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Resumen

RESUMEN

En este proyecto de investigacion se presenta un nuevo sistema de flujo basado
en la técnica Lab on Valve (LOV), el cual ha sido desarrollado para la
determinacion de estroncio en muestras ambientales. Gracias a la incorporacion
de una resina de extracciéon en fase sélida, se ha conseguido la automatizacién de
los procesos de separacion y pre-concentracién del estroncio en un tiempo de 11
min, lo que representa una gran ventaja comparado con los analisis manuales
rutinarios. Segun el detector utilizado, ICP-OES o contador proporcional de bajo
fondo, se pueden determinar Sr total y “°Sr, respectivamente.

El limite de deteccion y la actividad minima detectable, tanto para la
determinacién de estroncio total como estroncio radiactivo, fueron de 1.78 ng y
0.006 Bq, respectivamente; mientras que la precision de la metodologia propuesta
fue de 1.2% (n=10) con una frecuencia de analisis de 3 a 5 inyecciones por hora,
dependiendo del volumen de muestra utilizado. Gracias a la posibilidad de variar
los volumenes, es posible analizar muestras que contengan entre 0.2 y 5000 ug L
! de concentracién de estroncio. El método ha sido aplicado con éxito en diferentes
muestras de agua de interés ambiental, obteniéndose recuperaciones superiores
al 90%.

Entre las ventajas del método propuesto pueden destacarse la minima
manipulacion de la muestra, la drastica reduccion de los volimenes de fluidos
(muestra y de reactivos), y la gran repetibilidad de los andlisis, ademas de lograr

una disminucion significativa del tiempo y del costo por cada uno de éstos.




Abstract

ABSTRACT

This research project presents a new flow system based on Lab On Valve
technique (LOV), which has been developed for the determination of strontium in
environmental samples. With the addition of a resin solid phase extraction, we
have managed to automate the processes of separation and pre-concentration of
strontium in 11 min, which represents a great advantage compared to routine
manual analysis. According to the used detector, ICP-OES or low background
proportional counter, it is possible to determine total Sr and %°Sr, respectively.

The detection limit and minimum detectable activity, both for determination
of total strontium and radioactive strontium, were 1.78 ng and 0.006 Bq,
respectively, while the precision of the proposed methodology was 1.2% (n = 10)
with a sample thougput of 3 to 5 injections per hour, depending on the sample
volume to be pre-concentrated. With the possibility to vary the sample analysis
volume, it is possible to analyze samples containing between 0.2 and 5000 g L™
of strontium. The method has been applied successfully in different water samples
of environmental interest, yielding recoveries better than 90%.

Among the advantages of the proposed method should be highlighted the
minimal sample handling, the drastic reduction in the volume of sample and
reagents, and the high repeatability of the analysis, in addition to a significant

decrease of time and cost per analysis.
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

En el siguiente capitulo se presenta al lector el estroncio como elemento, su
presencia en el medio ambiente, su distribucion, fuentes de produccién, asi como
también la problematica asociada como contaminante ambiental y por lo tanto su
repercusion en los seres vivos. Ademas se hace una revision de los lineamientos
tanto internacionales como locales, con el objeto de tener conocimiento de las
medidas tomadas por los organismos encargados de reglamentar y salvaguardar

la salud de la poblacion.
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1.1. El estroncio

El estroncio (Sr), es un elemento de nimero atémico 38 y peso atomico 87
(figura 1). Se encuentra ubicado en el periodo 5 y pertenece al grupo 2A de los
elementos alcalino térreos. Este elemento fue descubierto en 1790 por Adair
Crawford en las minas de plomo de Strontian, Escocia, de donde procede su
nombre. Se caracteriza por ser un elemento natural presente comunmente en el
ambiente en dos estados de oxidacion: 0 y +2. Bajo condiciones ambientales
normales, solamente el estado +2 es estable e industrialmente importante. En la
tabla 1 se muestran las caracteristicas o propiedades, las cuales permiten ubicarlo

e identificarlo de los demas elementos de la tabla periddica (Strontium, Advameg,

2010).

2299 | 24305

poOtassium coum scandum Nenvum vanao
20 21 22 23
K | Ca Sc| i| V
frontum R i

38 39 40 41
S r Y | 4| Nl

88 008 91224 2029
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Cérver— | Lu| Hf | T¢
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Figura 1. Ubicacion del estroncio en la tabla periddica.
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1.2.

Tabla 1. Propiedades y caracteristicas del estroncio como elemento

CARACTERISTICAS GENERALES

Nombre: Estroncio Simbolo: Sr

NUmero atomico: 38 Masa atémica (uma): 87,62
Periodo: 5 Grupo: llA (alcalino-térreos)
Bloque: s (representativo) Valencias: +2

PROPIEDADES PERIODICAS

Configuracion electrénica: [Kr] 5s2 Radio atémico (A): 2,15
Radio i6nico (A): 1,13 (+2) Radio covalente (A): 1,92
Energia de ionizacién (kJ/mol): 548 Electronegatividad: 0,95

PROPIEDADES FiSICAS

Densidad (g/cm?): 2,63 Color: Plateado
Punto de fusion (°C): 777 Punto de ebullicion (°C): 1382

Volumen atémico (cm®mol): 33,7

Caracteristicas quimicas del estroncio

1.2.1.Estroncio estable

El estroncio es un metal blando, algo maleable, que rapidamente se oxida en

presencia de aire, por lo que debe conservarse sumergido en queroseno. Debido a

su elevada reactividad se encuentra en la naturaleza combinado con otros

elementos y compuestos. Reacciona rapidamente con el agua liberando el

hidrégeno para formar el hidroxido.

El estroncio natural no es radiactivo y existe en cuatro isotopos estables,

843y, 88, 87sr, 883y que se distribuyen de forma irregular de un lugar geogréfico a

otro. Los cuatro isétopos se comportan de la misma forma quimicamente, por lo

gue cualquier combinacién de los mismos tiene el mismo efecto quimico en el
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cuerpo humano, uno de los efectos fundamentales es la incorporacion del

estroncio al sistema 6seo debido a su semejanza quimica con el calcio.

1.2.2.Estroncio radiactivo

El estroncio también puede existir como isétopos radiactivos (por ej., %Sr, #sr,
83r, #sr, Sr). Los radiois6topos de estroncio mas significativos en el medio
ambiente son el ®Sr y el °Sr, porque ambos son productos de fisién con periodos
de semivida o semidesintegracion mas prolongados que las de los otros
radioisétopos (Radionuclides in the Enviroment; Atwood, 2010).

Cada especie radiactiva, emite radiacion constantemente, dicha emisién la
transforma en un isétopo de otro elemento o un isétopo diferente del mismo
elemento. Este proceso se llama decaimiento o desintegracién radiactiva. El #°Sr y
el °°Sr se forman a partir de la reaccién de fisién del uranio que tiene lugar dentro

del reactor nuclear:
25U +n— X+Y +24n + fotones gamma + energia

Donde X e Y son los dos fragmentos obtenidos como productos de fision.

El °Sr emite particulas beta (radiacion beta: Emax= 546 keV, ti,= 28,6 afios)
y se convierte en itrio noventa (*°Y); el *°Y también es radiactivo y emite radiacién
(Emax= 2282 keV, ty,= 2.67 d) convirtiéndose en *Zr, que es un is6topo estable.

Tal como se indica en el esquema siguiente:
gy (28,60 afios) *— %°Y (64,10 horas) *— ©zr

Debido al corto periodo de semivida de °Y, el *Sr y el Y estan
generalmente en equilibrio secular en muestras ambientales.
El *°Sr es el mas peligroso de los is6topos radiactivos, y se forma en

reactores nucleares o durante la detonacion de armas de la misma denominacion.
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La relevancia medioambiental del *Sr radica en la elevada eficiencia de
generacion en los procesos de fision (un 5,8% en la irradiacion de neutrones
lentos sobre #**U y un 2,2 % por irradiacién de neutrones rapidos sobre #*°Pu), en
el largo periodo de semidesintegracion del ®Sr, en su rapido paso a la biosfera por
su elevada solubilidad y en la similitud quimica Sr*? - Ca*? (Llaurado, et al., 2005; y
Aguilar, et al., 2007).

1.3. Presenciadel estroncio en el medio ambiente

1.3.1.Distribucion ambiental del estroncio estable

El estroncio natural ocupa el 15° lugar entre los elementos en orden de
abundancia en la corteza terrestre y se distribuye ampliamente en pequefas
cantidades. Es el menos abundante de los metales alcalinotérreos (0.042 %), y se
encuentra en cantidades variables en las rocas, suelo, polvo, carbon, petréleo,
agua superficial y subterranea, aire, plantas y animales. Las concentraciones
tipicas en la mayoria de los materiales son unas pocas partes por millén (ppm)
(ATSDR, 2004).

El estroncio se encuentra en la naturaleza en minerales como la celestita
(SrS0Q,) y estroncianita (SrCO3). Después de que el estroncio se extrae de estos
compuestos, se concentra en carbonato de estroncio o en otras formas quimicas
por una serie de procesos quimicos. Segun el Servicio Geoldgico Britanico, China
fue el principal productor de estroncio en el afio 2009 seguido por Espafia, México,
Argentina y Marruecos. En la figura 2 se muestra la produccion mundial del

mineral de estroncio (World Mineral Production, 2009).
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H Spain (57,466) Toneladas
H Marruecos (2,700)

i México (36,127)

H Argentina (8,169)

M China (700,000)

M Pakistan (1000)

Figura 2. Produccion mundial de minerales de estroncio (2009).

1.3.2. Fuentes de radioestroncio

La actividad humana es la responsable de la creacion y el aumento de la
concentracion en el medio ambiente de algunos radiondclidos artificiales, entre
estos se encuentran los isotopos del estroncio.

Las fuentes méas importantes de radiactividad artificial estan asociadas a las
pruebas nucleares y a las emisiones producidas en situaciones accidentales y, en
menor medida, al funcionamiento normal de la industria nuclear asi como al uso
de radionuclidos con finalidades biomédicas, cientificas e industriales.

La principal fuente de estroncio radiactivo en el medio ambiente han sido
las pruebas atmosféricas de armas nucleares, lo que ha dado lugar a la posterior
deposicion de los radionuclidos, la cual es conocida como precipitacion mundial
(Radionuclides in the Enviroment; Atwood, 2010)

Otras fuentes que se conocen como secundarias han sido la liberacion de
estroncio a partir del ciclo del combustible nuclear y las pruebas nucleares las
cuales han contribuido a aumentar el fondo radioactivo (UNSCEAR, 2008).

También los accidentes nucleares han sido participes del aumento de la
radiactividad ambiental. De todos los accidentes, aquellos que han tenido lugar en

los reactores nucleares han sido los mas relevantes a causa de su elevado
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potencial de emision. Entre ellos, caben ser destacados: Windscale (GB) en 1957
(6,5 x 10* Bq de material radiactivo, entre ellos *°Sr), Three Mile Island (USA) en
1979, emisiones accidentales en la URSS durante las décadas de los 50 y 60 (se
liberaron 7,4 x10'® Bq de materiales de fision, Chernébil (URSS) en 1986 (el
accidente nuclear méas grave de la historia, con 11 x 10*® Bq de material radiactivo
liberado) y Fukushima (Japoén) en el 2011 (liberando al ambiente un 10% de lo
emitido en el accidente de Cherndbil) (Llaurado, et al., 2005; y El accidente de

Fukushima y su impacto Radiolégico en Japon y México, 2011)

1.4. Usosy aplicaciones del estroncio

1.4.1.Estroncio estable

El estroncio estable y sus compuestos han sido objeto de un gran nimero de
investigaciones en las diferentes areas del conocimiento. En medicina, el estudio
del estroncio en el tratamiento de los huesos y defectos 6seos ha permitido la
mejora en cementos, reduciendo en gran medida el riesgo de fractura y deterioro
en el cuerpo vertebral (vertebroplastia) o en las vertebras adyacentes ( Lam, et al.,
2011; y Liu, et al., 2010), asi como también la regeneracion 0sea en mujeres con
problemas de osteoporosis mediante el medicamento constituido por el ranelato
de estroncio. En arqueologia, las investigaciones sobre las proporciones de
is6topos del estroncio estable permiten conocer la edad de las rocas, como es el
caso del crater presente en Chicxulub al noroeste de Yucatan, México; y en el
estudio de antiguas civilizaciones, permite reconstruir las rutas migratorias en
animales y caravanas comerciales (Gilli, et al., 2009; y Frei, et al., 2009). En la
ciencia forense, la variacion en la distribucion actual de los is6topos de un lugar
geografico a otro permite determinar la posible region de donde proviene algin
individuo, analizando sus huesos. Esta tarea ayuda a identificar patrones de
antiguas migraciones, asi como el origen de restos humanos en cementerios de

batallas (Pérez-Carceles, et al., 2008; y Azparren, et al., 2007). En la industria, las

10
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sales volatiles de estroncio se usan en pirotecnia ya que dan un color carmesi a
las llamas; el carbonato de estroncio se utiliza en la fabricacion de ceramica y
productos de vidrio; el cromato de estroncio se usa en pigmentos (amarillos) de
pinturas; el fosfato de estroncio en las luces fluorescentes, tubos de TV y
monitores de computadora (CRTS), entre otros (Empresa Quimica del Estroncio,

sitio web).

1.4.2.Estroncio radiactivo

El ®Sr tiene un uso limitado y se considera un producto de desecho. Tiene
aplicacién en la industria para cuestiones del control de la calidad, por ejemplo,
éste, junto con el criptéon 85, se usan para medir el espesor y la densidad del
papel, del plastico y de los metales delgados y ligeros (Bergman y Pettersson,
1994). También se usa en los generadores termoeléctricos de radiois6topos como
una fuente estandar de particulas beta en lugares remotos, como es el caso de los
faros extendidos a lo largo de la antigua union soviética (ATSDR, 2004; y O’Brien,
et al., 2008). En medicina es utilizado en radioterapia, para dar atencion a
pacientes con problemas de pterigion, que consiste en un crecimiento anormal de
tejido sobre la cornea (Ali, et al., 2011).

El #Sr tiene una amplia aplicacion en la industria farmacéutica como SrCl,
(Metastron™) (General Electric Healthcare, sitio web), el cual se utiliza para fines
terapéuticos en el alivio del dolor de huesos en pacientes con metastasis
esquelética, lo que permite reducir en gran medida el consumo de narcéticos, y

con esto su posible dependencia por parte de los pacientes (Chuvilin, et al., 2003).

11



Capitulo 1 Introduccion

1.5. Efectos del estroncio sobre la salud

1.5.1.Estroncio estable

Se tiene la certeza de que el estroncio estable no es toxico para los humanos,
pero existe evidencia epidemioldgica que sugiere que la toxicidad oral a dosis
altas en animales jovenes de laboratorio, también puede afectar a los seres
humanos en circunstancias especiales. Por tanto, el estroncio estable es
relativamente de baja toxicidad. Este comprende alrededor de 4.6 ppm en peso
del cuerpo humano, y no tiene un papel biolégico esencial reconocido. El ser
humano se expone al estroncio principalmente por via oral (a través de alimentos
y agua potable), aunque la exposicién por inhalacién también es posible. No se
han reportado efectos tdxicos de estroncio estable para niveles de exposicion
normales en el medio ambiente.

Los efectos bioldgicos del estroncio se relacionan con su similitud quimica
con el calcio, pues ambos elementos se encuentran en el grupo de los alcalino-
térreos de la tabla periodica y se caracterizan porque forman cationes divalentes.
Sin embargo, como el estroncio no es de la misma dimension que el calcio, éste
no lo sustituye con gran precisién en los procesos bioldgicos.

Debido a esta similitud, el estroncio puede llegar a acumularse en mayor
proporcion en los huesos, interfiiendo seriamente con el proceso normal de
formacion del sistema Oseo. Es por eso que los nifios son particularmente
vulnerables, pues al encontrarse en su etapa de crecimiento y no poder su
organismo discriminar entre el calcio y el estroncio, pueden llegar a tener una
carga corporal mayor de éste Ultimo que en adultos, y por lo tanto efectos graves
en la salud, tal como el raquitismo que es una consecuencia potencial de una

acumulacion excesiva de estroncio en el organismo (ATSDR, 2004).
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1.5.2.Estroncio radiactivo

Las emisiones beta del *°Sr tienen una capacidad limitada para penetrar a
través del tejido vivo. Por esa razén, para que existan efectos adversos sobre la
salud, el estroncio radiactivo debe ser internalizado o puesto en contacto con la
piel. Por lo tanto, existe un mayor riesgo en la exposicion oral y en la inhalacion de
dichos is6topos, pues una vez que éstos se adentran en el organismo, el
comportamiento de “captacion 6sea” del estroncio es el que constituye la principal
preocupacion, en particular del °Sr, pues éste posee una semivida de 29 afios, y
ademas aporta las emisiones beta del *°Y, su producto de desintegracion, que al
incorporarse al hueso afectan las células 6seas, la medula hematopoyética, y
potencialmente los tejidos blandos que rodean los huesos especialmente en el
craneo.

Las poblaciones humanas expuestas accidentalmente a altos niveles de
radiacion de estroncio han experimentado enfermedades por radiacion cronica
(cambios post-radiacion en los parametros hematologicos) y el aumento de la
leucemia y mortalidad por cancer en las décadas posteriores a la exposicion. En
estudios con animales, el alto nivel de °Sr les ocasion6 la muerte en cuestién de
semanas debido a los dafios por radiacion a los tejidos hematopoyéticos. A largo
plazo los bajos niveles de exposicidon, que superan los mecanismos de reparacion
genética, pueden conducir a la leucemia mieloide, el osteosarcoma y el linfoma.

La dosis de radiacion externa de emisores beta fuera del cuerpo es
normalmente considerada como un riesgo menor de salud, a menos de que el
material radiactivo esté en contacto con la piel. Una vez que el estroncio entra al
organismo, es absorbido, distribuido y excretado de la misma manera que el
estroncio estable. El corto rango de accion de la emision beta produce una dosis
localizada, generalmente hacia el hueso y a los tejidos blandos adyacentes,
siendo la medula 6sea hematopoyética el objetivo biolégico principal de las
emisiones del estroncio radiactivo. El dafio molecular resulta de la ionizacién
directa de los &tomos que son afectados por la radiacion beta y por las
interacciones que se producen por los radicales libres con atomos cercanos. La
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destruccién en el tejido es producto del dafio molecular extensivo, excediéndose

entonces la capacidad natural del mecanismo de reparacion (ATSDR, 2004).

1.6. Normatividad

La puesta en marcha de la era nuclear y sus consecuentes accidentes, asi como
también las pruebas en armas del mismo concepto, han contribuido en el aumento
de la contaminacién ambiental y por ende del riesgo a la salud, al cual estan
expuestos los seres humanos.

Existen diferentes niveles jerarquicos normativos que pretenden regular y
salvaguardar la salud de las personas y el cuidado ambiental. La jerarquia de tales
normas tiene presencia desde el orden mundial hasta el regional dentro de un
pais, siendo la primera de observancia general y de aplicacion a nivel
internacional, y la segunda solo se aplica para cuestiones particulares y objetivas
dentro de una localidad o poblado que constituye alguna nacion.

Para un monitoreo apropiado en muestras ambientales, es necesario e
imprescindible tener niveles de referencia establecidos, los cuales indican los
limites permisibles de algun elemento o isétopo (en este caso el estroncio estable
o radiactivo) en dichas muestras. Con base a esta informacién se tomaran las
decisiones oportunas ante algun posible suceso catastrofico que pueda
comprometer la vida de los seres humanos.

En la tabla 2, se muestran los limites permisibles de estroncio estable y

Dgr,
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Tabla 2. Niveles permisibles de estroncio estable y 90Sr en agua potable.

