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Prélogo

El andlisis de especiacion elemental desempefia un papel fundamental
generando informacién necesaria para la comprension de la biodisponibilidad, toxicidad
y movilidad de los elementos en los sistemas biol6gicos y ambientales. Estos factores
se encuentran influenciados no sélo por la naturaleza y concentracién del elemento en
cuestion, sino también por las distintas especies y combinaciones quimicas que este
presenta en el sistema en estudio. En consecuencia, en las Ultimas décadas, se ha
contribuido continuamente desde la comunidad cientifica al desarrollado de diversos
métodos de analisis de especiacion elemental que usualmente se basan en la

combinacién de técnicas de separacion, extraccion y deteccién elemental.

Entre los numerosos elementos quimicos conocidos, el arsénico (As) es un
metaloide téxico muy reconocido que se encuentra presente en organismos Vivos y
sistemas ambientales. A pesar de su presencia ubicua, no se ha encontrado evidencia
de que este elemento cumpla una funcién bioldgica especifica. Los seres humanos y los
animales pueden estar expuestos a diferentes especies inorganicas de As como As(lll)
y As(V) y a especies organicas como monometil-As (MMA), dimetil-As (DMA),
arsenobetaina (AsB), arsenocolina (AsCo), arsenoazucares y arsenolipidos, entre las
conocidas. Esta exposicién puede ocurrir principalmente mediante el consumo de agua
y alimentos contaminados con As, pudiendo desencadenar una serie de efectos
adversos en la salud, incluyendo alteraciones en la piel, el sistema respiratorio,
cardiovascular y gastrointestinal, ademas de manifestar propiedades genotoéxicas,
mutagénicas y carcinogénicas. Debido a que el As tiene una quimica compleja,
biodisponibilidad, la movilidad y la toxicidad en los sistemas ambientales y biolégicos
depende en gran medida de la naturaleza quimica de sus especies. Asi, conocer solo la
concentracion total de As en una muestra no provee suficiente informacién sobre el
potencial riesgo toxicoldgico de su presencia dentro de estudios ambientales, biolégicos
y del control de calidad de alimentos. Por lo tanto, es necesario identificar y cuantificar

las posibles especies de As.

Asimismo, el antimonio (Sb) es un elemento traza reconocido como toxico y
puede ser un contaminante del ambiente y de los alimentos debido a actividades
naturales, asi como industriales y urbanas. El Sb en estado elemental es mas toxico que
sus sales y la especie Sb(lll) es al menos 10 veces mas toxica que Sb(V), lo cual destaca
la importancia de realizar el andlisis de especiacion de dicho elemento. Este elemento
puede producir diversos efectos en la salud, como conjuntivitis, gastroenteritis y lesiones

en la piel, incluso puede causar cancer de pulmén ante una exposicion prolongada.



Por otro parte, es importante considerar también que las concentraciones de As
y Sb en muestras de agua potable, alimentos y de origen ambiental tipicamente se
encuentran en el orden de unos pocos pg L2, por lo que se requieren técnicas analiticas
de alta sensibilidad para su determinacién. Este objetivo es alin mas desafiante cuando
se trata de la determinacion individual de cada especie de un dado elemento quimico,
ya que la concentracion de cada especie individual representa una fraccion de la
concentracion total del elemento en estudio. En este sentido, la preconcentracion es una
etapa de gran importancia para incrementar la sensibilidad de las metodologias
analiticas. Dentro de las técnicas de preconcentracion, la extracciéon liquido-liquido
(LLE) ha sido ampliamente utilizada para la separacién y extraccion de elementos traza.
Esta técnica involucra el empleo de grandes volimenes de solventes organicos, lo que
plantea preocupaciones ambientales debido a la alta volatilidad de estos solventes y la
generacion de una gran cantidad de residuos. Para abordar este problema y reducir el
consumo de solventes, se ha desarrollado la técnica de microextraccion liquido-liquido
(LLME), una alternativa simplificada que minimiza el uso de reactivos y solventes,

promoviendo asi el cuidado ambiental.

