar solo 12 ml de muestra, en comparacion con
los 1000 ml que se emplean en trabajos anteriores
[39, 40] para la determinacion de iones cobalto. Para
el caso en ¢l que la metodologia propuesta se quicra
utilizar para analisis rutinario de muestras, resulta mas
eficaz respecto a los trabajos citados, ya que consume
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alrededor de ochenta y cinco veces menos volumen
de muestra. Por otro lado, la cantidad de desecho que
se genera en nuestro caso, fue de so6lo unos pocos
mililitros, ocasionando menos contaminacion al medio
ambiente.

Ademas de lo anteriormente expuesto, dependiendo
de la naturaleza y disponibilidad de muestra; asi como
de los niveles de concentracion del analito en la
misma, se podrian lograr incrementos en los valores
de los factores de preconcentracion al aumentar
los tiempos de preconcentracion de la muestra
sobre ¢l material sorbente, o elevar la capacidad de
procesamiento de muestras al disminuir los tiempos
de preconcentracion hasta 60 s, implicando esto una
disminucion considerable en el costo de los analisis.

En lo que respecta a los estudios de interferencia,
se considera interferente al cation que disminuye
mas de un 10% la sefial del analito de interés. La
disminucion de la senal se puede atribuir, bien, a que
la concentracion del APDC fue insuficiente para que
se formaran tanto el quelato del cobalto como de las
sustancias interferentes (competencia por la quelacion
entre uno y otro); o a que el volumen de MIBK no fue
suficiente para eluir completamente los quelatos de
la columna. Como puede verse, existe una aceptable
selectividad en la zeolita bajo estudio y una eficiente
retencion del analito, como lo demuestra el elevado
factor de preconcentracion obtenido al compararse
con otros materiales. Los estudios de recuperacion
arrojaron porcentajes comprendidos entre 94 y 99%,
lo que confirma la aplicabilidad del método.

Lazeolita sintética Linde tipo A calcica, sintetizada
en el laboratorio a partir de caolines nacionales,
representa, sin duda alguna, un excelente material
alternativo para la preconcentracion de cobalto, y de
bajo costo en comparacion con otros materiales, como
por ejemplo, ¢l carbdn activado [41].

CONCLUSIONES

De acuerdo a los resultados obtenidos en este
trabajo, se puede concluir que la zeolita LTA-Ca tiene
un alto potencial analitico para la preconcentracion de
cobalto en muestras de orina, mediante la formacion
de un quelato neutro. El sistema planteado en este
trabajo fue claramente superior a otras propuestas
que también utilizan analisis por inyeccion en flujo
continuo y otros materiales sorbentes, tales como
C,3-FR y PDI-18, fundamentalmente en lo que
respecta a sensibilidad, selectividad y capacidad
de procesamiento de muestras. La metodologia
desarrollada con este material sorbente, podria
aplicarse para la determinacion de cobalto en otras




matrices; asi como en la determinaciéon de otros
elementos, previo ajuste de las condiciones propias
del sistema de flujo, dependiendo del analito que se
desee determinar.
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