Sr

90
(estroncio . Srd_ :
estable) (estroncio radiactivo)
Organizacién Mundial de la 1BqL'®@
Salud

Agencia de Proteccién 1 1

Ambiental 4mgL 0.296 Bq L
Agencia para Sustancias
Toxicas y el Registro de 4mg L™ 0.296 Bq L™

Enfermedades

México NOM-127-SSA1-1994 1BqLL®

(@) Umbral limite de actividad beta total, es decir, no se refiere exclusivamente al

0gr

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) no considera al estroncio
estable dentro de sus lineamientos como un elemento aislado para el monitoreo
ambiental. Sin embargo, los niveles permisibles de actividad beta referentes al
5r, se reglamentan de forma conjunta con otros radiois6topos emisores beta en
el apartado de Aspectos Radiologicos del documento “Guias para la calidad del
agua” (Guias para la calidad del agua, OMS, 2006), evaluandose a un valor
umbral correspondiente a la actividad beta total. De este modo, se realiza un
andlisis inicial de la actividad beta total para determinar si la concentracion en Bq
L™ es menor a la establecida de 1 Bq L™. Si ocurriese lo contrario, se analizan las
concentraciones de radionuclidos individuales y se cotejan con los niveles de
referencia (NR) especificos al agua de consumo, que son valores de
concentracion de radiactividad correspondientes a una dosis de referencia (DR)
recomendada de la dosis efectiva comprometida igual a 0,1 mSv afio™ por el agua

consumida.
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Los NR, se calculan con la siguiente férmula:

Donde:

NR = nivel de referencia del radiontclido en el agua de consumo (en Bq L™)

CDI = criterio de dosis individual, igual a 0,1 mSv afio™ en este célculo

hing = coeficiente de dosis correspondiente a la ingesta por personas adultas
(mSv Bg)

q = volumen anual ingerido de agua de consumo, estimado en 730 L afio™.

Por lo tanto, para el °Sr se puede estimar un NR de 10 Bq L™. Si se supera
el umbral establecido correspondiente a la actividad beta debera determinarse qué
radiondclidos especificos generan esta radioactividad y medirse sus
concentraciones de radioactividad individuales. Con estos datos deberan
calcularse valores estimados de las dosis efectivas comprometidas
correspondientes a cada radiondclido, y determinarse la suma de todas ellas. Si se

cumple la siguiente condicion no es preciso tomar medidas adicionales:

Z C;/NR; <1
i

Donde:
Ci = valor medido de concentracién de radioactividad del radiondclido i, y
NR; = nivel de referencia del radiontclido i que, con una ingesta de 2 L dia*

durante 1 afio, ocasionaria una dosis efectiva comprometida de 0,1 mSv

afio™.
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Si la suma correspondiente a alguna muestra supera la unidad, Unicamente se
excedera la DR de 0,1 mSy, si se mantiene durante un afio entero la exposicion a
las mismas concentraciones determinadas en el analisis (Guias para la calidad del
agua, OMS, 2006).

La Agencia de Protecciéon al Ambiente (EPA, por sus siglas en inglés)
considera al estroncio como un elemento no clasificable como carcindégeno
humano y establece que los niveles de estroncio estable para el agua potable no
deben exceder a los 4 mg L™ (EPA, 2011), valor al cual también hace referencia la
Agencia para Sustancias Toxicas y el Registro de Enfermedades (ATSDR, por sus
siglas en inglés) en su documento como resefia toxicologica del estroncio
(ATSDR, 2004). La EPA ha establecido un limite de 8 pCi L™ de *°Sr para agua
potable, que es lo equivalente a 0.296 Bq L' (EPA, 2011), valor igualmente
referenciado por la ATSDR (ATSDR, 2004).

Las Normas Oficiales para la calidad del agua de México (NOM-127-SSA1-
1994), de forma similar a lo reglamentado por parte de la OMS, no establecen un
lineamiento individual para el estroncio estable. La misma norma 127, ubica al
estroncio radiactivo como parte de los lineamientos correspondientes a la actividad
beta total, estableciendo como umbral limite para la radiactividad beta global un

valor de 1 Bq L™.
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CAPITULO 2

REVISION DE LA METODOLOGIA ANALITICA

En el presente capitulo se mencionan los diferentes métodos de deteccion
existentes para la determinacion tanto de estroncio total como de radio-estroncio.
Por lo tanto, se ponen también de manifiesto los fundamentos y principios de
funcionamiento de cada uno de los métodos seleccionados, haciendo énfasis en la
importancia que tienen las técnicas de introduccién de muestras, ya que éstas
constituyen un factor decisivo para una apropiada y confiable medicion de los
analitos de intereés.

Es importante mencionar, que los niveles de deteccion de nuestro analito
son a muy bajas concentraciones, pues es la forma en que éstos se presentan en
el medio ambiente. Por este motivo, la extraccion en fase sélida desempefia un
papel esencial al separar y aislar al estroncio del resto de la matriz muestral,
permitiendo con esto eliminar los posibles elementos interferentes que puedan
afectar nuestros resultados. Como consecuencia a esto, la aplicacion de las
resinas cromatograficas desarrolladas hoy en dia, han tenido una gran

importancia.
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2.1. Técnicas de deteccién de estroncio total

Entre los métodos convencionales utilizados para la determinacion de estroncio
total se encuentran la titulacion quimica (Sinha, et al., 1973; y Salomon, et al.,
1969), electrodo selectivo de Sr** (Zamani, 2008; y Singh, et al., 2006),
cromatografia i6nica (Barron, et al, 2006), espectrometria de absorcion atomica
(ICP-AAS) (Azparren, et al., 2003), espectrometria de emisién oOptica (ICP-OES)
(Farias, et al., 2003; y Detcheva, et al., 2003), espectrometria de masas (ICP-MS)
(Rodrigues, et al., 2008; y Webb, et al., 2005) y la espectrometria de fluorescencia
de rayos X (Barrento, et al., 2009).

Debido a la naturaleza de las muestras analizadas, la presencia de
interferentes tales como el calcio y el magnesio pueden representar un serio
problema al momento de determinar la presencia de estroncio. Es por eso que
dentro de los métodos mencionados, los mas utilizados tanto por su disponibilidad
y costo, son el ICP-AAS, el ICP-OES y el ICP-MS, ademas de que tienen la
capacidad de detectar al analito a niveles traza. Este tipo de técnicas forman parte
de la espectrometria atdmica.

En la espectrometria atomica esta implicita la radiacion electromagnética
(luz), la cual puede ser absorbida por los 4&tomos ocasionando que uno de sus
electrones salte del estado fundamental a un estado excitado (nivel energético
superior); o emitida cuando del estado excitado el electrén regresa a su nivel de
energia inferior (estado fundamental). En general, la informacién cuantitativa
(concentracion) esta relacionada con la cantidad de radiacion electromagnética
(energia) que se emite o se absorbe, mientras que la informacién cualitativa
(cuales elementos estan presentes) se relaciona con las longitudes de onda en las
cuales se absorbe o se emite la radiacion.

Cuando la energia es absorbida por un atomo, un electron salta a un orbital
con nivel energético mayor. El &omo puede decaer a un estado de menor energia
mediante la emisién de un fotdn, hv. La relacion entre la diferencia de energiay la

longitud de onda puede obtenerse a través de la ecuacion de Planck:

21



Capitulo 2 Metodologia Analitica

Donde E es la diferencia de energia entre dos niveles, h es la constante de
Planck y v es la frecuencia de la radiacion. Sustituyendo c/A por v, donde c es la

velocidad de la luz y A es la longitud de onda, obtenemos:

E=hc/A

Esta ecuacion demuestra que la energia y la longitud de onda son
inversamente proporcionales, es decir, a medida que aumenta la energia, la
longitud de onda disminuye, y viceversa.

Cada elemento tiene sus propios niveles de energia caracteristicos y por lo
tanto su propio conjunto de longitudes de onda de absorcion y emision. Esta es la
caracteristica que hace que la espectrometria atomica sea util para determinados
elementos y técnicas analiticas. La radiacion ultravioleta (UV) / region visible (160-
800 nm) del espectro electromagnético es la region mas utilizada para la

espectrometria atbmica analitica.

2.1.1.Técnica de espectrometria atdmica utilizada: ICP-OES

En el presente trabajo se utilizé la espectrometria de emision optica por plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES) para la determinacion de estroncio en
muestras de agua. En el ICP-OES, la muestra se descompone por presencia de
calor intenso en una nube de gas caliente que contiene atomos e iones libres del
elemento de interés. Dichas temperaturas, del orden de los 10.000 K, son lo
suficientemente altas para que no soélo se disocien los atomos, sino que también
existen colisiones significativas de excitacion y ionizacion. Una vez que los atomos

o los iones se encuentran en sus estados excitados, éstos tienden a decaer a
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estados mas bajos a través de transiciones de energia térmica o radiacion
(emision). En OES, la intensidad de la luz emitida en longitudes de onda
especificas se mide y se utiliza para determinar las concentraciones de los
elementos de interés.

Una de las ventajas mas importantes del ICP-OES es la propiedad de
excitacion que tiene el ICP como fuente generadora de altas temperaturas. Esta
fuente de excitacion térmica puede llenar un gran niumero de diferentes niveles de
energia de varios elementos a la vez. Esto da lugar a la flexibilidad de elegir entre
varias longitudes de onda de emisién y con esto la capacidad de medir la emision
de varios elementos diferentes al mismo tiempo. Sin embargo, una desventaja
asociada a esta funcion es que al aumentar el nimero de longitudes de onda de
emision, aumenta la probabilidad de interferencias que puedan surgir de las lineas
de emision que estan demasiado cerca de las longitudes de onda de los analitos a
determinar (Boss y Fredeen, 1997). Con objeto de minimizar estas interferencias
se utilizan monocromadores de muy elevada resolucion, como los basados en

redes de difraccion de escalera.

2.1.1.1. Instrumentaciéon del ICP-OES

En la figura 3 se muestra el diagrama de bloques de un espectrémetro de emision
de ICP. La emision atémica o idnica del plasma se separa en sus longitudes de
onda componentes gracias a un dispositivo de aislamiento de longitudes de onda.
Esta separacion puede ocurrir en un monocromador, policromador o
espectrografo. EI monocromador aisla las longitudes de onda una por una en una
sola rejilla de salida, y el policromador varias longitudes de onda simultaneas en
rejillas de salida mdaltiples. El espectrégrafo posee una apertura grande en su
salida, lo que permite que salgan varias longitudes de onda. La radiacion aislada
se convierte en sefial eléctrica mediante uno o varios transductores. Las sefiales

eléctricas se procesan y se introducen en el sistema informatico.
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Dispositivos de
Plasma, aislamiento de =) | Transductor(es)
Gas Argon longitudes de onda

Fuente de potenciade
radiofrecuencia

'

Procesamiento

de la senal
| !
MNebulizador Sistema
Informatico

Muestra

Figura 3. Diagrama de bloques de un espectrometro de emisién atémica

El nebulizador introduce constantemente la muestra, en forma de un fino
rocio de microgotas, llamado aerosol. Esa introduccion continua de muestra en un
plasma hace que se produzca una poblacion de atomos, moléculas e iones en
estado estacionario.

El plasma es una mezcla gaseosa conductora que posee una concentracion
significativa de cationes y electrones. En el plasma de argon empleado, los iones y
electrones de argén son la principal especie conductora, si bien contribuyen
también los cationes de la muestra.

Para conseguir el aislamiento de longitudes de onda se puede utilizar un
espectrometro secuencial, el cual a través de un monocromador barre diferentes
lineas de emisién de forma secuencial. Habitualmente es el usuario el que
establece las longitudes de onda con un programa de computadora, y el

monocromador pasa rapidamente de una longitud de onda a la siguiente. En la
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actualidad se estan imponiendo los monocromadores multicanales basados en el
uso de detectores CCD, con los cuales todas las lineas espectrales seleccionadas
son leidas simultdneamente. Esto permite aumentar apreciablemente la frecuencia
de los andlisis.

Los transductores de radiacién son aquellos que estan constituidos por un
sensor y circuitos electronicos, y su principal tarea es la conversion de magnitudes
fisicas no eléctricas, en magnitudes eléctricas. Lo mas frecuente es que los
instrumentos de wuna sola longitud de onda utilicen transductores
fotomultiplicadores, al igual que los espectrometros de lectura directa. El
dispositivo de carga acoplado (CCD) se ha vuelto de uso generalizado como
detector de matriz en espectrometros simultaneos y algunos secuenciales (Skoog,
et al., 2004).

2.2. Técnicas de deteccion de radio-estroncio

La determinacion de la actividad de radio-estroncio puede llevarse a cabo
mediante tres métodos de medida. EI método mas utilizado es el contador
proporcional (Vaca, et al, 2001; y Herranz, et al, 2011), que se caracteriza por un
bajo fondo y una eficiencia significativa. Sin embargo, este detector no es capaz
de discriminar entre las particulas beta, procedentes de estroncio e itrio. Por este
motivo, la determinacion de la actividad se lleva a cabo mediante dos medidas, un
primer recuento de la actividad de “°Sr tras su extraccién y posteriormente la
determinacioén de la actividad total (*°Sr e *°Y tras alcanzar el equilibrio secular).
Frecuentemente, también se utiliza el detector de centelleo liquido (Hong, et al.,
2001; y Lee, et al., 2002), que es capaz de discriminar los isétopos *Sr e Y.
Ademas, se caracteriza por una elevada eficiencia y se evitan los problemas de
autoabsorcion y falta de uniformidad en la distribucion de la muestra sobre la
plancheta, aunque presenta un fondo mayor que el contador proporcional. Por
altimo, la determinacién de la actividad de estroncio también puede llevarse a

cabo mediante el recuento de la radiacién Cerenkov producida por *Y (Vaca, et
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al., 2001; y Torres, et al., 2002), debido a la baja eficiencia de recuento para °Sr
(<1.4%) respecto a la de *°Y (> 40%). Esta ultima técnica se emplea en la
determinacion de radioestroncio mediante la separacion del itrio.

En este trabajo se ha utilizado un contador proporcional de bajo fondo
basado en la ionizacién gaseosa como método de deteccién para el °Sr.

El funcionamiento de los detectores de ionizacién gaseosa se basa en la
deteccion de las particulas cargadas que se producen tras incidir la radiacion
lonizante en un espacio lleno de gas (figura 4). Para esto se utiliza un campo
eléctrico generado por dos electrodos (dnodo y catodo) colocados dentro de este
espacio, que atrae a las cargas antes de que las mismas tengan tiempo de
recombinarse. De esta forma el detector funciona como un condensador, con lo
cual la llegada de una gran cantidad de cargas eléctricas a uno de los electrodos
generard un decrecimiento de la diferencia de potencial de corriente eléctrica
(pulso) que puede ser convenientemente amplificado para su deteccion. La
tension V que genere esta diferencia de potencial en los electrodos ha de ser lo
suficientemente alta para poder arrastrar las particulas cargadas antes de que

éstas se recombinen y formen atomos neutros.

Gas 1‘_—+ -

I A (+)

Y+ + Anodo Alto
+ - voltaje

Catodo
Radiacion
Figura 4. Funcionamiento de un detector gaseoso. Los iones y electrones producidos en
el gas por la radiacion son colectados en el anodo y el catodo.
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2.2.1.Contador proporcional de bajo fondo

Asi se denomina a los detectores que trabajan en la zona donde a partir de cierto
valor de tension, la amplitud de los pulsos de intensidad crece de modo muy
apreciable y la respuesta obtenida como impulso de corriente es proporcional a la
ionizacion primaria con una constante de proporcionalidad que se denomina factor
de amplificacion del gas. Dado que existe proporcionalidad entre la amplitud de los
pulsos medidos y la ionizacion primaria causada por la particula, estos detectores
sirven también para medir la densidad masica de carga (carga depositada por
unidad de masa). Su principal desventaja es la sensibilidad de su respuesta a la
tension que afecta en gran medida al factor de amplificacion.

La ionizacion se lleva a cabo en una mezcla de gases llamada Pr-10 (10%
de metano y 90% de argon) que se renueva permanentemente, razon por la cual a
estos detectores también se los suele llamar contadores de flujo continuo. La
tension de polarizacion empleada es la necesaria para que el detector trabaje en
la zona proporcional y por tanto, el nimero de iones colectados es directamente
proporcional a la energia depositada por la radiacion incidente en el detector
(Tsoulfanidis, 1995).

Debido a las caracteristicas propias de este tipo de equipos, la deteccion
independiente de cada uno de los radioisétopos emisores no es posible,
pudiéndose solamente obtener el valor de la actividad total alfa o beta segun el
valor del voltaje aplicado (1100 o 1600 V, respectivamente). A pesar de ello los
contadores proporcionales son muy practicos a la hora de realizar analisis
medioambientales ya que poseen un eficiente blindaje que permite obtener fondos
muy bajos. Para realizar adecuadamente la determinacion es necesario controlar
parametros experimentales como la geometria de la muestra, la velocidad de flujo
del gas, el voltaje aplicado, el fendbmeno de autoabsorcién fundamental, etc.

La geometria mas usada para un detector de bajo fondo es un cilindro
metalico con un alambre central (figura 5). Se aplica un alto voltaje positivo al
alambre, convirtiéndose éste en anodo y el cilindro en cétodo. Entonces los

electrones se dirigen al alambre y los iones positivos al cilindro.
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Figura 5. Geometria de un contador proporcional de bajo fondo

2.3. Técnicas de analisis en flujo

Las técnicas de analisis en flujo surgen en la década de los 50, con el
andlisis en Flujo Segmentado (Segmented Flow Analysis - SFA) (Skeggs, 1957).
Desde entonces han ido evolucionando, desarrollandose entre otras: el Analisis
por Inyeccion en Flujo (Flow Injection Analysis - FIA) (Ruzicka y Hansen, 1975),
Andlisis por Inyeccidn Secuencial (Sequential Injection Analysis - SIA) (Ruzicka y
Marshall, 1990), Andlisis por Inyeccion en Flujo Multiconmutado (Multicommutation
Flow Injection Analysis - MCFIA) (Reis, et al., 1994), Andlisis por Inyeccion en
Flujo Multijeringa (Multisyringe Flow Injection Analysis - MSFIA) (Cerda, et al.,
1999), Lab-on-valve (LOV) (Ruzicka, 2000) y el sistema en Flujo Multibomba
(Multipumping Flow Systems - MPFS) (Lapa, et al., 2002). Estas técnicas se han
desarrollado con el objeto de realizar una vigilancia y control continuo de un gran
namero de pardmetros ambientales, que permiten obtener resultados fiables,
seguros y econOmicos, de un gran niumero de muestras en un lapso de tiempo
pequeiio.

Las técnicas de analisis en flujo, utilizadas como sistemas de introduccién y
pre-tratamiento de muestras, son especialmente adaptables a la determinacién de
pardmetros ambientales, debido a algunas de sus caracteristicas tales como alta

precision, alta frecuencia de muestreo, alto grado de flexibilidad, manipulacion de
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micro-volumenes, habilidad para llevar a cabo pre-tratamientos quimicos en linea
y facil automatizacion (Cerda, et al., 1999).

Entre las principales ventajas de las técnicas de andlisis en flujo caben
destacar la minimizacion de la manipulacién directa de muestras ambientales,
mejorar la precision y la reproducibilidad de los métodos analiticos, la disminucion
del tiempo de analisis, la reduccion de la cantidad de muestra y de reactivos
involucrados en dicho analisis, y sobre todo salvaguardar la salud del analista.

Las técnicas de analisis en flujo permiten la automatizacién parcial o total
de los métodos analiticos, dependiendo de la cantidad de pasos del proceso
analitico que estén automatizados. Asi, existe metodologia totalmente
automatizada, donde incluso el detector se coloca en linea, y métodos donde se
automatizan los pasos para realizar el pretratamiento de la muestra, procesos de
extraccion de los analitos de interés de la matriz de la muestra, procesos de
preconcentracion, derivatizacion, etc., pero en los cuales los detectores se colocan
off-line. En el caso de los métodos para la determinacion de radioisétopos con
deteccion radiométrica, el largo tiempo de contaje dificulta la completa
automatizacion del meétodo. Sin embargo, los pasos susceptibles de ser
automatizados son los mas tediosos y los que consumen y generan mayor
cantidad de reactivos y residuos, respectivamente (Fajardo, et al., 2010).