Los liquidos ionicos (ILs) han ganado popularidad como solventes de extraccion
en LLME, especialmente porque si reemplazan a los solventes orgénicos clasicos
volétiles pueden aportar un beneficio ambiental importante. Sin embargo, muchas
técnicas de microextraccion basadas en ILs requieren una etapa de centrifugacién para
separar las fases, lo que prolonga el tiempo total de analisis y aporta al consumo de
energia de la préactica analitica. Una alternativa conveniente son los ILs magnéticos
(MILs), que incorporan atomos paramagnéticos de metales de transicion (Fe, Mn) o
elementos de tierras raras (Dy, Nd) en su estructura. Estos atomos exhiben moderada
o alta susceptibilidad magnética, lo que permite una facil y rapida separacion de fases
mediante la aplicacién de un campo magnético externo, eliminando de este modo la
necesidad de centrifugacion. Ademas, se ha observado que los MILs pueden
absorberse y magnetizar la superficie de nanomateriales no magnéticos como el 6xido

de grafeno (GO), facilitando su recoleccién desde un medio acuoso.

El objetivo principal de esta Tesis Doctoral ha sido la investigacién y desarrollo
de nuevos métodos analiticos basados en técnicas de microextraccion, que emplean
MILs con el fin de lograr la separacion y cuantificacion de especies inorganicas de As'y
Sb. En estos métodos se implementaron técnicas de separacion no cromatograficas, lo
que representd una ventaja significativa en términos de simplicidad y reduccién del
consumo de reactivos y tiempo. Posteriormente, dichas técnicas fueron vinculadas a

técnicas instrumentales espectrométricas, como la espectrometria de absorcion atémica



electrotérmica (ETAAS) y la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS), para la deteccidn y cuantificacién de los elementos de interés,

en muestras de origen ambiental y alimentos.

En este trabajo de Tesis Doctoral se demostr6 la eficiencia de los MILs en
técnicas LLME para el analisis de especiacion de As y Sb mediante ETAAS en muestras
de agua potable y origen ambiental. La aplicacion de un MIL evitd el paso de
centrifugacion clasico involucrado en las técnicas de microextraccion para la separacion
de fases, lo que contribuy6 a evitar pasos que consumen mucho tiempo y operaciones
adicionales que aumentan la posibilidad de contaminar las muestras. Ademas, el
método propuesto realizé una rapida separacion de especies de As inorganico utilizando
instrumentacion de bajo costo en comparacion con HPLC-ICP-MS. Adicionalmente, la
combinacién de MILs con nanomateriales no magnéticos, como el GO, en técnicas de
microextraccion en fase sélida dispersiva (D-u-SPE), permitié potenciar sinérgicamente
las propiedades de ambos materiales. Como resultado, se desarroll6 un método simple
y selectivo basado en el uso de GO@MIL para la separacion de especies inorganicas
de Sby su posterior determinacion por ICP-MS en muestras de agua de grifo, infusiones
de té y miel de diferentes tonalidades.

En todos los trabajos, el MIL empleado facilité la separacion de fases mediante
su magnetismo intrinseco, eliminando la necesidad de centrifugacion y reduciendo el
tiempo y la energia requeridos. Ademas, en los métodos propuestos se minimizé el
consumo de reactivos y se evit6 el uso significativo de solventes organicos inflamables
y volatiles como fase de extraccion, disminuyendo la generacion de residuos. Los
métodos propuestos han demostrado ser una herramienta eficiente y selectiva para el
analisis de especiacion elemental a niveles de ultratraza en muestras con matrices de

mediana o alta complejidad.

La realizacion del presente trabajo de Tesis Doctoral ha dado lugar a la

publicacion de diversos trabajos de investigacion en revistas de prestigio internacional:

e "Two-step separation and determination of inorganic as species in water,
soil and sediment samples by implementing two ionic liquids in dispersive
liquid—liquid microextraction with electrothermal atomic absorption
spectrometry detection.”" Maria N. Oviedo, Emiliano F. Fiorentini, Aldana A.
Lemos, Maria B. Botella, Rodolfo G. Wuilloud. Microchemical Journal 159 (2020)
105386. Editorial Elsevier. DOI: https://doi.org/10.1016/].microc.2020.105386.

e "Ultra-sensitive Sb speciation analysis in water samples by magnetic ionic

liquid dispersive liquid-liquid microextraction and multivariate
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https://doi.org/10.1016/j.microc.2020.105386

optimization." Maria N. Oviedo, Emiliano F. Fiorentini, Aldana A. Lemos,
Rodolfo G. Wuilloud. Analytical Methods 13 (2021) 1033-1042. Editorial The
Royal Society of Chemistry. DOI: https://doi.org/10.1039/d0ay02276d.