Los componentes bésicos de los sistemas de analisis en flujo son un
moédulo de impulsion del liquido (bombas peristélticas, bombas de piston
bidireccional o micro-bombas) y un conjunto de tubos de plastico o manifold que
conduce los liquidos hacia el detector. Estos métodos se basan en la introduccién
de la muestra en una tuberia de pequefio diametro a la que se le agregan los
reactivos y luego se conducen al detector para realizar la medicién que permita
determinar la concentracion de la especie de interés. El orden de adicion de la
muestra y los reactivos, asi como el tiempo de reaccion y el caudal, se controlan
automaticamente permitiendo una repetitividad de la sefial analitica y una
frecuencia de muestreo elevadas. La propiedad de interés (absorbancia,
fluorescencia, potencial, etc.) se registra continuamente mediante un sistema de

deteccién adecuado, que produce una sefal transitoria en forma rectangular o de
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pico, cuyas caracteristicas (altura o é&rea del pico) se relacionan con la

concentracion del analito en la muestra.

2.3.1.Lab on valve - LOV

Como consecuencia de las crecientes exigencias ambientales para la reduccion
del consumo de muestra y reactivos, asi como también el desarrollo de técnicas
analiticas robustas destinadas a propdsitos de monitoreo ambiental con la
capacidad de determinacion de multiples analitos, la primera generacion del FIA
fue complementada por la segunda generacion, es decir, el analisis por inyeccion
secuencial (SIA) basado en flujo programado discontinuo (Miré y Hansen, 2007).
Posteriormente, Ruzicka y col. (Ruzicka, 2000), con el objeto de compactar el SIA
han propuesto un dispositivo en el que diversos elementos tipicos de las técnicas
de flujo se encuentran directamente implementados sobre el arnés de una valvula
de seleccion (figura 6). De hecho es una conjuncion ldgica de los sistemas FIA
integrados y el SIA, propuestos por ese grupo de trabajo. En los primeros, se
proponia el montaje de las véalvulas sobre la placa madre, mientras que en el LOV
lo que se hace es montar distintos dispositivos sobre la valvula tipica de seleccion

del SIA, que es la principal gestora del flujo de muestra y reactivos.

Figura 6. Detalle de la pieza que conforma el LOV del sistema desarrollado.
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Esta técnica, que constituye la tercera generacion de las técnicas de andlisis en
flujo, ha sido concebida con el objeto de reducir ain mas los niveles de consumo
de reactivos, en la cual la manipulacién de la muestra se realiza en modo de
inyeccion secuencial. Se caracteriza porque puede emplear flujo hacia adelante,
reverso o detenido y ser programada para ajustarse a una amplia variedad de
ensayos utilizando el mismo mecanismo de microfluidos.

Las mayores ventajas del LOV son su compactibilidad y la posicién rigida
permanente del canal que procesa la muestra, que asegura aun mas la
repetitividad de la manipulacion de los fluidos.

La técnica LOV (Luque de Castro, et al., 2008; Wang, et al., 2009; y
Alcalde-Molina, et al., 2009) facilita de forma significativa la integracion de
unidades analiticas en la valvula y proporciona un gran potencial de
miniaturizacion de toda la instrumentacion.

Cabe mencionar que esta técnica no s6lo maneja disoluciones homogéneas
sino también heterogéneas, de hecho su flexibilidad para manipular fluidos ha
resultado también muy Util a la hora de manipular particulas y asi poder desarrollar
métodos en los que la renovacion de la fase sdlida se lleva a cabo de una forma
totalmente automética (bead injection). El gran potencial del LOV para llevar a
cabo la renovacion automatica de la fase solida ha impulsado el desarrollo de
métodos de separacién y preconcentracion de analitos en presencia de matrices
complejas. Por Ultimo, cabe remarcar que la posibilidad de transportar
automaticamente materiales sélidos en estos sistemas y el hecho de renovarlos a
conveniencia del analista, proporciona una gran repetitividad en los procesos de
empaquetamiento y perfusion de las particulas con muestras y reactivos, y por
tanto de las sefiales analiticas.

De tal manera que la aplicacién de la técnica LOV, ha tenido mucho éxito
en cuestiones de analisis ambiental, ya que en algunas investigaciones se han
resaltado y puesto de manifiesto sus mdultiples ventajas (Amorim, et al., 2010;
Wang, et al., 2009; Leelasattarathkul, et al., 2006; y Avivar, et al., 2011).
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2.4. Técnicas de pre-concentracién y separacion

Los métodos analiticos generalmente requieren un paso de extraccion y pre-
concentracion antes de llevar a cabo la deteccion de los analitos de interés
presentes a nivel de trazas en matrices medioambientales y biolégicas. El pre-
tratamiento de la muestra mejora la sensibilidad y reduce las interferencias de la
matriz. En analisis medioambiental y biomédico se utilizan una gran variedad de
técnicas de extraccion y pre-concentracion, incluyendo la extraccién liquido-liquido
(LLE) (Gallignani, et al., 2005), la extraccion en fase sélida (SPE) (Seccia, et al.,
2005), la extraccion liquido-gas (Ferrer, et al., 2005) y el equilibrio liquido-gas
(Gaca y Wejnerowska, 2005) entre las méas habituales.

2.4.1.Extraccion en fase solida (SPE)

En la actualidad la extraccibn en fase soélida (SPE) es la técnica de
separacion mas utilizada debido a que el consumo de disolventes organicos es
reducido, y a veces evitado, los tiempos requeridos para la extraccién son cortos y
la manipulacion de la muestra es escasa.

La SPE es ampliamente utilizada en la preparaciéon de una muestra para el
aislamiento selectivo de los analitos de interés (figura 7).

Los analitos son transferidos hacia una fase sdlida, en donde son retenidos
durante el proceso correspondiente. Luego, éstos son recuperados por medio de
elucién, ya sea empleando un fluido o bien la llamada desorcién térmica aplicada

para una fase gaseosa.
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conditiening sample addition rinsing elution

Wrdrdr ir

Figura 7. Esquema del proceso de pre-concentracion y separacion en la SPE

Los principales objetivos de la SPE son los tres siguientes: la extraccion de
los analitos de la matriz de la muestra, a través de sus interacciones con la
superficie activa de los materiales en fase solida; asi también se consigue el
poder simplificar la matriz muestral, ya que permite reducir o eliminar
completamente los posibles interferentes que conforman la matriz; y al mismo
tiempo pre-concentra al analito de interés (Poole, 2003; y Yu, et al., 2011).

La SPE es una de las técnicas mas populares para el pre-tratamiento de la
muestra ya que en el medio ambiente las bajas concentraciones de estroncio total
y de radio-estroncio, asi como también la presencia de compuestos
potencialmente interferentes en la matriz de la muestra, hacen de su
determinacién una tarea complicada. Para solucionar esto, en la actualidad, y con
el proposito de mejorar las ventajas que proporciona la extraccion en fase solida,
se han desarrollado resinas especificas, que combinan la selectividad de la
extraccion liquido-liquido con la rapidez de los métodos cromatogréficos. La
utilizacién de dichos materiales cromatograficos en procesos de separacién hace
gue el consumo de reactivos y muestras se minimice de forma considerable, a la

vez que el procedimiento analitico se hace mas sencillo. Las expectativas
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analiticas pueden ser superadas si ademas se consigue la automatizacion total de

la metodologia, con el agregado de la deteccidn en linea.

2.4.1.1. Resina cromatografica Sr

Con la finalidad de facilitar la determinacién y separacion de estroncio en muestras
ambientales, para posteriormente medir su concentracion eliminando el mayor
namero posible de interferentes, se desarroll6 en los afios 90 la resina Sr-Spec
((4,4'(5')-di-t-butylcyclohexano-18-crown-6) diluido en octanol e inmovilizado en un

soporte polimérico inerte (figura 8).

Equilibrio de extraccion:
Sr?* 4+ 2NO3 + Crown < Sr (Crown)(NO3),

T s 3
o

Figura 8. Sr-[Bis-t-Butil-cis-diciclohexano-18-Crown-6 (C,306Hs3)]

El tamafio de la cavidad de las particulas de resina es de 2.6 a 3.2 A (¢ Sr** =
2,24 A) y la concentracion de la corona en la resina es 1 mol L. Esta resina se
caracteriza por presentar una elevada selectividad para el Sr y tiene como ventaja
adicional el poder ser utilizada en disoluciones de altas concentraciones de acido
nitrico. Hoy en dia esta resina se comercializa por TRISKEM International

(Francia) (TRISKEM International, France) con el nombre de Sr-resin.
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Segun las especificaciones del fabricante, la afinidad del estroncio hacia la resina
se incrementa con la concentracion de acido nitrico, logrando buenos resultados
en un rango entre 3 y 8 mol L™. Exceptuando al bario, todos los metales alcalinos
y los alcalino-térreos no muestran afinidad por la resina, especialmente en 8 mol

L de concentracién de acido nitrico.
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3.1.

Objetivo general

El objetivo principal de este trabajo es el desarrollo, implementacion y puesta a

punto de un nuevo método automatico de analisis en flujo basado en la técnica

Lab on valve para la separacion y pre-concentracién de Sr total y *°Sr en muestras

de agua.

3.1.1.0bjetivos especificos

1)

2)

3)

4)

5)

6)

Construir e implementar el sistema en flujo Lab on valve para la separacion

de estroncio total y *°Sr para su posterior deteccion.

Optimizar el sistema implementado (en términos de sensibilidad y

reproducibilidad) de cada una de las variables que influyen en el mismo.

Determinar los pardmetros analiticos de la técnica implementada, utilizando

las condiciones Optimas obtenidas en la etapa previa.
Evaluar las potenciales interferencias de algunos iones en la sefial analitica.
Validar el método propuesto.

Aplicar la metodologia desarrollada al andlisis de muestras ambientales de

agua.
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CAPITULO 4

EXPERIMENTAL: SOFTWARE, MATERIALES Y METODOS

En el siguiente capitulo se describen cada uno de los pasos realizados para
alcanzar los objetivos deseados. Las diferentes etapas de la investigacion
comprenden: el desarrollo del método utilizando la técnica de analisis en flujo
propuesta; la extraccidén en fase solida usando la resina Sr-resin; el desarrollo del
método en el software que controla los diferentes equipos utilizados; la seleccién
de los factores criticos que permitan una respuesta Optima referente a la retencion
del analito, empleando como herramienta un paquete informatico estadistico; la
determinacién de los parametros analiticos caracteristicos del sistema; el andlisis
de los elementos interferentes y su rango de concentracion sometido a estudio; y
finalmente aplicar la ecuacion de Bateman para la determinacion de la actividad
del *°sr.
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4.1. Reactivos

En todos los casos para la preparacion de las diferentes disoluciones se utilizd
agua desionizada obtenida con un equipo Millipore. Todos los reactivos fueron de

calidad analitica.

e HNO3;65 %, Scharlau, Espafa

e Sr(NO3); 99 %, Merck para analisis

e Sr Resin (50-100 ym), TrisKkem International, France
e Pre-filtros de fibra de vidrio, Millipore

e Patrén certificado *°Sr/°°Y, MRC2001-065, de actividad total a la fecha de
referencia de 511.5 + 1.5 (0.3%) Bq.

e Disolucién patrén de 75 mg L™ de Sr** + 75 mg L™ de Y* en HCI 1 mol L?,
LR9941-MRC9955, preparado Yy certificado por CIEMAT, con una
concentracion de actividad beta referida al 21/09/1999 de 203.1 £0.3
(0.13%) Bq g, Espafia.

4.2. Muestras

Se analizaron diferentes tipos de muestras de agua: agua de grifo, agua de pozo y
agua de mar.

Todas las muestras se prepararon en una disolucién final de HNO3z 8 mol
L™, ya que es la concentracién acida a la cual la resina tiene mayor eficiencia de
retencion.

La muestra de agua subterrdnea se filtr6 previamente al vacio utilizando

una membrana de 0.45 micras de tamafio de poro.
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4.3. Softwarey configuracion del sistema

El control instrumental se realiza mediante el programa AutoAnalysis 5.0
(SCIWARE, Palma de Mallorca) (Becerra, et al., 1999), desarrollado por el grupo
de Quimica Analitica, Automatizacion y Medio Ambiente de la Universidad de las
Islas Baleares en Palma de Mallorca, Espafia. Dicho software permite la
automatizacion de técnicas analiticas de forma que el programa principal no
depende de la instrumentacion utilizada, sino que ésta se puede incorporar al
sistema mediante la elaboracion de bibliotecas de enlace dinamico (Dynamic Link
Library, DLL’s) segun el interés del investigador. De esta forma resulta ser muy
flexible, de facil manipulacion incluso para usuarios poco experimentados y de
aplicacion muy general, permitiendo la combinacion de distintos dispositivos e
instrumentos y la elaboracion de sistemas autométicos simples o combinados
cuyas posibilidades van mas alla de los que presentan los estrictos sistemas en
flujo.

AutoAnalysis es un paquete de programas disefiado para ofrecer al usuario
una gran versatilidad en la automatizacion de métodos analiticos. Asi, mediante
una seleccién apropiada de modulos instrumentales y las DLLsS necesarias,
permite la aplicacion de un gran namero de técnicas de flujo, tales como el FIA,
SIA, MCFIA, MSFIA, etc.

Una de las grandes ventajas de AutoAnalysis es la de permitir la resolucién
de muchos problemas analiticos con el mismo programa, lo que evita la engorrosa
necesidad de tener que aprender un programa distinto para cada uno de ellos. Asi
en el mismo laboratorio se puede utilizar con distintas técnicas de analisis en flujo
y diferentes detectores, en medidas conductimétricas, fluorimétricas,
espectrofotométricas, etc.

El disefio de AutoAnalysis para la plataforma Win32, permite que mientras
se esta utilizando este programa, se pueda estar trabajando simultdneamente con
otros distintos, tales como un procesador de textos, un navegador, una hoja de
calculo, etc.
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AutoAnalysis se divide en una aplicacion principal y un conjunto de
bibliotecas de enlace dinamico (DLL) para la conexion de los instrumentos al
ordenador y para su control.

La aplicacion principal es un programa independiente del hardware, lo que
significa que cualquier configuracion instrumental y cualesquiera que sean los
equipos conectados al programa se usa la misma aplicacion principal, con la
misma interfaz de usuario, las mismas facilidades y posibilidades.

Los instrumentos se tienen que conectar a un canal de comunicacion que
es una DLL, de cuyo funcionamiento se encarga la aplicacién de forma evidente
para el usuario. Un mismo canal puede ser compartido por varios instrumentos a
la vez. Para cada instrumento se debe disponer de una DLL que lo controla
(Figura 9).

Availsble configurations Current configuration
|Name | ~

ﬂ Toger Awailable channels

1‘5 Connectiong oo Chamnel
Serial CRISOM Channel
dutomatic MultiSyinge at Che 1, Pos: 0
Automatic valve at Che 1, Pos: 1
dutozampler at Che 1, Pos: 2

Hardware

Methods

N

Avaiable instruments

Crizon Autosampler
Crison Multiburette
Crison Yalve Module

Figura 9. Menu del hardware que despliega la configuracion de los instrumentos.
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4.3.1 Preparacion y ejecucion del método analitico

Un método es una secuencia de instrucciones, donde cada instruccion es
ejecutada por uno de los instrumentos conectados o también pueden ser
comandos definidos por el sistema, siendo éstos del tipo de control del tiempo,
condicionales, para realizar marcas, de repeticion (repeticiébn de inyecciones y

definicion de nimero de muestras), etc.

Procedimiento que implica
una serie de instrucciones.

&
- | Automatic MultiSyringe at Ch: 1. Pos: ([ Priming in pickup with heads [ 1-08 2-08 3-0ff 4-0ff 5-0ff | Exchusive Mode. -
B® o pena el . sl
] 7’ Automatic valve at Ch: 1, Pos: 1 Valve A moveto position 2. Valve B not move. n 59"'? de instrucciones
5; & |[2utomatic MultiSyringe at Ch: 1, Pos: (Pickup 2.000 ml (Buret 1) at 5.000 mL/min with heads [ 1-On 2-01f 3+ a ejecutarse en el
IH T H . s
. ?T Automatic valve at Ch: 1, Pas: 1 Valve A move to position 3. Valve B not move. g método analitico
Ll UUDEY = [T ] |Automatic MuliSyringe at Ch 1, Pos: (Dispense 2.000 ml (Buret 1) at 2.000 ml/min with heads [ 1-0n 2.0ff definidas seguin el
z wffarse en el puetto i
1= :T Comment Tomando Muestra preparada con Nitico 8 M; o Patron de Si, Ubicarg] = instrumento
F-A PRR—— " . IYRY & P Lon Conectado
(16 |utomatic valve &t Ch 1.Pos: 1 Valve Amove to position 3. Valve B not move. L
[16: |Automatic MuliSyringe at Ch 1, Pos: ( Dispense 1.000 mi (Buret 1) at 0.600 mL/min with heads [ 1-0n 2:0ff 301 4-01f S0 ). Exclusive Mode.
(17 |Comment Limpiando v Eliminando Interferencias: Se toma 3 mL de Acido nirica 8 mol (puerto 2) y luego se dispensa hacia la colunina [pustto 3)

18: |Automatic valve st Ch: 1,Pos 1 Valve Amove to position 2 Valve B not move.

[19: |Automatic MuliSyiinge at Ch: 1, Pos: (Pickup 3.000 i (Buret 1) at 5.000 mL/min with heads | 1-On 2-0ff 30if 4-if 5-0ff | Exclusive Mode.
[20 |Automatic valve 8L Ch: 1.Pos 1 Vaive A move to posiion 3. Valve B not move:

[21: |Automatic MulliSysinge at Ch: 1, Pos: (Dispense 3.000 mi [Buret 1) at 2.000 mL/min with heads [ 1-On 2-0ff 30# 4-0ff 50 |, Exchusive Mode.
22 | Comment el

[23 |Automatic valve stCh: 1,Pos: 1 Valve A move to posiion 4. Valve B not move

[28. |Automatic MuliSytings ot Ch 1. Pos: (Pickup 5125 mi (Buret 1) ot 5,000 mL/min with heads [ 1-0n 2-0if 301 401 501f | Exchusive Mode.
25 |Autosampler at Che 1. Pos: 2 Sampler move to next. Exclusive mode.

26:  |Automatic valve at Ch: 1, Pos: 1 Walve A move to pasition 3. Valve B not move.

27 |Automatic MuliSytings st Ch: 1, Pos: (Dispense 6.125 mi (Buret 1) at 2.000 mL/min with heads [ 1-0n 2-0i 3-0ff 4-0if 50n ], Exclusive Mode.
28 |Loop EMD: Repeat 4 times from Copy (1) of Copy (2) of tres replicas
29 |wait ‘Wait for uset input: <Ubica en posicion 1 como muestra, al patron de 10 ...». Normal button
o e e S G
3 L START: C & N A
o »  Pestafia Activa del Area de
pec

[32[Automatic MuliSyiinge at Ch 1. Pos: (P
[3% | Comment s Edicién enaticamente o disperssa el Buido hacia ol recigients orignal
(38 [Automatic MuliSyinge at Ch 1 ense B.UUL M) [DUIEL 1t 11LULL ML/NIN WAn heads | 1-Uit &-Uit 301 -1t 9-0il | excusive Mode.
|35 |Com - ondicionamiento de la Resina Sr. Tomar 2 mL Acido Nitico 8 molar por itro (Puerto 2) e inectar a razon de 2 mL pot min a la Resina (puerto 3)
o

Wathods | Pro ks Editor e [

Figura 10. Ventana de AUTOANALYSIS que muestra el método y las instrucciones
definidas por el usuario

AutoAnalysis permite también la definicién de procedimientos, los cuales, al
igual que en los métodos, consisten en una secuencia de instrucciones. Este
conjunto de instrucciones puede agruparse bajo un nombre y ser utilizado en un
método cualquiera. De esta forma, dicho nombre puede aparecer en varios
lugares del método, evocando a una serie de comandos, sin la necesidad de

volverlos a escribir.
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Una vez definido el procedimiento se puede disponer de éste en la
realizacion de métodos futuros (Figura 10)

Al definirse un método, con las instrucciones de interés, se pueden verificar
cada una de ellas por medio de un simulador que realiza el programa sin poner en
marcha los instrumentos instalados, esto es con el propdsito de no comprometer el

experimento y la instrumentacion involucrada.

4.4. Sistema de deteccidn

4.4.1.1CP-OES

La determinacion de Sr total se llevd a cabo mediante un Espectrometro de
Emision Optica con Plasma Inductivamente Acoplado (ICP-OES), Optima 5300
DV, Perkin ElImer® Inc. (Figura 11). El software empleado para la captura de datos
es el WinLab32™ v 3.4. Los parametros de operacién de dicho detector se listan
en la tabla 3. El Sr se midi6 a una longitud de onda de 407.7 nm utilizando un

plasma axial.

Tabla 3. Parametros de operacion del Optima 5300DV ICP-OES

Parametro Valor
RF generator power (W) 1300
Frequency of RF generator (MHz) 40
Aucxiliary gas flow (L min™) 0.2
Sample Flow Rate (mL min™) 1.4
Integration time (s) auto (0.05-2 s)

Analytical wavelength (nm)
Nebulizer gas flow (L min™)

Plasma View

Sr (407.7 nm)
0.5

Axial
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Figura 11. A) Vista Lateral del detector ICP-OES, Perkin Elmer. B) Imagen del

nebulizador

4.4.2.Contador proporcional de bajo fondo

La actividad beta total se midi6 en un contador proporcional de bajo fondo
Tennelec modelo LB-4100, a un voltaje de 1600 V y un fondo medio de 1.026
CPM (Cuentas Por Minuto). El contador es calibrado en eficiencia con un patrén
de °Sr/*®Y en equilibrio secular. La eficiencia obtenida para el contaje de

particulas beta es del 34 %. (Figura 12).

Figura 12. Vista del detector y al lado izquierdo se muestra el compartimento de la

plancheta.
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4.5. Sistema de flujo

El sistema LOV empleado se muestra en la figura 13. La pieza del LOV (Sciware,
Palma de Mallorca, Espafia), esta hecha de metacrilato, con 10 canales integrados
(1,5 mm de didmetro interno/16 mm largo, exceptuando el canal de la columna con
un d.i. de 3,2 mm). Esta pieza se monta sobre una valvula de seleccion de 10
puertos (figura 14). El puerto central de la unidad LOV est& conectado a un bucle
de carga, el cual a su vez se conecta por el otro extremo a una jeringa de vidrio de
10 ml (Hamilton, Suiza) manipulada por una bureta (Crison, Alella, Espafa). El
puerto central se comunica a través de un conducto central con los puertos
periféricos (1-10). Uno de los canales LOV (puerto 3) hace la funcion de
microcolumna, conteniendo la resina Sr. Esta columna se rellena con una cantidad
adecuada de Sr-resina (0,11 g) evitando su compactacion y asi posibles
sobrepresiones.

Para contener la resina en la cavidad del LOV (puerto 3), se coloca un
prefiltro de fibra de vidrio (Millipore) a la salida de la columna (figura 15). Asi la
resina queda retenida, dejando que las disoluciones fluyan libremente.

La resina en solucién de acido nitrico 8 mol L™ estd contenida en una
jeringa de plastico de 5 mL montada sobre el puerto 6 del microsistema integrado.
Esta jeringa tiene el papel de reservorio de resina.

El depdsito que contiene la solucion empleada para el acondicionamiento y
limpieza de la resina fue conectado al puerto 2 (8 mol L™ HNO3), el liquido
empleado como eluyente se conecté al puerto 4 (0.01 mol L' HNOs), mientras que
el puerto 1 y el puerto 10 fueron empleados para la aspiracion de muestras y para

direccionar los residuos, respectivamente.
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Sr.-Resin
Reservoir

---------------------- -| Detector

Figura 13. Sistema Lab on Valve (LOV), para aislar y detectar estroncio total por ICP-
OES y Sr por radiometria y eliminar posibles interferencias.

Sistema LOV, de metacrilato Montado sobre el
mecanismo de una valvula de seleccion de 10
puertos

Integrada por 10 microcanales— m.c.- (1.5 mm d.i./
16 mm largo, columna—C- 3.2 mmd.i.)

El puerto central = R C. - se conecta, por medio de
un bucle de cargaa la jeringa

Figura 14. Esquema de Lab on Valve (LOV) que muestra como el puerto central (PC) se
conecta a los diferentes canales (mc) y a la columna (C).
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Pre-filtro

~

Arode Goma

Figura 15. Esquema que muestra al pre-filtro obstruyendo la salida de la resina en la
columna, que se encuentra en la unidad LOV (puerto 3).

Un mdédulo multijeringa (BU4S, Crison Instruments, Barcelona, Espafia) de
flujo programable, equipado con una jeringa de vidrio, es empleado como bomba
tipo piston para aspirar y dispensar los liquidos. La jeringa tiene una valvula
solenoide de tres vias (N-Investigacion, Caldwell, NJ, EE.UU.) en la cabeza, lo que
facilita la aplicacion de los regimenes multiconmutados y el direccionamiento de
los liquidos (On: al sistema, Off: al depédsito). Para evitar la contaminacion de la
jeringa con los liquidos se conecta a un depdsito con agua des-ionizada la cual es
empleada como liquido portador o carrier.

Las vias de conduccion del sistema, se construyen con tubos de
politetrafluoroetileno (PTFE) de 0.8 mm de diametro interno (SCIWARE, Palma de
Mallorca, Espafa). El bucle de carga permite acumular un volumen de 8.17 mL y
posee un diametro interno de 1.5 mm. Todas las conexiones son de polifluoruro de
vinilideno (PVDF) (SCIWARE, Palma de Mallorca, Espafia) excepto la unién que
conecta la columna con el sistema la cual es de metacrilato. El puerto 3 esta
conectado a una electrovalvula de conmutacion V (On: en linea; Off: al residuo),
gue ayuda a direccionar el flujo de la manera deseada (figura 16).
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Figura 16. Valvulas solenoides de multiconmutacion externa (Takasago Electronic Inc.)
usadas para direccionar el fluido. La tercera valvula de izquierda a derecha es la que se
empled en el método propuesto.

4.6. Procedimiento

La secuencia completa de las operaciones para la separacién y pre-concentracion
del estroncio se muestra en la tabla 4 y de forma grafica en la figura 17.

A continuacién se describen cada una de las operaciones.

1. Carga de la resina. La resina se encuentra en suspension en una solucion
de é&cido nitrico (8 mol L™) en el reservorio ubicado en el puerto 6, de tal
forma, que el puerto central se direcciona hacia el canal correspondiente,
cargandose la cantidad necesaria de perlas de resina. Posteriormente el
conducto central es programado para orientar el fluido hacia la columna
(puerto 3) inyectando la cantidad apropiada de resina hasta llenar

completamente el canal, formando la columna de extraccion en fase sélida.

2. Acondicionamiento de la resina. Para el acondicionamiento de la resina, el
puerto central de la valvula de seleccion se conecta al puerto 2, en donde
se extraen 2 mL de &cido nitrico 8 mol L™. Posteriormente la cantidad
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cargada es inyectada mediante un caudal de 2 mL min™ al puerto 3 donde
se encuentra la columna con resina; la valvula solenoide se encuentra
desactivada, mandando el liquido al desagiie o Waste.

Carga de muestra. Una vez que la columna esta lista, se cargan los
mililitros deseados del estandar preparado o de muestra (puerto 1), para
posteriormente ser inyectados a la columna con resina (puerto 3) a un
caudal de 0.6 mL min™; la valvula solenoide continua desactivada. Es este

paso donde la resina acondicionada retiene al Sr.

Eliminacion de las Interferencias. El conducto central de la valvula de
seleccidn se posiciona en el puerto 2, para tomar del depdsito 0.5 mL de
acido nitrico 8 mol L™ en el bucle de carga, posteriormente se conecta el
puerto central con el puerto 3, dispensando el &cido cargado a un caudal de
2 mL min™. Con esto se asegura la eliminacién de posibles interferentes y
se logra una retencidbn maxima del Sr. La valvula solenoide permanece

desactivada.

Elucion de Estroncio. En esta etapa, el estroncio retenido en la columna es
eluido. El conducto central de la valvula de seleccion se direcciona hacia el
puerto 4, cargando 5.125 mL de 0.01 mol L™* HNOs, inmediatamente
después el puerto central se conecta con el puerto 3 para dispensar los
5.125 mL (caudal de 2 mL min™) mas 1 mL de carrier, con el propésito de
asegurar gue todo el volumen eluido llegue al recipiente. Es en este punto
donde la valvula solenoide se activa, direccionando el liquido hacia el

autosampler.

Cambio de muestra. Para eliminar la posible presencia de muestra anterior,
se carga nuevamente muestra (puerto 1), y se dispensa un volumen
suficiente para asegurarse de que toda la tuberia de la muestra esta
completamente llena de la muestra siguiente, enviandolo al desagle
(puerto 10). Esto eliminara cualquier residuo o presencia de la muestra

anterior.
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7. Cambio de Resina. El cambio de resina se realizara dependiendo del tipo
de muestra que se analice, ya que a matrices mas complejas menor
duracion de la resina. La columna es regenerada reemplazando la resina
automaticamente. Para esto, es necesario que la resina usada sea cargada
en el bucle de carga, para posteriormente dispensarla al desagle. Luego se

comienza en el punto 1.
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Tabla 4. Procedimiento automatico para la separacion y pre-concentracion de estroncio.

Caudal LOV Valvula

Etapa . L .
(mL min™)  posicion  solenoide

Carga de resina
(a) Carga de resina en el bucle 5 6 off
(b) Llenado de columna 2 3 off
Acondicionamiento de la Sr-resina

(a) Cargar 2 mL de HNO3;8 mol L en el
bucle de carga 5 2 off

(b) Enjuagar con 2 mL la columna 2 3 off
Carga de muestra

(a) Cargar X mL de muestra en el bucle 5 1 off

(b) Enjuagar con X mL la columna 0.6 3 off
Eliminacion de las interferencias

(a) Cargar 0.5 mL de HNO; 8 mol L™ en

el bucle de carga 5 2 off

(b) Enjuagar con los 0.5 mL la columna 2 3 off
Elucién del estroncio

(a) Cargar 5.125 mL de HNO; 0.01 mol

L en el bucle 5 4 off

(b) Enjuagar la columna con 6.125 mL. 2 3 on

Cambio de muestra

(a) Cargar 1 mL de nueva muestra 5 1 off

(b) Desechar 2 mL al desagle 5 10 off
Reemplazo automatico de resina

(a) Absorber la resina usada 5 3 off

(b) Desechar la resina usada 5 10 off

(c) Cargar la nueva resina 5 off

(d) Llenar la columna 2 off

En la posicion Off la valvula solenoide se encuentra desactivada direccionando los
liquidos al desagiie y en la posicién On, la valvula esta activada dirigiendo el liquido al
recipiente que lo contiene, o en su caso hacia el sistema.
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Figura 17. llustraciones que muestran paso a paso el procedimiento automatico para la separacion y pre-concentracion de Estroncio

1. Carga de resina

2.- Acondicionamiento de la resina
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3.- Carga de muestra

4 - Eliminacion de las interferencias.

Sr.-Resin
Reservoir
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5.- Elucién de estroncio

Sr.-Resin
Reservoir

ON
/ w—p

Vélvula

ii Solenoide

6. Cambio de muestra
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7.- Cambio de resina
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El procedimiento mencionado permite la separacion del estroncio de la
matriz de la muestra, para posteriormente ser eluido. Dicho eluato es el que se
destina a la medicién, ya sea mediante un detector ICP-OES (estroncio total) o
con un contador proporcional de bajo fondo (°°Sr), por lo tanto se dice que el
procedimiento es automatico para las etapas de separacion y preconcentracion de
Sr.

4.7. Disefio de experimentos

El disefio de experimentos (DOE), es un enfoque sistemético en el que el
investigador manipula una variable(s) o factor(es), bajo estrictas condiciones
controladas y examina si los cambios efectuados tienen un efecto significativo
sobre la respuesta(s) segun el propdsito de la investigacion. Las variables sdlo
pueden asumir un nimero limitado de valores posibles, conocidos como niveles de
factor (Montgomery, 2009).

El disefio de experimentos (Leardi, 2009; Lundstedt, et al., 1998; y Brasil, et
al., 2005) trata de cémo dirigir y planificar los experimentos para extraer la maxima
cantidad de informacién a partir de los datos adquiridos con el menor nimero de
ensayos experimentales. La idea fundamental es variar todos los factores
importantes simultdneamente en un conjunto de experimentos planificados, y
conectar los resultados con la variable respuesta mediante un modelo matematico.
El modelo estimado se utiliza para interpretar, predecir y optimizar. Al optimizar el
meétodo de una forma multivariante se evitan las limitaciones del método
univariante, tales como tener una comprension limitada de los efectos de los
factores y no alcanzar el 6ptimo real.

El método se puede aplicar para determinar los factores que son mas
importantes en la obtencidn de objetivos utiles en un proceso (Real, et al., 2007,
Xu, et al.,, 2011; y Dufailly, et al., 2007). Bajo el control del investigador, estos

factores son sistematicamente modificados a lo largo de dos o mas niveles. Los
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experimentos se realizan de acuerdo a una matriz ortogonal para mostrar los
efectos potenciales que cada factor principal puede tener sobre una respuesta.

Los resultados son analizados estadisticamente con lo cual se revela cudl
de estos factores tiene un efecto significativo, descartandose los no significativos
para futuros experimentos. Es por eso que la optimizacién del método se llevo a
cabo mediante un disefio experimental, permitiéndonos determinar en primer
instancia cuales son las variables significativas y si la interaccion entre éstas tiene
un efecto trascendente en la respuesta; asi como también, establecer los niveles
de los factores que dan lugar a condiciones Optimas y predecir los valores de la
variable respuesta para ciertos niveles de los factores.

En el método se siguid el siguiente procedimiento: en primer lugar se realizo
un estudio preliminar de las variables independientes o screening (Araujo y
Brereton, 1996-l), y a continuacién, con las variables o sus interacciones que
fueron significativas, se llevd a cabo la optimizaciéon con un disefio superficie
respuesta (Araujo y Brereton, 1996-1l). En todos los casos se incluyeron tres
puntos centrales, para estimar el error, la pérdida de linealidad en el centro del
intervalo, y ademas determinar los intervalos de confianza del modelo
seleccionado.

Para el screening se realizé un disefio factorial completo (Full factorial) 2,
donde k es el nimero de factores. Este disefio permite estimar los efectos de las
variables principales y sus interacciones. Con los resultados del screening se
evalu6 mediante el grafico de Pareto y la tabla de ANOVA, las variables a ser
consideradas para los ensayos de superficie- respuesta.

El disefio central compuesto (DCC) es la clase mas popular de disefios
usados para ajustar un modelo de segundo orden (un polinomio que describa la
curvatura del sistema).

Se seleccioné un disefio central compuesto con 4 puntos de cubo, 4 puntos
axiales y 3 puntos centrales, dandonos un total de 11 corridas experimentales, con
una distancia axial (a) igual a 1, donde los puntos (vértices) de cubo, permiten la

estimacion de efectos lineales y de interaccion. Los puntos centrales permiten
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verificar la curvatura, pero no los términos cuadraticos individuales y son los
puntos axiales los que estiman los términos cuadraticos.

Los factores de interés se determinaron tomando como referencia algunos
trabajos previos (Yamila, et al., 2004) asi como también las caracteristicas propias
de la resina empleada para la retencion del estroncio (TRISKEM International,
France), entre ellas que la afinidad del estroncio a la Sr-Resin se incrementa en un
medio &cido de 3 a 8 mol L™ de HNO3, mientras que ésta decrece notablemente
en el orden de concentracién de 10 hasta los 10" mol L™ del mismo &cido.

Para acondicionar la resina y lograr una optima retencién del estroncio, la
concentracién de acido nitrico empleada fue de 8 mol L™. Los factores y sus
niveles que se buscaron evaluar se muestran en la tabla 5, donde para cada factor
se especificaron tres niveles incluyendo el punto central, que corresponde a la
corrida experimental determinada por el valor medio entre los niveles alto y bajo

de cada factor.

Tabla 5. Factores a optimizar

Factores Nivel Bajo (-1) Punto Central (0) Nivel Alto (1) Unidades
Concentracion 0.01 0.03 0.05 mol L*
Vol. eluyente 1 3.5 6 mL
Caudal elucion 0.6 1.3 2 mL min™

La adiciébn de puntos centrales (0) al disefio nos permite detectar la
curvatura en los datos ajustados, es decir en la superficie de respuesta. La
curvatura generalmente esta presente cuando la configuracién de factores esta
cerca de un valor de respuesta maximo o minimo. Ademas los puntos centrales
nos permiten estimar la variabilidad sin tener que replicar todos los puntos axiales

(experimentos correspondientes a los niveles alto y bajo de los factores).
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4.8. Calculos pararadioestroncio

A continuacion se presenta la forma en que se empleé la ecuacién de Bateman
para los célculos de la determinacién de la actividad del °°Sr. Dicha ecuacion ya se
ha empleado en trabajos previos semejantes a este, en los cuales el principal
objetivo ha sido la determinacién de °°Sr (Miré, et al., 2002; y Yamila, et al., 2004).
Es importante mencionar que las mediciones fueron realizadas por un detector
proporcional de bajo fondo, configurado a un voltaje de 1600 V para realizar el

contaje de las particulas beta.

Ecuacion Bateman para Sr-90

At2 e}\YgotZ — AttleAYgotl

Asro0(0) = 2 (eMvo0t2 — ghvootl)
Donde:
Asro0(0) es la actividad inicial del *°Sr (cuando el *°Y hijo es separado de su
padre *Sr, al ser éste retenido en la columna).
Avoo es la constante de decaimiento del °Y (Ayg = In2/T% del *°Y).

Au Y Aw es la actividad beta total, a t1 y t2 respectivamente, donde t1, es el
tiempo en que se da inicio a la medicion de la plancheta
inmediatamente después de la separacion; y t2 es el tiempo que da
inicio al segundo contaje, transcurridos unos 7 dias de la primera

medicion.
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Actividad Beta total (Ay)

Se mide el niumero total de sucesos en la plancheta de la muestra, registrados por

el sistema de contaje durante 1000 minutos.

La actividad beta total a un tiempo determinado (A;) expresada en Bq y

referida al °°Sr-*°Y, se calcula como:

Donde:

cpm B,

cpmb B,

cpma

cpmb a

_ (ecpmp — cpmbp) —y * (cpma — cpmba)
B 60« E * F

Ay

son las cuentas beta por minuto de la muestra (voltaje beta),
son las cuentas beta por minuto del blanco (voltaje beta),

son las cuentas alfa por minuto de la muestra (voltaje alfa)
son las cuentas alfa por minuto del blanco (voltaje),

es la eficiencia del recuento, en cuentas por bequerelio, la cual es
calculada por la relacion entre las cuentas observadas y las cuentas

tedricas de un patrén conocido y certificado.

es el factor de autoabsorcion correspondiente al espesor masico de
la muestra, que se define como la cantidad de particulas beta que
logran salir de la muestra y llegan al detector, por lo tanto dependen
de la masa de la muestra. Se obtiene experimentalmente para cada

detector.

es el spill-over de la medida beta, que se expresa como:
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__ cuentas patrén o (V)

Y= Cuentas patrén a (Va)

Donde:

cuentaspatrena (V) son las cuentas de un patron alfa registradas en el
voltaje beta. Es decir, se mide una muestra certificada
de un patrén emisor alfa, ajustando al detector a voltaje

para mediciones beta.

cuentasparen a (Va) son las cuentas de un patron alfa registradas en el
voltaje alfa. Es decir, el equipo se ajusta al voltaje alfa

registrandose solo emisiones alfa de la muestra.

Se hace la divisibn entre 60, ya que los bequerelios se refieren a
desintegraciones por segundo, y las cuentas se registran por minuto (CPM).