o "Alternative solvent systems for extraction and preconcentration of trace
elements." Maria N. Oviedo, Emiliano F. Fiorentini, Mauricio Llaver, Rodolfo G.
Wauilloud. TrAC Trends in Analytical Chemistry 137 (2021) 116227. Editorial
Elsevier. DOI: https://doi.org/10.1016/[.trac.2021.116227. (Review)

e "A simple and green dispersive micro-solid phase extraction method by
combined application of graphene oxide and a magnetic ionic liquid for
selective determination of inorganic antimony species in water, tea and

honey samples." Maria N. Oviedo, Maria B. Botella, Emiliano F. Fiorentini,

Pablo Pacheco, Rodolfo G. Wuilloud. Spectrochimica Acta Part B: Atomic
Spectroscopy 199 (2023) 106591. Editorial Elsevier. DOl:
https://doi.org/10.1016/j.sab.2022.106591.

Asimismo, el desarrollo del presente trabajo de Tesis Doctoral ha dado origen a

la presentacion de diversos trabajos en congresos nacionales e internacionales:

= “Magnetic ionic liquid-based microextraction and preconcentration
technique for arsenic speciation analysis by electrothermal atomic

absorption spectrometry.”

Autores: Maria N. Oviedo, Emiliano F. Fiorentini, Rodolfo G. Wuilloud.

Congreso: 15th Rio Symposium on atomic spectrometry, 2019, Mendoza, Argentina.
Modalidad: Presentacion oral

» “Anadlisis de especiacion ultrasensible de especies inorganicas de
antimonio en muestras de agua mediante microextraccion liquido-liquido
dispersiva con la implementacion de un liquido iénico magnético y

deteccién por espectrometria de absorcion atbmica electrotérmica.”

Autores: Maria N. Oviedo, Emiliano F. Fiorentini, Aldana A. Lemos, Rodolfo G.
Wouilloud

Congreso: LatinXChem, 2020

Modalidad: Online (via twitter)


https://doi.org/10.1039/d0ay02276d
https://doi.org/10.1016/j.trac.2021.116227
https://doi.org/10.1016/j.sab.2022.106591

= “Oxido de grafeno funcionalizado con liquidos i6nicos magnéticos para la
separacion y extraccion de especies inorganicas de antimonio y su

potencial aplicacion en remediacion ambiental y metodologias analiticas.”

Autores: Maria N. Oviedo, Maria B. Botella, Emiliano F. Fiorentini, Rodolfo G.

Wauilloud

Congreso: ler Congreso Interuniversitario |+D+i Mendoza, 2021, Mendoza,
Argentina.

Modalidad: Pdster

» “Método simple y sustentable para la separacion y determinacion de

especies de antimonio en muestras de agua, té y miel.”

Autores: Maria N. Oviedo, Maria B. Botella, Emiliano F. Fiorentini, P. Pacheco,

Rodolfo G. Wuilloud.
Congreso: VIl Congreso Internacional de Ciencia y Tecnologia de los Alimentos.

Cérdoba, Argentina, 2022.

Modalidad: Péster
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Objetivos generales y especificos de la Tesis Doctoral

Desarrollar métodos analiticos ultrasensibles, selectivos y que promuevan el
cuidado ambiental, a través de la aplicacion de solventes de Ultima generacion
denominados Liquidos l6nicos Magnéticos (MILs). Estos métodos analiticos permitiran
el andlisis de especiacion elemental en muestras ambientales y alimentos de gran

importancia regional.

1) Sintetizar y caracterizar MILs para aplicaciones potenciales en técnicas LLME. Se
consideraran aquellos con cationes del tipo fosfonio, imidazolio o benzimidazolio y

aniones conteniendo elementos paramagnéticos (por ejemplo, Fe, Mn, Co, Dy, etc.).
2) Evaluar propiedades magnéticas y capacidad extractante de los MILs preparados.

3) Caracterizar los sistemas de LLME basados en MILs en cuanto a su eficiencia de
extraccion, selectividad hacia especies de As y Sh, preconcentracion y posibilidad de

recuperacion o reciclaje.

4) Desarrollar metodologias analiticas ultrasensibles y selectivas que se fundamenten
en técnicas LLME basadas en MILs y para el analisis de especiacion de As y Sb en

muestras con matrices de mediana a alta complejidad.

5) Investigar el desarrollo de huevos métodos analiticos que involucren el uso conjunto
de MILs con nanomateriales no magnéticos (por ejemplo, 6xido de grafeno) a fines de
permitir la separacion y extraccion de especies de As y Sb en muestras de diversos

origenes.