La ecuacion de la actividad se aplica para los dos contajes realizados a
diferentes tiempos, t1 y t2. Asi, t1 corresponde a la fecha y hora en que se da
inicio a la primera medicion de la plancheta inmediatamente luego de la
separacion; y t2 se refiere a la fecha y hora de puesta en marcha del contaje siete
dias después del primero. Una vez calculadas ambas actividades beta total, se
hace la sustitucion en la ecuacion de Bateman, para obtener finalmente la

actividad del *°Sr.
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CAPITULO 5

RESULTADOS

En este capitulo se presentan los resultados de la optimizacion de las variables, y
de los parametros analiticos del sistema LOV propuesto. Asi mismo, se dan a
conocer los resultados de los andlisis de interferentes, la validacion del método y

su aplicacion a distintas muestras ambientales de agua.
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5.1. Disefo del sistema de flujo

El sistema LOV permitié la apropiada manipulacion de la muestra y de los
reactivos en un modo secuencial consiguiendo flujos en forma directa y reversa.
Ademas de distinguirse por su compacidad, otra ventaja del “lab-on-valve” es la
posicidn rigida y permanente de los canales de procesamiento de la muestra, lo
gque asegura la repetitividad de las manipulaciones de microfluidos,
proporcionando robustez y precision.

El acoplamiento de un modulo multijeringa (BU4S, Crison Instruments,
Barcelona, Espafia) con tasa de flujo programable permiti6 una considerable
reduccion del consumo de reactivos, de la generacion de desechos y del tiempo
destinado al analisis (3-5 inyecciones por hora, segun el volumen de muestra
analizado). También se consiguié la completa automatizacion del cambio de

resina, gracias a la renovacion en linea de las particulas de resina.

5.2. Optimizaciéon

La optimizacién de las variables quimicas y fisicas que tienen efectos en el
sistema desarrollado, se realizaron utilizando como respuesta la concentracion de
Sr total medido con ICP-OES. Es importante mencionar que el propésito
fundamental de la optimizacion fue el de maximizar la respuesta, es decir,
conseguir una separacion maxima del estroncio del resto de la matriz de la
muestra y una maxima elucion del estroncio retenido en la columna de extraccion.
Una vez definidas las variables a optimizar, se establecié un disefio factorial
completo para tres factores con 2 niveles, agregando 3 puntos centrales, mediante
el software estadistico Minitab 15 [1]. Por lo tanto se realizaron once experimentos,

cuyo orden, configuracion y respuesta se muestran en la tabla 6.

[1] Minitab Inc, Minitab Statistical Software (State College PA, Pennsylvania, USA,
2006)
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Tabla 6. Orden de la corrida experimental

Experimento Concentracion del Volumen del Caudal Intensidad

eluyente eluyente absoluta
> 1 1 -1 98389
4 1 -1 -1 35609
10 -1 -1 1 38959
1 0 0 0 98107
! -1 1 1 122051
2 1 1 1 94307
6 -1 -1 1 39067
3 0 0 0 99616
9 1 -1 1 41341
8 0 0 0 97187
! -1 1 1 122840

Los niveles se expresan codificados para el nivel bajo, punto central y nivel
alto, como -1, 0 y 1 respectivamente, cuyos valores reales se muestran en la tabla
5.

La respuesta se midi6 como intensidad absoluta obtenida directamente del
detector ICP-OES. Con esta informacion, se realizo el andlisis de los factores,
para determinar cual o cuales tienen efecto significativo en la respuesta.

El grado de significancia de los efectos se evalud, por medio del P-Value,
gue se refiere al nivel de probabilidad limite para decidir si existe 0 no un cambio
significativo en la respuesta al cambiar los niveles de los factores (Prueba de
hipotesis). Un factor es considerado significativo si P es menor que el 5%. Por lo
tanto, de las variables estudiadas, se seleccionaron la concentracion y volumen de
eluyente para buscar los puntos criticos dentro del dominio experimental
estudiado. Los resultados presentados en la tabla 7 muestran que el factor caudal
de elucion no ejerce un efecto significativo sobre la respuesta, dentro del rango

estudiado.
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El grafico de Pareto (Figura 18) proporciond la importancia relativa de los
efectos individuales y de sus interacciones colocando los valores absolutos de los

efectos en orden decreciente. La linea de referencia en la grafica indica cuales
efectos son significativos y corresponde a un o del 5%, por lo tanto indica el efecto

minimo significativo para un nivel de confianza del 95%. La longitud de las barras
horizontales son proporcionales a los valores de t-Student para cada efecto,
cualquier efecto o interaccion que exceda dicha linea es considerado significativo.
De tal forma que el gréfico de Pareto muestra cuales factores tienen un efecto
significativo sobre la retencion del estroncio, y cuales factores pueden variarse sin
afectar la respuesta. En este caso es facil observar que la concentracion del
eluyente, el volumen de elucién y su interaccion, son factores significativos que

tienen una influencia sobre la retencion y elucion del estroncio.

Tabla 7. P-value de los efectos de los factores

Término Efecto T P
Constante. 170.8 0
Concentracién del 13318 -15.35 0.004
eluyente
Volumen del 70653 81.46 0
eluyente.

Caudal del eluyente 583 0.67 0.571

P-value > 0.05, Factor no
influyente en la respuesta
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4.30
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Figura 18. Grafico de Pareto para los efectos estandarizados de los factores y sus
interacciones a un nivel de confianza del 95%.

Antes de proceder a realizar la superficie de respuesta es importante
verificar que exista curvatura en nuestros datos; para ello se realiz6 un andlisis de
varianza (Tabla 8). La presencia de curvatura indica que los datos no se ajustan a
un modelo lineal y podemos buscar los valores criticos de las variables mediante

un modelo cuadratico (superficie-respuesta).

Tabla 8. Andlisis de varianza

Fuente &L 3C Sec. 5C Ajust.  MC Rjust. F P
Regreaitn 4 11946146852 11946146852 2986536713 638.11 0.000
Lineal 2 10338287583 10338287583 5169143792 1104.44 0 nnn
cuadrado 1 1281203399 1281203399 1281203399  273.
interaccion 1 326655870 326655870 326655870 9. 13
Error residual & 28081888 28081888 4680315 0.00a0
=i =k B =1-1] =Ttk =31 ]
Error purc & 28081888 28081888 4680315 0.000
P-value < 0.05, existe curvatura por parte de los 0.000
datos, por lo tanto pueden ajustarse a un ‘ 0.000
modelo cuadrético '
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Segun los resultados mostrados en la tabla ANOVA, para un nivel de
confianza del 95%, se verifica que el p-value es muy cercano a cero, concluyendo
gue los datos se podran ajustar a un modelo cuadratico.

Con los resultados del screening, se buscaron los valores criticos de las
variables volumen de eluyente y concentracidon del mismo. En los siguientes
experimentos se fijo el valor del caudal en 2 mL min™, pues es el valor maximo de
la variable que se evalu6 anteriormente y que permite reducir el tiempo requerido
por el analisis, aumentando la frecuencia del método.

Para el desarrollo de una superficie de respuesta se seleccioné el disefio
central compuesto, para dos variables con dos niveles, 3 puntos centrales y un
valor de alfa de 1. Los niveles y valores de los mismos para cada factor se

muestran en la tabla 9.

Tabla 9. Rango de valores de superficie de respuesta

Factores Nivel Bajo (-1) Punto Central (0) Nivel Alto (1) Unidades
Concentracion 0.01 0.03 0.05 mol L™
Vol. eluyente 1 3.5 6 mL

El orden, la configuracion y la respuesta expresada como intensidad
absoluta de los experimentos se muestran en la tabla 10.

Siguiendo el orden de los experimentos y con la configuracion apropiada de
los niveles de los factores, se realizO la medicion de las fracciones eluidas

directamente del método disefiado.
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Tabla 10. Orden y respuesta de los experimentos

Orden Concentracion del Vqum_ep de Intensidad
eluyente (HNO3) elucion
1 0 0 98523
2 1 1 98043
3 1 0 89706
4 0 1 90230
5 -1 0 103800
6 0 0 99529
7 -1 1 117275
8 -1 35528
9 0 -1 36768
10 -1 -1 33564
11 0 0 96137

Con los datos obtenidos se realiz6 el analisis de la superficie de respuesta,
ajustando los términos a un modelo cuadratico completo. Para dicho modelo se
hizo un analisis de normalidad a los residuos y un analisis de la varianza para
evaluar la pérdida de ajuste (Lack of fit).

La prueba de Anderson-Darling es una prueba de normalidad para un nivel
de confianza del 95%, que emplea el P-value para decidir si existe normalidad
para valores mayores a 0.05.

En la figura 19, se observa que los residuos se alinean razonablemente
indicando una distribucion normal, lo que queda confirmado con un valor de P-
value de 0.984. Debido a la tendencia lineal que guardan los residuos, podemos
establecer que existe un buen ajuste entre el modelo definido y los datos

obtenidos.
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Grafica de probabilidad de Residuals
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Figura 19. Distribucién normal de los residuos.

Haciendo uso de la herramienta “optimizador de respuesta” del software
Minitab, se obtuvo un grafico con valores éptimos de las variables para lograr la
maxima respuesta (figura 20). En la figura se muestran en rojo (los numeros
encerrados entre corchetes y la linea vertical) los valores codificados de los
niveles de los factores en los que se logra la méaxima sefial de estroncio,
alcanzando como maximo predictivo (linea punteada azul), el valor de Y que se
encuentra en azul.

La letra D mostrada en la parte superior izquierda sefiala la deseabilidad, la
cual evalla la efectividad con la que la combinacién de variables de entrada o
factores satisface la meta de optimizacion que se haya definido para la respuesta
(maximizar). D toma valores de 0 a 1, donde cero indica que existe una muy baja
efectividad en esa combinacién de valores para alcanzar el maximo, mientras que
el 1 constituye el valor mas deseado y el indicativo de que se ha alcanzado el
optimo buscado. Por lo tanto podemos concluir que para un valor de D=0.99971,
la configuracion de valores para nuestras variables es la mas 6ptima en lo que a

maximizar la respuesta se refiere.
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Optimo Alto

0.99971 gajo

1.0
[0.6494]
-1.0

Compuesto
Conveniencia
0.99971

Intensid
Maximo
y = 1.173E+05
d =0.99971

Figura 20. Valor 6ptimo alcanzado por los valores de los factores que tienen un
efecto sobre la separacién del estroncio

En resumen, del gréfico anterior puede interpretarse que para obtener una

intensidad méxima se requiere que la variable “concentracion del eluyente” se

maneje en su nivel mas bajo, es decir, a una concentracién de 0.01 mol L™ de

acido nitrico, mientras que la variable “volumen de eluyente” a un nivel de 0.6494,

gue decodificando equivale a un volumen de 5.125 mL. En la tabla 11 se muestran

los valores criticos para ambas variables estudiadas.

Tabla 11. Valores 6ptimos de operacion

Parametro optimizado

Valor critico

Concentracion del eluyente (HNO3).

Volumen de elucién

0.01 mol L?
5.125 mL
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5.3. Parametros analiticos

Una vez establecidos los valores criticos de las variables que tienen un efecto
significativo en la determinacién del estroncio, se procedio a realizar una serie de
experimentos para calcular los pardmetros analiticos caracteristicos del método
propuesto.

Los parametros analiticos referidos a la capacidad de retencion del
estroncio en la columna, su elucién, la durabilidad de la columna y la frecuencia de
analisis se llevaron a cabo por medio del detector ICP-OES. Los pardmetros
referidos a los detectores (limites de deteccion y rango lineal de trabajo) se
calcularon para cada uno de ellos.

En la tabla 16, que se muestra al final de esta seccion, se presentan los
resultados de los parametros analiticos calculados.

5.3.1.Factor de preconcentracion

Los voliumenes de muestra a ser preconcetrados variaron entre 0.1 y 8 mL, ya que
0.1 mL es el volumen mas pequefio permisible que conservd la repetibilidad,
mientras que los 8 mL constituyen el volumen maximo de muestra que se pasa por
la resina con el que se obtiene una recuperacion superior al 90%.

Por lo tanto, se puede calcular un factor de preconcentracion para
volimenes de muestra superiores a 5.125 mL, debido a que ese es el volumen
optimo de eluyente. De tal forma que se consigue un factor de preconcentracion
maximo de 1.6, correspondiente a los 8 mL de volumen de muestra que soporta la
resina. Para volimenes de muestra inferiores a este valor no existe
preconcentracion, pero si existe una dilucion, lo cual es provechoso para aquellas
muestras altamente concentradas que puedan implicar un peligro al analista. Por
lo que una cantidad minima de 0.1 mL de volumen es suficiente para determinar la

presencia de **Sr como es el caso de muestras de desechos nucleares.
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5.3.2.Rango lineal de trabajo

El rango lineal de trabajo se establecié unicamente para el detector ICP-OES, ya
gue para el contador proporcional de bajo fondo basta con reducir el tiempo de
contaje si la actividad fuera muy elevada.

Para establecer el rango de trabajo lineal en el ICP-OES, se prepararon
patrones con concentraciones de estroncio en orden creciente, buscando una
correspondencia lineal entre la medicion de la intensidad absoluta y la
concentracion de estroncio. El coeficiente de determinacion (R?) se utilizé para
evaluar el ajuste lineal.

Para este analisis se prepararon diferentes patrones de estroncio en un
rango comprendido entre 5y 500 pg L™, a partir de una solucién madre de 1 g L™
en una solucién de HNO5; 8 mol L™. Para preparar la solucién madre de estroncio
se utilizé nitrato de estroncio (Sr (NO3), 99%, Merck).

En la tabla 12 se muestran los resultados de los diferentes patrones

expresados en intensidades absolutas.

Tabla 12. Concentraciones y sus respectivas intensidades

Concentracién Masa de Sr Intensidad Desvio

(Mg L-1) (ng) promedio  estandar
0 0 27499 2555
5 5 41048 4020
7.5 7.5 50911 1151
50 50 186603 5264
300 300 1014093 40967
500 500 1788991 117471
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Adicionalmente se realiz6 la conversion de la concentracion de los patrones
a masa, con la finalidad de expresar los resultados en masa de estroncio (figura
21).

Curva de Calibrado Masica
2000000 -
1800000 -
1600000 -

[EEY
H
o
o
o
o
o
1

200000 -

[ =

000000 -

800000 - y =3484.5x + 17294

600000 - R?=0.9987 (n=6)

lintensidad Media Absoluta

400000 -+
200000 -

T T T T T 1

-50 50 150 250 350 450 550
Masa de estroncio expresada en nanogramos

Figura 21. Curva de calibrado masica. Intensidad absoluta frente a la masa de estroncio
en ng. Se representa el valor medio + desvio estandar (n=3).

Por lo tanto, se puede concluir que se obtuvo un buen ajuste en la recta de
calibrado masico (Intensidad absoluta frente a masa de estroncio en ng) (y =
3484.5x + 17294, R2=0.9987, n=6). Bajo las condiciones o¢ptimas descritas

anteriormente se consigue un rango de trabajo lineal entre 0-500 ng de estroncio.

5.3.3.Limite de deteccidn para la determinacion de Sr total

El limite de deteccion (LOD) es la concentracion mas baja de un determinado
analito que puede ser detectado en forma concluyente por un método dado, es
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decir, la concentracion o masa minima del analito que origina una sefial que puede
diferenciarse estadisticamente de la sefal del blanco.

Segun la IUPAC, el LOD se calcula como 3Sy/P, donde Sy, representa el
desvio estandar de la sefial del blanco de reactivos y P la pendiente de la recta de
ajuste de la curva de calibracion (Miller and Miller, 2005; y Long, et al., 1983).

Para calcular el LOD se realiz6 un ensayo en el cual se determinoé la sefal
para 10 blancos de reactivos y se elabor6 una curva de calibrado para obtener la
pendiente de la recta. En la tabla 13 se muestra el calculo de la desviacién
estandar (S) para 10 soluciones de &acido nitrico 8 mol L™, conocidos como
blancos de reactivos. Por lo tanto, el limite de deteccién alcanzado es de 1.8 pug L™
(ppb), 0 1.8 ng de estroncio. Asi, se puede observar que con el método LOV
propuesto, el valor de referencia de estroncio estable establecido por las agencias
internacionales puede ser facilmente medido (ATSDR, 2004).

Tabla 13 Calculo del desvio estandar para 10 blancos

Blanco B1 B2 B3 B4 B5 B6 B7 B8 B9 B10
Intensidad
Absoluta 33840.0 34621.4 32039.4 28054.8 34002.8 33741.4 33056.8 32916.7 34997.3 31044.7

DesvStd. = 2050

5.3.4.Rango de concentracion de la muestra

Para definir este rango de valores, es importante considerar otros parametros
analiticos calculados, como en el LOD cuyo valor fue de 1.8 ng de Sr, asi como los
volimenes maximo y minimo que pueden tomarse de la muestra; con estos
valores se procedi6 a calcular este intervalo de concentracion de la muestra que
puede ser analizado con el método propuesto. Si la cantidad maxima de muestra
fue de 8 mL y el limite de deteccion fue de 1.8 ng, el método propuesto es capaz

de analizar una muestra con una concentracién de 0.2 pg L™.
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Si la cantidad minima de muestra fue de 0.1 mL y la cantidad maxima en
masa que puede contener la muestra se determind en 500 ng de Sr, entonces el
método propuesto permite analizar una muestra con una concentracion hasta de
5000 pg L™

Dicho lo anterior, se establecié el rango de concentracidbn de muestra que
es de 0.2 a 5000 ug L™.

5.3.5.Repetibilidad y reproducibilidad

Para estimar la incertidumbre que afecta a la precision del método propuesto, se

calcularon los pardmetros de repetibilidad y reproducibilidad.

Repetibilidad

El coeficiente de variacion (CV), también conocida como la desviacion estandar

relativa (RSD), que esta dada por

RSD =100S/X (5.3)

Es una medida del error que se calcula tomando en cuenta las mediciones
repetidas sobre un mismo parametro en una misma sesion de trabajo, es decir,
bajo las mismas condiciones y factores de operacion en un determinado dia.

Para conocer la repetibilidad de nuestro método, se realizaron un total de
10 ensayos consecutivos, se calculé su media y su desvio estandar, y luego se
determind el RSD. Generalmente, se considera que un método es robusto y
confiable cuando el valor del RSD es menor al 5%.

Para calcular dicho parametro se utilizé un patrén de 50 pg L™ de estroncio

como muestra a introducir en el sistema LOV propuesto. El experimento se llevo a
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cabo 10 veces, midiendo la presencia del estroncio en las eluciones recogidas
mediante un detector ICP-OES. Los resultados se muestran en la tabla 14, con su
respectivo valor de la desviacion estandar relativa. Asi, se puede ver que el

método propuesto tiene una buena repetibilidad del 1.2 %.

Tabla 14. Célculo del RSD para 10 observaciones (Repetibilidad)

Réplica Concentracion Valor (intensidad

(ug L-1) absoluta)
1 50 197213
2 50 200030
3 50 193523
4 50 195446
5 50 194855
6 50 194538
7 50 195602
8 50 195186
9 50 197851
10 50 192072
Media = 195632
S= 2259
RSD (%)= 1.2

Reproducibilidad

La reproducibilidad también es una medida de la incertidumbre que se calcula de
forma similar a la repetibilidad, con la variante de que los experimentos deben
desarrollarse en dias distintos y renovando la resina para sesién de trabajo. Es
decir, buscamos evaluar la precision del método propuesto en mediciones
diferentes realizadas en las mismas condiciones a lo largo de diferentes dias de

trabajo. A partir de la media y el desvio estandar se calcula el RSD.
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Se realizaron experimentos en 5 dias distintos de trabajo. El patrén
empleado como muestra fue de 50 pg L™, preparados en &cido nitrico 8 mol L™.

En la tabla 15, se muestran los resultados obtenidos directamente del ICP-
OES expresados en intensidades absolutas, asi como también las fechas de los
distintos dias en que tuvieron lugar los experimentos. Se puede observar que se
tiene un RSD del 2.6%, concluyendo que el método propuesto tiene una buena

reproducibilidad.

Tabla 15. Célculo del RSD para 5 observaciones (Reproducibilidad)

Concentracién Intensidad
Fecha

(ug L-1) Absoluta
05/05/2011 50 194663
06/05/2011 50 197253
09/05/2011 50 186603
10/05/2011 50 197851
11/05/2011 50 189155
media = 193105
desvStd = 5001
RSD (%)= 2.6

5.3.6.Durabilidad de la resina

Con el objetivo de estimar la cantidad de veces que puede ser reutilizada la resina,
se realizaron ensayos consecutivos calculando el porcentaje de recuperacion para
cada uno de ellos.

El experimento comenzd renovando la resina, luego se puso en marcha
para mas de 100 inyecciones consecutivas, con el mismo patrén de 50 ug L™ de
estroncio. Una vez que se obtuvieron las eluciones, éstas fueron analizadas para

determinar la cantidad de estroncio presente por medio de un ICP-OES.
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Los resultados obtenidos revelan una recuperacion del analito superior al
90% durante los primeras 30 inyecciones con un RSD del 4%. Por lo tanto, se
recomienda reemplazar la resina después de 30 inyecciones para prevenir una
deficiencia en su funcionalidad.

El sistema LOV propuesto ofrece la ventaja de renovar la resina de
extraccion en fase sodlida de forma automatica, lo que resulta en una mayor

reproducibilidad.

5.3.7.Actividad minima detectable para la determinacién de *°Sr

La actividad minima detectable (MDA, por sus siglas en inglés) es el contaje neto
mas pequefio que puede reportarse con una confianza del 95 %. Una actividad

minima detectable de 0.006 Bq fue calculada de acuerdo a las recomendaciones
de la norma ISO (ISO, 1993/1995) para un nivel de confianza del 95%, como:

5.41 + 4.66 * \/ Cf * tf

AMD = 60 * Egpoq * t * e—ASroo=At
Donde:
Ct son las cuentas del fondo, en cpm,
ts es el tiempo de medicion del fondo, en minutos,
Esroo es la eficiencia para *°Sr, calculada como 0.974*Egosssoy,
g ASTIvAt es el factor de correccién por decaimiento radiactivo del *°Sr en el

tiempo transcurrido entre mediciones. At, en minutos.

Por lo tanto los valores referencia estipulados por la OMS (Guias para la calidad

del agua, OMS, 2006) para el *°Sr pueden ser facilmente medidos.
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Tabla 16. Resumen parametros analiticos

Parametros analiticos

Limite de deteccion (ICP-OES) 1.8 ng
Actividad minima detectable (LBPC) 0.006 Bq
Coeficiente de determinacion (R?) 0.9987
Repetitividad (RSD, n=10) 1.2%
Reproducibilidad (RSD, n=5) 2.6%
Durabilidad de la columna 30 inyecciones
Volumen de muestra 0.1-8mL
Sensibilidad (ICP-OES) 3484 |U ng™*
Rango lineal de trabajo 0-500ng
Rango de concentracién muestral 0.2-5000 pg L™
Frecuencia de inyeccién 3-5h?

5.4. Estudio de interferencias

Se dice que un elemento es interferente, cuando su presencia en la muestra
puede afectar de forma significativa la determinacion de la concentracion del
analito de interés, proporcionado resultados erréneos. Se considerara que un
elemento causa interferencias cuando afecte + 10 % la sefal analitica del analito
de interés. Las interferencias podrian darse bien en el detector, en el caso del ICP-
OES cualquier elemento que emita radiacion cuya linea de longitud de onda se
encuentre muy cercana a la del analito, y en el contador proporcional de bajo
fondo para cualquier radionudclido emisor beta; o bien en la resina de extraccion,
debidas a elementos que pueden quedar retenidos, disminuyendo el nimero de

sitios efectivos para la retencion del analito de interés.
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Los elementos interferentes estudiados (Ca, Mg, K, Ba and Pb) fueron
seleccionados tomando en cuenta trabajos previos (Yamila, et al., 2004), las
caracteristicas de la resina (TRISKEM International, France) y los siguientes
criterios:

e Cationes metélicos habituales en los tipos de las muestras analizadas, con
concentraciones mucho mas altas que las del Sr y que pueden ser
potencialmente retenidos en la resina y posteriormente eluidos.

e |sétopos radiactivos emisores beta que puedan encontrarse en dichas
muestras ambientales, como los is6topos del Pb, que pueden ser retenidos

por la resina y, posteriormente eluidos junto al estroncio.

El procedimiento para la evaluacién de interferencias consistié en preparar
varios patrones de 50 pg L™ de estroncio. Uno permanece sin fortificar, y al resto
se le fortifica con concentraciones del elemento a evaluar en el rango bajo estudio.
Dichas muestras fueron colocadas en el puerto 1 del sistema LOV propuesto, y las
eluciones recogidas fueron sometidas a medicién por medio del ICP-OES.

El i6n calcio (Ca™) forma sales desde moderadamente solubles a muy
insolubles. Precipita facilmente como carbonato de calcio (CO3Ca). Es el principal
componente de la dureza del agua y causante de incrustaciones. Las aguas
dulces suelen contener de 10 a 250 mg L*, pudiendo llegar hasta 600 mg L*
(Anaya y Martinez, 2009).

Los iones Ca'?, al tener el mismo estado de oxidacién que los iones de
estroncio encontrados en muestras ambientales, asi como sus altos contenidos en
una gran variedad de las mismas, hacen que sea el interferente mas importante al
momento de realizar la separacion del resto de la matriz de la muestra, pues su
presencia puede ocasionar bajos rendimientos en la recuperacion del Sr.

El rango de concentracién de calcio estudiado fue de 5 a 400 mg L. Para
la preparacion de los patrones con el rango mencionado, se partié de una solucion
madre de 1000 mg L™ elaborada a partir de una sal hidratada de nitrato de calcio,
(NO3).Ca.3H,0.
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Los resultados muestran una recuperacion del 90% en concentraciones
iguales y por debajo de los 20 mg L™, mientras que para concentraciones
superiores se observa la presencia de interferencia.

El i6n magnesio (Mg*?), tiene propiedades muy similares a las del ién calcio,
aungue sus sales son un poco mas solubles y dificiles de precipitar. El hidréxido
de magnesio es, sin embargo, menos soluble. Las aguas dulces suelen contener
entre 1y 100 mg L™ (Anaya y Martinez, 2009).

Se caracteriza por ser un isétopo estable por lo que tampoco debe interferir
en la determinacion radiométrica sin embargo es habitual su presencia en aguas
de gran dureza. Teniendo en cuenta que las aguas de consumo son una de las
muestras de interés, se estudio su posible influencia en el proceso de separacion
de Sr. Se utiliz6 un rango de concentraciones de 5 mg L™* a 50 mg L™,

El procedimiento de preparacion de los patrones en el rango de
concentracion mencionado se realiz6 de forma semejante al interferente anterior.
El patron madre se preparo a partir de la sal MgCl, 6H,0.

De igual forma, las eluciones obtenidas fueron analizadas en el ICP-OES,
encontrdndose una recuperaciéon del 90% del Sr para concentraciones iguales o
menores a 30 mg L.

El i6n potasio (K™), corresponde a sales de muy alta solubilidad y dificiles
de precipitar. Las aguas dulces no suelen tener mas de 10 mg L™ y el agua de mar
alrededor de 400 mg L™ (Anaya y Martinez, 2009).

Su posible interferencia esta relacionada principalmente con su isétopo “°K
ya que, al igual que el *°Sr, este is6topo se desintegra emitiendo particulas beta.

Si tenemos en cuenta ademas que el potasio es uno de los elementos mas
abundantes en la naturaleza (2.59% de la corteza terrestre) es comprensible la
necesidad de eliminar y controlar su interferencia, tanto en el proceso de retencién
como en el proceso de deteccidn. El rango de concentracién analizada es de 50
mg L™ a 400 mgL™, en el que no se evidenci6é descenso en la recuperacion del Sr.
La fraccion correspondiente a la elucién del Sr fue debidamente analizada por

ICP-OES y no se encontr6 presencia de K en todo el perfil de elucion.
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La preparacion de la solucion madre del potasio fue a partir del cloruro de
potasio (KCI).

De forma natural los niveles de bario en el medio ambiente son muy bajos,
aunque en algunas muestras de suelo puede encontrarse un mayor contenido del
mismo. Sin embargo el **°Ba, en cuyo proceso de desintegracién también se
emiten particulas beta, es uno de los contaminantes radiactivos habitualmente
encontrados en las muestras ambientales. Se estudidé un rango de concentracion
comprendido entre 10 pygL™ y 100 uL™ comprobandose por ICP-OES que existe
una recuperacion por encima del 90% del Sr.

Las mayores concentraciones de plomo encontradas en el medio ambiente
son resultado fundamentalmente de la actividad humana. El ?*°Pb, is6topo de este
metal pesado, es también un emisor beta presente en muchas muestras
ambientales. Estudios preliminares sobre la selectividad de la resina han
demostrado que este metal afecta sensiblemente la capacidad de extraccion de
ésta, ocupando sitios activos de la resina lo que lo convierte en un potencial
interferente perjudicial a la hora de reutilizar la resina (TRISKEM International,
France).

El rango de concentracién de Pb estudiado fue de 5 pgL™ a 100 pgL™,
obteniéndose una recuperacion por encima del 90 % del Sr en todo el rango
estudiado. Es decir que, el plomo no resulté ser un elemento interferente en el
rango estudiado. Estos resultados concuerdan con estudios previos, ya que a la
concentracién que se produce la elucién (0.01 mol L™ del HNO3) se eluye sélo al

analito de interés.

5.5. Validacion del método y aplicacion a muestras de interés
ambiental

El método desarrollado fue evaluado en el analisis de diferentes muestras de
agua. Se analizaron las diferentes muestras (preparadas en HNO3 8 mol L™) con la

adicion de una concentracién conocida de estroncio (50 pug L) y sin ella. Los
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porcentajes de recuperacion del analito fueron en todos los casos satisfactorios
(tabla 17).

Para la determinacion de estroncio total, la elucion tomada del sistema
LOV, se llevé directamente al detector ICP-OES.

Es importante mencionar que los niveles normales de estroncio presentes
en agua potable pueden encontrarse por encima de 1 mg L™ (ATSDR, 2004) y
para agua de pozo se encuentran niveles normales de hasta 10 mg L™ (Dogramaci
y Herczeg, 2002; y Pennis, et al., 2006).

Tabla 17. Anélisis de muestras de agua por ICP-OES (estroncio total)

Sr Afladido Sr Encontrado

Muestra 1 1 Recuperacion (%)
(ug L) (Mg L)
) 0 708 +17
Agua de grifo 1
50 755+ 14 94
_ 0 416 £ 22
Agua de grifo 2
50 461 + 16 92
0 305+8
Agua de pozo
50 351+6 90

Los resultados son expresados con un valor medio + desviacion estandar (n=3).

Para el estudio de la presencia de “Sr en muestras ambientales se
tomaron diferentes muestras de agua (grifo, subterranea y marina) y se analizaron
sin fortificar. Luego, las muestras fueron fortificadas con una actividad de 0.050 bq
de %°Sr empleando para ello un patrén certificado por el CIEMAT y analizadas.

La fraccion eluida obtenida del sistema LOV se evapord bajo una lampara
de infrarrojos sobre una plancheta de acero y la actividad 3 total se determin6 en

un contador proporcional de bajo fondo. Se realizaron dos mediciones de las
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actividades totales de *°Sr-*°Y a dos tiempos distintos y posteriormente se aplicé
la ecuacion de Bateman para obtener la actividad total del *Sr. Por lo tanto, la
completa separacion del Sr de su hijo *°Y se demuestra aplicando los célculos
anteriormente mencionadas (Mateos, et al., 2003). Los resultados de los andlisis

realizados a muestras de agua se observan en la tabla 18.

Tabla 18. Anélisis de muestras de agua por un contador proporcional de bajo fondo (*°Sr)

05y gy
Muestra Agregado Encontrado Recuperacion (%)
(Ba) (Ba)
] 0 <MDA
Agua de Grifo
0.050 0.047 + 0.006 94
0 <MDA
Agua subterranea
0.050 0.050 £ 0.006 100
_ 0 <MDA
Agua Marina
0.050 0.046 + 0.006 94

Los resultados son expresados en actividad + la incertidumbre.

El procedimiento previo a la deteccién del Sr mediante contador
proporcional de bajo fondo, que consiste en la evaporacion de la fraccion eluida,
no permite la automatizacion completa del método propuesto. Sin embargo, la
labor del analista se facilita notablemente con la aplicacion de dicho sistema ya
gue al estar automatizada la etapa de separacion y pre-concentracion se reduce

notablemente el tiempo de analisis y mejora la seguridad del analista.
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5.6. Comparacién con trabajos previos basados en analisis en
flujo

Dentro de las técnicas de analisis en flujo que usan extraccién en fase solida, el
método propuesto es el segundo que permite la determinacién de estroncio
estable y radiactivo (Yamila, et al., 2004).

La cantidad de resina que se consume es similar (Yamila, et al., 2004; y
Grate, et al., 1996). e incluso hasta 3 (Grate, et al., 1999) veces menor que la
utilizada por los otros métodos propuestos, pudiendo reutilizarse hasta 30 veces
antes de que ésta pueda desecharse, presentando el doble de durabilidad que la
técnica SIA (Grate, et al., 1996), dependiendo del volumen de muestra empleado.

El limite de deteccion para estroncio total es hasta cinco veces menor que
el MSFIA propuesto (Yamila, et al., 2004). En el caso del *°Sr la actividad minima
detectable es casi la mitad del método del MSFIA y es entre 436 (Grate, et al.,
1996) y 695 (Grate, et al., 1999) veces menor que los métodos restantes.

A demas, el sistema LOV propuesto ofrece la ventaja de renovar la resina
de extraccion en fase solida de forma automatica, ventaja no presente en los
métodos anteriores, permitiendo reducir el posible error que pueda atribuirse al
manejo de reactivos por parte del analista y el poder salvaguardar la integridad del
mismo, lo que resulta en una mayor reproducibilidad y repetibilidad. También vale
la pena destacar que el volumen de muestra necesario es bastante bajo, similar al
volumen utilizado en los métodos aplicados a los residuos de centrales nucleares.

La tabla 19 resume los parametros analiticos comparados.
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Tabla 19. Comparacién con trabajos previos basados en analisis en flujo

o . . Durabilidad Volumen Limite de deteccién
Técnica Inyecciones Resina

delaresina de muestra Ref.
H * 90, -1
deflujo porhora usada(g) (inyecciones) (mL) Sr(Bq) Sr(pgL”)
SIA 15 0.1155 15 0.1° 2.62 NA Grate, et al, 1996.
SIA 2.7 0.2739 30 0.1° 4.17 NA Grate, et al, 1999
MSFIA 2 0.1 30 2 0.01 10 Yamila, et al, 2004
LOV 3-5° 0.11 30 0.1-8° 0.006 1.8 Propuesto

* Sr-Resina por Triskem International, France (antes Eichrom); # dependiendo del volumen
de muestra a pre-concentrar; ° Desperdicios de una planta nuclear; °© Permite
preconcentrar hasta 8 mL.

5.6.1.Analisis economico del método propuesto

Por medio de este andlisis se pretende demostrar la ventaja econémica que
presenta el método LOV propuesto, en lo que se refiere a la cantidad de reactivos
y resina empleados asi como su correspondiente costo monetario, con respecto a
los métodos anteriores citados.

Para simular un analisis econdmico, se toman las siguientes
consideraciones:

El precio de la resina Sr, en una presentacion de 25 g (tamafio de particula de 50
a 100 um) es de unos 400 euros, es decir aproximadamente 7500 pesos.

El 4cido nitrico (60%), una densidad de 1.37 g mL™, en una presentacién en
botella de 1 litro tiene un costo de 60 euros, es decir aproximadamente 1125
pesos.

Los costos estan reflejados por analisis o ensayo, se consideran las veces
en que la resina puede ser reutilizada, la cantidad de resina empleada, asi como
también la cantidad de acido nitrico requerida para la preparacion de los reactivos
en las diferentes concentraciones segun la etapa de extraccién de cada uno de los

métodos comparados.
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En la tabla 20 se muestran los subtotales correspondientes al costo por
ensayo tanto del uso de resina como del uso del reactivo acido nitrico al 60%, y en
la dltima fila se despliegan los costos totales.

Tabla 20. Comparacién de costos con trabajos previos basados en andlisis en flujo

SIA SIA MSFIA LoV
Resina (g) 0.12 0.27 0.1 0.11
Durabilidad resina
15 30 30 30
(# ensayos)
Durabilidad tarro
3125 2778 7500 6818
(# ensayos)
Subtotal costo
2.4 2.7 1.0 1.1
resina ($)
HNO; 8 mol L™
7 7 5 2.5
(mL)
HNO; 0.05 mol L™*
- 7 6 -
(mL)
HNO; 0.01 mol L™
-- -- -- 5.125
(mL)
Total HNO; 60 %
4.3 4 3.12 2
consumidos (mL)
Subtotal costo
4.83 4.87 3.51 1.69
HNO; ($)
Total ($) 7.23 7.57 4.51 2.79
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CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES
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El sistema LOV desarrollado se aplicd con éxito para la determinacion de Sr total
por ICP-OES y para las actividades del °*Sr mediante un contador proporcional de

bajo fondo en muestras de agua.

Con el método propuesto es posible analizar Sr total y *°Sr en agua potable,
alcanzando los niveles de referencia establecidos por la ATSDR y la OMS.
Ademas, el sistema desarrollado ofrece una alta precision (1.2 %) vy
reproducibilidad (2.6%).

Se logré6 mejorar el limite de deteccion (1.8 pgL™) y la actividad minima
detectable (0.006 Bq) en la determinacién de Sr total y *°Sr en relacién a los

trabajos publicados anteriormente.

El reemplazo de la resina es totalmente automatico, y aunado a la pequefia
cantidad de resina empleada (0.11 g) y a su larga duraciéon (30 inyecciones), se

reduce el costo del andlisis.

Como se trata de un sistema miniaturizado, se minimiza no solo la cantidad
de resina empleada, sino también el volumen de muestra y del resto de los

reactivos.

La técnica LOV propuesta para la determinacién de Sr total y *°Sr,
automatiza las operaciones de introduccion y pre-tratamiento de la muestra
(separacion y preconcentracién), minimizando la intervencién del analista, lo que

aumenta la seguridad en la manipulacién de isétopos radiactivos.
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Recomendaciones

Para evitar la contaminacion o el efecto memoria de muestras anteriores, es
importante conocer el volumen de liquido que puede contener cada tuberia que
conecta los recipientes al sistema, de esta manera, cuando exista un cambio de
muestra se tomard la cantidad apropiada de liquido, dispensando al desagle el

doble de ese volumen para asegurar la limpieza de la tuberia.

Se sugiere acoplar el sistema LOV con el detector ICP-OES, para poder lograr la

completa automatizacién en la determinacién de estroncio total.

Para ampliar el uso del sistema LOV se recomienda verificar el supuesto de
aplicacién a muestras solidas, previa digestion de las mismas. Ademas se sugiere
adaptar el sistema LOV de separacion y pre-concentracion para la determinaciéon

de otros analitos mediante el uso de resinas de extraccion especificas.
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A

Accidente Acontecimiento imprevisto que provoca dafios a una instalaciéon o una
perturbacion para su buena marcha y que puede implicar, para una o mas

personas, recibir una dosis superior a los limites establecidos. (Véase incidente).

Actividad Magnitud fisica que mide el nUmero de transformaciones espontaneas
(ver radiactividad) ocurridas en una sustancia por unidad de tiempo. La unidad es

el becquerel (BQ).

Agencia de Proteccién Ambiental Agencia del gobierno federal de Estados

Unidos encargada de proteger la salud humana y proteger el medio ambiente:

aire, agua y suelo.

Agencia para las Sustancias Toxicas v el Reqgistro de Enfermedades Es una

agencia del Departamento Estadounidense de Salud y Servicios Sociales cuyo
cometido es la evaluacion de los riesgos que sobre la salud se derivan de los
depositos de residuos peligrosos incluidos en la Lista Nacional de Prioridades de
la Agencia de Proteccion Ambiental.

Alcalinotérreos Grupo de elementos que se encuentran situados en el grupo 2

de la tabla periddica.

Analito Especie presente en una muestra de la cual se busca informacion

analitica.

Anodo Electrodo de una celda electroquimica en el que se lleva a cabo la

oxidacion.

Atomizacion Proceso por el cual se genera un gas de atomos al aplicar energia a

una muestra.

Autoabsorcidon Proceso en el cual las moléculas de analito absorben la radiacion

emitida por otras moléculas de analito.
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B

Bequerelio, Bg Unidad derivada del Sistema Internacional de Unidades que

mide la actividad radiactiva. Equivale a una desintegracion nuclear por segundo.

La unidad de Bq es por consiguiente inversa al segundo.

Blindaje (biolégico) Material que se interpone entre una fuente de radiacion y las

personas para atenuar el namero de particulas y radiaciones, y prevenir que

dichas radiaciones produzcan dafio a las personas.

C

Cadena de desintegracion Serie de radionucleidos en la que cada miembro se

transforma en el siguiente mediante desintegracion radiactiva, hasta llegar

finalmente a un nucleo estable.

Campo eléctrico Campo fisico formado por la influencia que ejercen las cargas

eléctricas sobre una region definida.

Cétodo Electrodo de una celda electroquimica en el que se realiza la reduccion.

Centigramo, cg 1x107?g.

CIEMAT Centro de Investigaciones Energéticas, Medioambientales vy

Tecnologicas. Organismo Publico de Investigacion de excelencia en materias de
energia y de medio ambiente, asi como en mdltiples tecnologias de vanguardia y

en diversas areas de investigacion basica. Gobierno Espafiol.

Condensador_Dispositivo empleado para almacenar cargas eléctricas.

Contaminacion radiactiva Presencia indeseable de sustancias radiactivas en

seres vivos, objetos o en el medio ambiente. Se habla descontaminacion
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superficial (si afecta a la superficie de los objetos), contaminacién externa (piel de

las personas) o contaminacion interna (érganos internos de personas).

Corriente eléctrica Movimiento caracteristico de los electrones a través de un

conductor.

Coulomb, C Unidad derivada del sistema internacional para la medida de la

magnitud fisica cantidad de electricidad (carga eléctrica). Nombrada en honor del

fisico francés Charles-Augustin de Coulomb.

Cromatografia Término que aplica a los métodos de separacion que se basan en

el reparto de las especies de analito entre una fase estacionaria y una movil.

Curio Antigua unidad de actividad, no perteneciente al Sistema Internacional de
Unidades, que ha sido sustituida por el becquerel (Bq) y cuya equivalencia es: 1 Ci
= 3,7 E+10 Bq.

|w)

Decigramo, dg 1x10g.

Desviacion estandar relativa Desviacion estandar dividida entre el valor de la

media de un conjunto de datos. Cuando la desviacion estandar relativa se expresa

como porcentaje, se le conoce como coeficiente de variacion.

Detector Dispositivo que responde a cierta caracteristica del sistema que esta
sujeto a observacion y convierte esa respuesta en una sefial susceptible de

medirse.

Determinaciéon _blanco Proceso en que se efectian todos los pasos de un

analisis sin la muestra. Se utiliza para detectar y compensar los errores

sistematicos en un analisis.
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Diferencia de potencial Entre dos puntos A y B es igual al trabajo por unidad de

carga positiva que realizan las fuerzas eléctricas al mover una carga de prueba
desde el punto A al B.

Digestién Procedimiento para mantener sin agitar una mezcla de precipitado
recién formado y la disolucion de la cual se formé a temperaturas por debajo de la

ebullicion. Esto conduce a aumentar la pureza y mejorar el tamafio de particula.

Disociacién Separacion de iones o moléculas de una sustancia; suele generar

dos entidades mas simples.

Disolucion patron Disolucion en la cual se conoce la concentracion de un soluto

con mucha fiabilidad.

Im

Electron Particula elemental estable que forma parte de la region mas externa
(corteza) de los atomos y que tiene la carga negativa mas pequefia conocida. Esta
carga, que se toma en fisica como unidad, vale 1,602 E-19 culombios. Su masa en

reposo es 1836,2 veces menor que la del protén.

Electréon-voltio (eV) Energia cinética que adquiere un electrén al atravesar en el

vacio una diferencia de potencial de un voltio. Equivale a 1,602 E-19 julios.

Eluyente Fase movil que se emplea en cromatografia para transportar solutos a

través de una fase estacionaria.

Equilibrio secular Equilibrio radiactivo en el que la relacion de actividades de los

nucleidos de una cadena de desintegracion es igual a la unidad. Para que exista
es necesario que el periodo de semidesintegracién del primer miembro de la

cadena (precursor) sea muy grande.

Error Diferencia entre una medida experimental y su valor aceptado.
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Error absoluto Medida exacta que se basa en la diferencia numérica entre una

medida experimental y su valor verdadero (o aceptado).

Error_aleatorio Incertidumbre debida a la operacidon de pequefias variables no

controladas que son inevitables cuando los sistemas de medida se utilizan en y

mas alla de sus limites.

Error relativo Error en una medida dividido entre el valor verdadero (o aceptado)

para la medida. A menudo se expresa como porcentaje.

Error sistematico Errores que tienen un origen conocido, alteran las medidas en

una y solo una formay, en principio, pueden ser explicados. También se denomina

error determinado o sesgo.

Espectro de emision Conjunto de lineas espectrales o bandas que se observan

cuando las especies en estado excitado se relajan liberando el exceso de energia

como radiacién electromagnética.

Espectro electromagnético Gréfico de la potencia o intensidad de la radiacion

electromagnética en funcion de la longitud de onda o de la frecuencia.

Espectrometria_ de masas Método que se basa en formar iones en la fase

gaseosa y separarlos segun la proporcién entre masa y carga.

Espectrémetro Instrumento equipado con un monocromador o un policromador,

un fotodetector y una lectura electronica para mostrar un nimero que es

proporcional a la intensidad de la banda espectral aislada.

Espectroscopia Término general empleado para describir técnicas que se basan

en la medida de absorcién, emision o fluorescencia de la radiacion
electromagnética.

Espectroscopia de absorcion atbmica Método analitico basado en la absorcion

de luz que experimenta una mezcla gaseosa de atomos que se forman en una

llama, horno o en una celda de vapor frio.
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Espectroscopia de emision atomica Meétodo analitico que se apoya en la

emision de luz que experimentan los &tomos excitados en una flama, un horno, un

plasma inductivamente acoplado o un arco eléctrico o una chispa.

Espectroscopia de fluorescencia atémica Método analitico que se basa en la

radiacion fluorescente producida al excitar un vapor atomico por medio de un haz

de radiacion electromagnética.

Espectroscopia de plasma acoplado_inductivamente (ICP) Método en el que

se emplea un plasma de argén, formado por absorciébn de radiacion de
radiofrecuencia, a fin de atomizar una muestra para espectroscopia de emision

atomica.

Estado de oxidacion Numero de cargas que tendria un atomo en una molécula

(o en un compuesto i6nico) si los electrones fueran transferidos completamente.

Estado excitado Estado de un atomo o de un nucleo cuya energia es mayor que

la energia minima, que es la que corresponde al estado fundamental.

Estado fundamental Estado de energia mas bajo de un &tomo o molécula.

Estandares de referencia  Materiales complejos que se han analizado

exhaustivamente. El National Institute of Standars and Technology es la fuente

primaria de estos estandares.

Exactitud Diferencia numérica entre un resultado analitico y su valor verdadero o
aceptado para la cantidad medida; esta concordancia se mide en términos de

error.

Excitacibn Promocién de un atomo, i6n o molécula a un estado de mayor

energia.

106



Glosario

E

Fisién nuclear Proceso en el que un nucleo pesado (con niumero de masa > 200)

se divide para formar nucleos mas pequefios de masa intermedia y uno 0 mas

neutrones.

Fondo radiactivo natural Conjunto de radiaciones ionizantes que existen en el

medio ambiente de forma natural y que provienen de fuentes cdsmicas o

radiactivas terrestres.

Fotén Paquete de energia de la radiacién electromagnética; también se conoce

como cuanto.

Fuente (de radiacién) Aparato o sustancia capaz de emitir radiaciones

ionizantes.

Fusidn nuclear Reaccion entre nucleos de atomos ligeros que conduce a la

formacion de un ndcleo mas pesado que los iniciales, acompafiada de la emisiéon

de particulas elementales y de energia.

(@)

Gramo,g 1g.

Gray, Gy Unidad de la dosis absorbida en el Sistema Internacional de Unidades;

es igual a un julio por kilogramo (J/kg).

H

Hijo Nucleido que se genera en una desintegracion radiactiva.(Véase "Padre").
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Incidente Acontecimiento imprevisto que implica proximidad a la situacion de
accidente y que tiene escasa trascendencia, si tiene alguna, fuera del

emplazamiento de la instalacion. (Véase "Accidente").

In-line Cuando se ha logrado la automatizacibn completa en un sistema de

analisis, eliminando por completo la participacion del usuario.

Interferencias Especies que influyen en la sefial en que se basa un andlisis.

Intervalo de confianza Limites definidos para el valor experimental dentro de los

cuales, con una probabilidad dada, debera encontrarse el valor verdadero.

lon Atomo o grupo de atomos que, por pérdida o ganancia de uno o mas

electrones, ha adquirido carga eléctrica.

Irradiacion Accion de someter un material o un ser vivo a la accion de las

radiaciones.

Isotopo Atomos que tienen el mismo nimero atémico, pero diferentes nimeros

de masa.

Isotopo radiactivo Son isotopos que tienen un nucleo atomico inestable (por el

balance entre neutrones y protones) y emiten energia y particulas cuando cambia

de esta forma a una mas estable.

J

Julio J unidad derivada del Sistema Internacional utilizada para medir energia,

trabajo y calor.
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=<

Kilogramo kg 1x10°g.

L

Limite de deteccién Cantidad minima de analito que puede medir un método o

sistema.

Longitud de onda, de la radiacion electromagnética Distancia entre maximos o

minimos sucesivos de una onda electromagnética.

M

Material radiactivo Segun la legislacion espafiola, cualquier material que

contiene sustancias que emiten radiaciones ionizantes. Segun esta definicion toda
sustancia, incluido el ser humano, es material radiactivo ya que toda sustancia
existente contiene isétopos radiactivos. Ello no quiere decir que la existencia de
esta radiactividad requiera la adopcion de algun tipo de medidas de proteccién
radiologica. Cuando se quiere expresar que un material radiactivo contiene
radiactividad en una proporcién tal que pueda ser necesaria la adopcion de algun

tipo de medida de cautela, el término utilizado es el de "sustancia radiactiva”.

Matriz de la muestra Se refiere al medio que contiene al analito.

Método de las adiciones estandar Método para determinar la concentracion de

un analito en una disolucion. A la disolucién de la muestra se le afiade pequefios
incrementos conocidos del analito y las lecturas del instrumento se registran
después de una o mas adiciones. El método permite compensar las interferencias
debidas a la matriz.

Microgramo, pg 1x10°g.
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Miligramo, mg 1x103g.

Mol Cantidad de sustancia contenida en 6.022 x 10?® particulas de esa sustancia.

Molaridad, M Numero de moles de una especie contenido en un litro de

disolucién o el numero de milimoles contenido en un mililitro.

Muestras repetidas Porciones de un material de aproximadamente el mismo

tamano que se someten a un analisis al mismo tiempo y en la misma forma.

Muestreo Procedimiento para obtener una pequefia parte de material y cuya

composicidn es representativa del total del material del cual se tomo.

N

Nanogramo, ng 1x107g.

Neutrén Particula elemental sin carga eléctrica que forma parte del nucleo de los

atomos; su masa es de 1,00136 veces la del protén.

(@)

Off-line _Cuando la automatizacién en un sistema de andlisis, se ve interrumpida

por la participacion del usuario.

Organizacién Mundial de la Salud (OMS) Organismo de la Organizacién de las

Naciones Unidas (ONU) especializado en gestionar politicas de prevencion,

promocion e intervencion en salud a nivel mundial.

P

Padre En una desintegracion, nucleido que se desintegra; en una cadena de

desintegracion primer nucleido de la cadena. (Véase "Hijo").
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Partes por millén Forma conveniente de expresar la concentraciéon de una

especie de soluto que se encuentra en cantidades de trazas. Para disoluciones

acuosas diluidas, ppm es sinébnimo de mg de soluto en un litro de disolucion.

Particula alfa Nucleo de Helio-4 emitido en el transcurso de una desintegracion

nuclear. Por extension, toda agrupacion de dos protones y dos neutrones.
Particula beta Electron, positivo o negativo, emitido en la desintegracién de un

nulcleo atémico.

Picogramo, pg 1x10*g.

Precision Medida de la concordancia interna entre un conjunto de observaciones

repetidas.

Proteccion radioldgica Conjunto de normas y practicas que se utilizan para

prevenir los riesgos de la recepcion de dosis de radiacion y, en su caso, paliar y
solucionar sus efectos. (Véase "Seguridad nuclear").

Protén Particula elemental cuya carga eléctrica es positiva e igual a la del
electron y cuya masa es 1,67 E-27 g. Se encuentra en el nlcleo de los &tomos.

R

Rad Unidad antigua de dosis absorbida: 1 rad (rd) = 0,01 J/kg. La unidad usada

actualmente, en el Sistema Internacional de Unidades es el gray: 1 gray = 100 rad.

Radiacién electromagnética Forma de energia con propiedades que se pueden

describir en términos de ondas o de particulas de fotones, seguin sea el método de

observacion empleado.

Radiactividad Proceso natural y espontaneo por el cual los atomos inestables de

un elemento emiten o irradian el exceso de energia de su nucleo y, asi, cambian
(o decaen) a atomos de un elemento diferente o a un estado de energia menor del

mismo elemento.
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Rayos gamma Radiacion electromagnética producida en el fenomeno de

desintegracion radiactiva. Su longitud de onda es menor que la de los rayos X, por

lo que es una radiacion extraordinariamente penetrante.

Rayos X Radiacion electromagnética producida en las transiciones de electrones
de los niveles mas profundos. Su longitud de onda es menor que la de los rayos

ultravioleta y mayor que la de los rayos gamma.

Reactor nuclear Instalacion en la que puede iniciarse, mantenerse y controlarse

una reaccion nuclear en cadena. El reactor (nuclear) de agua a presion es un
reactor refrigerado con agua natural a una presion superior a la de saturacion, a fin
de impedir su ebullicion. El reactor de agua en ebullicion es un reactor refrigerado
con agua natural, la cual se deja que hierva en el nucleo en una cantidad

considerable.

REM Antigua unidad de dosis equivalente y de dosis efectiva. 1 rem = 0,01 J/kg.
En el sistema Internacional de Unidades ha sido sustituido por el Sievert: 1 Sv =
100 rem.

Resina de intercambio idénico Polimero de peso molecular elevado al cual se le

han ligado numerosos grupos funcionales acidos o basicos. Las resinas catddicas
permiten intercambiar iones hidrogeno por cationes de una disolucion; las resinas

anddicas reemplazan iones hidréxido por aniones.

S

Sequridad nuclear Conjunto de normas y practicas que se utilizan para la

ubicacion, el proyecto, control y funcionamiento de instalaciones nucleares o

radiactivas sin riesgo indebido.
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Semivida Elperiodo de  semidesintegracion, también llamado vida
mitad, semivida, hemivida o simplemente periodo, es el lapso necesario para que
se desintegren la mitad de los nicleos de una muestra inicial de una

sustancia radiactiva. Se representa con el simbolo ty,.

Serie_radiactiva Cadena de radionucleidos en las que cada miembro se

transforma en el siguiente mediante desintegracion radiactiva, hasta llegar

finalmente a un nucleido estable.

Sievert Sv Unidad de la dosis equivalente y de la dosis efectiva en el Sistema
Internacional de Unidades: 1 Sv = 1 J/kg. La unidad antigua es el REM. 1Sv = 100
REM.

I—

Tasa (de _exposicion, de dosis, etc.) Para cada magnitud, relacion entre el

incremento que ésta experimenta y el intervalo de tiempo en que se ha producido
dicho incremento. La tasa de desintegracion se mide en desintegraciones por
segundo (dps); la de exposicién en roentgen por hora (R/h); la de dosis absorbida
en gray por hora; la de dosis equivalente y dosis efectiva en sievert por hora (Sv/h)

o sievert por afo (Sv/a); etc.

Titulacion quimica Es un proceso por el que se mide la cantidad o la

concentracion de una sustancia en una muestra. Puede ser de varios tipos y

también se llama andlisis volumétrico.

v

Vida media Es el promedio de vida de un ndcleo antes de desintegrarse. Se

representa con la letra griega t (Tau).
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Anovel lab-on-valve system has been developed for strontium determination in environmental samples.
Miniaturized lab-on-valve system potentially offers facilities to allow any kind of chemical and physical
processes, including fluidic and microcarrier bead control, homogenous reaction and liquid-solid inter-
action. A rapid, inexpensive and fully automated method for the separation and preconcentration of total
and radioactive strontium, using a solid phase extraction material (Sr-Resin), has been developed. Total
strontium concentrations are determined by ICP-OES and °Sr activities by a low background propor-
tional counter. The method has been successfully applied to different water samples of environmental
interest. The proposed system offers minimization of sample handling, drastic reduction of reagent vol-
ume, improvement of the reproducibility and sample throughput and attains a significant decrease of

both time and cost per analysis. The LLD of the total Sr reached is 1.8 ng and the minimum detectable
activity for °Sr is 0.008 Bq. The repeatability of the separation procedure is 1.2% (n=10).
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1. Introduction

Strontium has four stable isotopes and several that are
radioactive. The most significant strontium radioisotopes in the
environment are 89Sr and 90Sr (beta emitters), because both are
fission products with longer half-lives than the other radioiso-
topes. The main source of radiostrontium in the environment was
atmospheric nuclear weapons testing. Strontium isotopes have bio-
logical significance because they are alkaline earth metals, and
chemical analogs of calcium. Therefore, strontium can replace cal-
cium in the biosphere and, through the food chain, reach humans,
in whom it has a long residence time [1]. Thus, once strontium
is assimilated, it is mainly accumulated in the bones. Stable and
radioactive isotopes have been the subject of many investigations
related to the treatment of bones [2], forensic science [3], arche-
ology [4], the understanding of marine life [5] and cancer studies
since radiostrontium damages the genetic material (DNA) [6], so
its determination is of great interest not only in environmental
samples but also in many other areas of knowledge.

In order to reduce the risk in the manipulation of radioiso-
topes in environmental samples, to improve the analysis time
and to decrease the sample and reagent consumption, and so the

* Corresponding author.
E-mail address: luz.leal@cimav.edu.mx (L.O. Leal).

0039-9140/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
doi:10.1016/j.talanta.2011.11.042

radioactive waste generation, flow-analysis techniques have been
widely and successfully applied to determine radioactive elements
[7]. The combination of classical methods with modern instru-
mentation makes possible the total or partial automation of many
conventional analytical methods in the radiochemical field, which,
in practice, leads to simplicity, reliability and an improvement of
the safety of the analyst. In particular, lab-on-valve (LOV) [8,9]
brings to flow-based analysis the third generation, which signifi-
cantly facilitates integration of various analytical units in the valve
and provides great potential for miniaturization of the entire instru-
mentation. Moreover, its flexible fluid manipulation is suitable for
delivering beads in flow-based manifolds (i.e. precise fluid manip-
ulation by the LOV system and the channel configuration also make
it a powerful platform for bead injection (BI)). In combination with
the renewable surface concept, Bl has been widely exploited for
separation and preconcentration of analytes in the presence of
complex matrix components [8]. Most importantly, the automated
transport of solid materials in such a system allows their renewal
at will and thus provides a high degree of repeatability.

The inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(ICP-OES) technique which offers fast multi-elemental analysis suf-
fers from a poor sensitivity, because the concentration of some
metals in environmental samples is below the detection limit of
ICP-OES. To solve this problem, preconcentration separation pro-
cedures have been proposed [10]. ICP-OES is a detection technique
that allows measuring total strontium (stable and radioactive) and
possible interfering metals, being a useful screening tool.
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Sr Resin

HNO, 0.01 M
a) ICP-OES

Autosampler

b) LBPC

Fig. 1. Lab-on-valve system for strontium isolation and preconcentration: (a) ICP-OES total Sr determination and (b) low background proportional counter (LBPC) 9Sr
determination. S, syringe; LOV, lab-on-valve; HC, holding coil; V, solenoid valve; C, column; CC, central conduit; W, waste.

Low background proportional counters are an excellent detec-
tion technique for radioactive isotopes of strontium. However, this
technique is rarely used for direct radiometric detection of beta
emitters, because of its low capacity to discriminate between dif-
ferent beta particles. Since, beta particles from a single isotope are
emitted with a range of energies, giving a spectrum that overlaps
with those of other beta-emitting radioisotopes. So, beta emitters
normally have to be previously isolated [7].

Solid phase extraction (SPE) is a widely used technique for the
isolation and preconcentration of compounds or species from liquid
samples, due to the short time required for extraction and the ease
of handling [11]. Sr-Resin was selected as solid phase extraction
material in the present work, since this resin is a high selective
chromatographic material for Sr. Strontium extraction mechanism
is based on nitrate complex formation.

Thus, the main aim of this work was the development of a rapid,
selective, sensitive and automated method for the separation and
preconcentration of total and radioactive strontium. Therefore, in
this paper, a LOV system exploiting a solid phase extraction mate-
rial (Sr-Resin) is presented.

2. Experimental
2.1. Reagents and standard solutions

All solutions were prepared from analytical grade reagents with
Millipore quality water. Stock strontium standard solutions were
prepared from Sr(NOs3), 99%, Merck by appropriate dilution with
8 molL-! HNOs.

Reagents and materials included HNO5 65% Scharlau (Barcelona,
Spain), 203.1+0.3Bqg™! 99Sr/?0Y in equilibrium secular, pre-
pared in 1molL-1 HCI, certified by CIEMAT (Madrid, Spain,
ref.1375/85298/99/MRI9ING66). Sr-Resin 50-100 pm from Triskem
Industries (France) and glass fiber prefilters from Millipore (Madrid,
Spain).

All glassware were carefully cleaned, soaked in 10% (v/v) HNO3
during 24 h and rinsed with Millipore water.

2.2. Samples

All water samples, mineral water, tap water, well water and
seawater, were prepared in a final solution of 8 molL-1 HNOs.
Groundwater and seawater were filtered through a membrane of
0.45 pm.

2.3. Manifold and software

The LOV system used is shown in Fig. 1. The LOV microconduit
(Sciware, Palma de Mallorca, Spain), fabricated from methacrylate
encompassing ten integrated microchannels (1.5 mm i.d./16.0 mm
length, excepting the bead column channel made of 3.2 mm i.d.),
was mounted atop of a ten-port multiposition selection valve (Cri-
son Instruments, Barcelona, Spain).

The central port of the valve in the LOV system was connected
to a 10 mL glass syringe (Hamilton, Switzerland) via a holding coil.
The extraction system is a column located at the channel 3 of the
LOV. The column is packed with 0.11g of Sr-Resin (particle size
50-100 wm), achieving an adequate compaction grade to avoid
overpressures in the system. To contain the sorbent within the cav-
ity of the LOV module and prevent it from escaping, the outlet of
the column was furnished with a glass fiber prefilter (Millipore)
retaining the beads while allowing the solution to flow freely. The
suspension of extraction chromatographic resin was contained in a
5 mL plastic syringe, which was mounted vertically on port 6 of the
integrated microsystem. Peripheral port configuration was: port 2
(8 molL-1 HNO3), port 4 (0.01 molL~! HNOs), port 1 (sample) and
port 10 (waste).

Port 3 is connected to a solenoid commutation valve V (MTV-
3-N 1/4 UKG; Takasago, Japan) which helps drive the flow in the
desired way (on: in line flow to sample collector; off: to waste).

The glass syringe is used as liquid driver and is mounted in a mul-
tisyringe burette (BU4S; Crison Instruments, Barcelona, Spain) with
programmable flow rates. The syringe has a three-way solenoid
valve (N-Research, Caldwell, NJ, USA) at the head, which facilitates
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nal diameter PTFE tubing, corresponding to a volume of 8.5 mL. All
connections are made by means of PVDF connectors.

The method and all instruments used to perform the extraction
are automatically controlled by the software package AutoAnaly-
sis 5.0 (Sciware, Palma de Mallorca, Spain)! [12]. The distinctive
feature of this software based on dynamic link libraries (DLLs) at
32 bits is the possibility of using a single and versatile application
without further modification for whatever instrumentation and
detection system needed. It involves a basic protocol which allows
the implementation of specific and individual DLLs, addressing the
configuration of the assembled flow analyzer.

The detectors used in this work were an inductively coupled
plasma optical emission spectrometer (ICP-OES, Optima 5300 DV,
Perkin Elmer® Inc.) equipped with a Gem Tip Cross-flow pneumatic
nebulizer (Waltham, MA, USA) and a low background propor-
tional counter (Tennelec LB 4100) equipped with eight detectors,
for total and radioactive strontium, respectively. Determination of
total strontium was carried out by ICP-OES using next instrumental
operating conditions: RF generator power 1300 W, frequency of RF
generator 40 MHz, plasma argon flow 15Lmin~!, nebulizer argon
flow 0.8 Lmin~!, auxiliary argon flow 0.5 Lmin~!, integration time
5sand aspiration rate 1.5 mLmin~!. Wavelength (nm) for intensity
measurements was 407.7 nm. All measurements were run in tripli-
cate. While for the measurement of radioactive strontium a voltage
of 1600 volt and a counting time of 1000 min were used.

2.4. Column conditioning

The extractant of the Sr-Resin is a crown-ether (4,4'(5')-di-t-
butylcyclohexano-18-crown-6) diluted in octanol [13,14]. It forms
nitrate complexes with strontium. The formation of these com-
plexes depends on the concentration of nitrate in the sample
solution. The functionality of this resin has allowed its application
toisolate and preconcentrate strontium in a variety of systems[15].

The resin needs to be conditioned with nitric acid of the same
concentration as the sample medium. Optimal acid concentration
for the retention of strontium is 8 mol L~!, according to a previous
work [16] and specifications of the manufacturer [15]. Thus, the
resin is left at the syringe mounted as a bead reservoir in port 6
of the LOV with 8 molL~! HNOs solution. Once the resin is ready,
on-column extraction and isolation of strontium are carried out
automatically, ensuring high repeatability between replicates.

2.5. Analytical procedure

The complete operational sequence for strontium isolation and
preconcentration is listed in Table 1, and summarized as follows:

1. Load of resin: the column is automatically loaded with resin.
First, resin is loaded into the HC from the resin reservoir (port 6)
which contains a saturated solution of the resin and dispensed
at port 3 with V-off (to waste) to fill the column.

2. Conditioning of Sr-Resin: the CCis connected to port 2 to aspirate
2mL of 8molL~! HNO; into the HC. Then it moves to port 3
and the HNOs is propelled toward the column at a flow rate of
2mLmin~!. V is deactivated (V-off, to waste).

1 The software used in this work can be obtained on request. http://www.sciware-
sl.com/.

Resin loading

(a) Loading beads into HC 5 6 Off
(b) Filling the column 2 3 Off
Conditioning of Sr-Resin
(a) Loading 2 mL of 8 mol L-! 5 2 off
HNO; into HC
(b) Rinsing 2 mL on the column 2 3 Off
Sample loading
(a) Loading X mL sample into HC 5 1 Off
(b) Rinsing XmL on the column 0.6 3 Off
Elimination of interferences
(a) Loading 0.5 mL of 8 mol L~! 5 2 Off
HNO;3 into HC
(b) Rinsing 0.5 mL on the column 2 3 Off
Elution of strontium
(a) Loading 5.125 mL of 5 4 Off
0.01 molL~! into HC
(b) Rinsing on the column 2 3 On
Change of sample
(a) Loading 1 mL of new sample 5 1 Off
into HC
(b) Discarding 2 mL to the waste 5 10 Off

Beads replacing

(a) Loading old beads into HC 5 3 Off
(b) Discarding old beads 5 10 Off
(c) Loading new beads into HC 5 6 Off
(d) Filling the column 2 3 Off

3. Sample loading: once the column is ready, XmL of standard or
sample (port 1) is dispensed toward the column (port 3) at a flow
rate of 0.6 mLmin~—"'.

4. Elimination of interferences: the CC is connected to port 2 to
aspirate 0.5 mL of 8 mol L-! HNOs into the HC. Then it moves to
port 3 and the HNOj is propelled toward the column at a flow
rate of 2mLmin—1.

5. Elution of Sr: at this point all the strontium retained on the
column is eluted. 5.125mL of 0.01 molL~! HNO; (port 4) are
loaded into the HC and V is activated (V-on) to propel the eluent
(5.125mL of 0.01 mol L-1 HNO3) through the column (port 3) at
a flow rate of 2mLmin~1,

6. Change of sample: in order to avoid memory effects, 1 mL of the
new sample is aspirated (port 1), and 2 mL are discarded toward
waste (port 10).

7. Change of the resin: applicable when required depending on the
sample matrix. The column is regenerated by replacing the resin
automatically. First, the old resin is loaded into the HC and sent
to waste (port 10), then new resin is loaded into the HC from
the resin reservoir (port 6) which contains a saturated solution
of the resin and dispensed at port 3 with V-off (to waste) to fill
the column.

3. Results and discussion
3.1. Flow system set-up

Some advantages of this “lab-on-valve” system are compactness
and the permanent rigid position of the sample processing channels
that ensure repeatability of microfluidic manipulations. The LOV
system has a glass syringe for driving fluids. A three-way solenoid
valve s placed at the head of the syringe, allowing load and dispense
of solutions due to its bidirectional operation. The external solenoid
valve directs the liquid to the collector (on position) or to the waste
bottle (off position), with great precision and reproducibility. This
allows drastic reduction of reagents consumption, waste genera-
tion, reduction of resin consumption and time saving in relation to
manual methodologies, whose operations can last days against an
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injection frequency of 3-5injection h~1, depending on the sample
volume. Besides, the proposed LOV system is able to renew the solid
phase extraction at will in a fully automated way, without requir-
ing the analyst intervention, resulting in higher reproducibility and
repeatability.

Regarding detectors, on the one hand, in this work, the ICP-OES
is used as an screening tool for total Sr determination in environ-
mental samples, which allows to find out quickly the existence
and content of total Sr, avoiding unnecessary and time consum-
ing operations when not required. On the other hand, in order to
obtain specifically the activity of %OSr a low background propor-
tional counter is used after the separation procedure, the eluted
fraction is evaporated over a stainless-steel planchet, for further
determination of 0Sr beta activity.

3.2. Optimal working conditions

In order to find the best operational conditions for separation
and preconcentration of ultra-trace levels of strontium with the
proposed LOV system, optimization steps were performed using
multivariate techniques.

The optimization was carried out with the statistical software
Minitab® 15. All measurements in the experimental design were
made for total strontium by ICP-OES.

The optimization methodology started with a screening to study
the independent variables and their possible interactions by a
full factorial design [17]. In all cases, three center points were
included, to identify any irregularities, such as loss of linearity in
the center of the interval. The independent factors studied were:
eluent volume (1-6 mL), eluent concentration (0.01-0.05 molL~1)
and elution flow rate (0.6-2mLmin~1). Results showed that the
curvature and two of the three variables studied, volume and con-
centration of the eluent, were significant.

Then, these significant variables were optimized with aresponse
surface design [18], using a face centered central composite design.
A total of 11 experimental runs were conducted to optimize the
experimental conditions. Critical values were obtained for these
two variables, eluent concentration — 0.01 molL~! and eluent vol-
ume - 5.125 mL, which were used for further assays.

3.3. Analytical parameters

A mass calibration curve for total strontium (absolute inten-
sity versus mass in ng Sr), with a statistically satisfactory fit was
obtained (y=3484x+17,294, R2=0.9987, n=10). Under the opti-
mum conditions described above the mass calibration curve is
linear over the range 0-500 ng Sr.

The limit of detection achieved is 1.8 ng for total Sr, calculated
from three times the standard deviation of ten replicates of the
blank divided by the slope of the calibration curve [19,20]. So with
this method, the Agency for Toxic Substances and Disease Registry
(ATSDR) [6] reference value for total strontium could be easily mea-
sured. The minimum detectable activity (MDA) of 0.008 Bq for 2°Sr
was calculated according to the recommendations of ISO 11929
[21] for a confidence level of 95%. So the World Health Organiza-
tion (WHO) reference value of 20Sr can be also easily measured
[22].

The proposed method is effective even for a sample volume of
8 mL having a recovery above 90%. Thus, the present system is able
to work in a wide range of concentrations, since the loaded sample
volume can vary from 0.1 to 8 mL, allowing the analysis of samples
with Sr content between 0.2 and 5000 pgL~1.

The preconcentration factor for the low background propor-
tional counter is 8, and for ICP-OES is 1.6. Despite not being very

Table 2
Analytical parameters of the proposed method.

Analytical parameters

Detection limit 1.8ng
Regression coefficient (n=10) 0.9987
Repeatability (n=10) 1.2%
Reproducibility (n=5) 2.6%

Resin durability 30 injections

Sample volume 0.1-8 mL
Sensitivity 34841Ung!
Linear working range 0-500ng
Sample concentration range 0.2-5000 pg L1
Injection throughput 3-5h-!

Table 3
Analysis of water samples by ICP-OES (total strontium).

Sample Added Sr(pgL™')  Found Sr(pgl™')  Recovery (%)
0 708 + 17

Tap water 1 50 755 + 14 94
0 416 + 22

Tap water 2 50 461 + 16 92

. 0 333408

Mineral water 50 873 +£2.0 105
0 305 + 8

Groundwater 50 351+ 6 90

Results are expressed as the mean value + standard deviation (n=3). Samples are
prepared in nitric acid 8 mol L.

high, is an added advantage to the isolation of Sr. Table 2 shows the
analytical figures of merit of the present work.

The functional lifetime of the column depends on the repeata-
bility of the methodology, i.e. the number of tests or injections
that can be done with the same resin present in the column with-
out affecting its functionality. Results obtained in more than 100
analyses revealed an analyte recovery higher than 90% over the
first 30 injections with a RSD of 4%. Therefore, replacing the resin
after 30 injections is recommended to prevent a deficiency in its
functionality.

The proposed LOV system is able to renew the solid phase
extraction at will in a fully automated way, without requir-
ing the analyst intervention, resulting in a high reproducibility
and repeatability. The reproducibility of the method, RSD 2.6%,
was determined from results obtained on different working days,
changing the packing of the resin column and using a solution
which contained 50 ng of total strontium, so the resin replacement
effect is included in the RSD given.

3.4. Interferences

The interfering elements studied were selected taking into
account a previous work [16] and the characteristics of the resin,
since active sites of the resin can be affected and retention can
be reduced [15]. Thus, Ca (0-400mgL-1), Mg (0-50mgL-1), K

Table 4
Analysis of water samples by low background proportional counter for °Sr.

Sample Added %Sr (Bq) Found °Sr (Bq) Recovery (%)
Tap water 0 <MDA
P 0.050 0.047 +0.006 94
round 0 <MDA
roundwater 0.050 0.050 +0.006 100
s 0 <MDA
eawater 0.050 0.046 +0.006 94

Results are expressed as the activity + uncertainty. Water samples are prepared in
nitric acid 8 mol L.
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Table 5
Comparison with previous works based on flow analysis-SPE.

Flow technique Injection Resin used® (g) Resin durability Sample used (mL) MDA®°Sr (Bq) LODSr (pgL-1) Refs.
throughput (h~1) (injections)
SIA 1.5 0.1155 15 0.1b 2.62 NA [27]
SIA 2.7 0.2739 30 0.1b 417 NA [28]
MSFIA 2 0.1000 30 2 0.01 10 [16]
LoV 3-52 0.1100 30 0.1-82 0.008 1.8 Proposed method

2 Depending on sample volume to preconcentrate.
b Nuclear power plant waste.
¢ Sr-Resin by Triskem International, France.

(0-400 ugL-1), Ba (0-100wgL—1) and Pb (0-100ugL-1) were
considered, as they are common metallic cations found in envi-
ronmental samples. Interferences are considered significant when
the analytical signal variation is greater than +10%.

Results showed no significant interference in the ranges of
concentration studied for K, Ba and Pb, while Mg and Ca cause
interference above 20mgL~! and 30 mg L1, respectively.

3.5. Application to natural samples

The developed method was evaluated by analyzing different
water matrices. Results of analysis for three replicates (n=3) for
total Sr by ICP-OES are shown in Table 3, while the results of 99Sr
using a low background proportional counter are shown in Table 4.

In the case of total Sr, water samples were prepared in 8 mol L1
HNOs3, and a known concentration of strontium (50 wgL~1),
obtained from the corresponding standard, was added. Results
reveal a positive recovery, over 90% in all cases. Results obtained
of total Sr in water matrices agree with the values normally found,
up to TmgL-! in drinking water [6] and ppm (mgL-1) levels in
groundwater [23,24]. Seawater sample showed significant interfer-
ences when determining total Sr by ICP-OES. These interferences
could be caused by the proximity between the wavelengths of Ca
and Sr.

In order to validate the proposed method, water samples pre-
pared in 8 mol L~ HNO3 were also spiked with the certified %0Sr
standard with an activity of 0.05Bq 20Sr. Recoveries were satis-
factory, over 90% in all cases. The Bateman equation was used at
two different times for calculation of 20Sr activity. That is to say,
total beta activity (°OSr activity and its daughter 90Y) was mea-
sured at two different times: one along the first day after the
separation process and another a week later; the solution of the
Bateman equations allow to obtain the initial 2°Sr-20Y activities
[25]. Results are expressed as activity + uncertainty. The uncer-
tainty (95% confidence level, k=2) was calculated according to the
recommendations of ISO [26]. In the case of 2°Sr, seawater sample
could be satisfactorily analyzed, indicating the good performance
of the SPE and that the interference problem cited above was due
to the detector (ICP-OES).

3.6. Comparison with previous works based on flow analysis-SPE

A comparison of the main figures of merit of various represen-
tative works is presented in Table 5.

There are a few methods developed in a flow-based approach
exploiting SPE for strontium determination, and only one was
designed to perform both determinations, total and radioactive
strontium, with the same system [16] like the proposed method.

The amount of resin consumed is similar to the SIA [27] and
MSFIA methods and 2.5 times lower than in the other SIA method
[28]. The resin can also be reused 30 times. The most prominent
feature of the proposed method, inherent to the LOV technique, is
the automated renewal of the resin, which is not present in previous
works.

The injection throughput is up to two times higher than in pre-
vious flow-based works, and of course, much higher than in manual
approaches for Sr separation.

The detection limit for total strontium is five times lower than
the obtained in a previous MSFIA method [16]. The MDA for 90Sr is
similar to the one obtained in this MSFIA system and between 330
[27] and 500 [28] times smaller than in the remaining methods.
It is also worth to highlight that the volume of sample required is
quite low, and similar to the volume used at the methods applied
to nuclear power plant waste.

4. Conclusions

The proposed procedure was successfully applied to total stron-
tium determination at trace levels by ICP-OES and to 20Sr activities
by a low background proportional counter. The method has been
applied to different water samples of environmental interest.
Besides, with the proposed method it is possible to analyze total
and radioactive Sr in drinking waters achieving the reference levels
established by the ATSDR and the WHO.

The main achievements of the proposed method are the
improved LOD and MDA with respect to previous works for total
and radioactive strontium determination, the automation of the
column replacement provided by the Bl and the cost reduction per
analysis due to the long durability of such small amount of resin.

Furthermore, among others advantages the proposed method
offers high precision and reproducibility, reduction of the time
spent, minimization of sample and reagents required in the anal-
ysis, and above all the improvement in the safety, what is of high
relevance when manipulating radioactive isotopes.
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