6) Aplicar los métodos analiticos desarrollados para la determinacion de As y Sb, y sus
especies quimicas, en aguas potables y naturales (ej. rios, lagos, lagunas, subterraneas,
etc.) y alimentos de importancia estratégica para la produccién de Mendoza (ej. vinos,
uvas, ajo, etc.). El objetivo sera demostrar la utilidad practica de los métodos
desarrollados frente a las diversas matrices quimicas de estas muestras y no se

pretende en este punto realizar un monitoreo exhaustivo.

Hipotesis general de la Tesis Doctoral

Nuevos solventes, como son los MILs, con propiedades potencialmente utiles
(magnetismo, nula volatilidad, estabilidad térmica, etc.) para el desarrollo de técnicas
LLME, permitiran la eficiente microextraccion y preconcentracion de especies de As y
Sb en muestras complejas, promoviendo a la vez el cuidado del ambiente a través de la
reduccion significativa de la escala de las operaciones (microvolimenes), la

recuperacion de las fases extractantes y su reutilizacion.
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de confianza del 95%, n = 6).

Diagrama esquematico del método propuesto para el analisis de

especiacion de Sb inorganico en muestras de agua, te y miel.

Efecto de diferentes reactivos quelantes sobre la eficiencia de
extraccién de Sb(lll). Otras condiciones se muestran en la Tabla

3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

Influencia del pH en la eficiencia de extraccion de Sb(lll) utilizando
DDTC como agente complejante y GO como sorbente extractante.
Otras condiciones se pueden observar en la Tabla 3.3.1 (intervalo

de confianza del 95%, n = 6).

Evaluacién del efecto de la concentracion de DDTC sobre la
eficiencia de extraccion de Sb(lll) a pH 6 para un volumen de 8 mL
de muestra. Otras condiciones de extracciéon fueron las que se

muestran en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

(a) Estudio del tipo y tiempo de agitacién sobre la eficiencia de
extracciéon de Sb (111). (m) Vortex y (o) ultrasonido. (b) Fuerza idnica.
Otras condiciones fueron las indicadas. Otras condiciones fueron
las mencionadas en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%,
n = 6).

Gréfico de Pareto utilizado para determinar factores significativos
involucrados en la eficiencia de extraccion de Sb(lll). A: Volumen
de muestra, B: Masa absorbente, C: Tiempo de agitacion, D:
Concentracion de sal. Bl Efecto significativo positivo y [l efecto
significativo negativo. Otras condiciones fueron las mencionadas

en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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3.3.7

3.3.8

3.3.9

Grafica de superficie de respuesta correspondiente para
determinar las condiciones 6ptimas de extraccién. Influencia de la
concentracion de NaNOs (% (p/v)) y el volumen de muestra (mL)
en la eficiencia de extraccion de Sb con un tiempo de agitacién
inicial constante de 10 min. Las condiciones experimentales
6ptimas se indican en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del
95%, n = 6).

Magnetizacion de las nanoparticulas de GO cuando se combinan
con el MIL [P6,6,6,14]3[DyCI6].

Curva de calibracién para Sb obtenida bajo las condiciones
experimentales indicadas en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza
del 95%, n = 6).

240

241

245

28



Abreviaturas / Abbreviations

La mayoria de las abreviaciones y acrénimos utilizados a lo largo de esta Tesis derivan

de los nombres de las respectivas técnicas, materiales o instrumentos en inglés, ya que

aun en idioma castellano suelen ser las mas utilizadas.

AA-DLLME

AAS

AES

AFS

ANOVA

APDC

ASV

ATP

ATR

CE

CG

Cl

CRM

CSsv

DDTC

DDTP

DFBETAS

DFFITS

Microextraccion dispersiva liquido-liquido asistida por aire / Air-
assisted dispersive liquid-liquid microextraction

Espectrometria de absorcion atomica / Atomic absorption spectrometry
Espectrometria de emision atébmica / Atomic emission spectrometry

Espectrometria de fluorescencia atomica / Atomic fluorescence

spectrometry
Andlisis de varianza / Analysis of variance

Pirrolidinditiocarbamato de amonio / Ammonium

pyrrolidinedithiocarbamate

Voltamperometria de redisolucién anddica / Anodic stripping

voltammetry

Adenosin trifosfato / Adenosine triphosphate

Reflectancia total atenuada / Attenuated total reflectance
Eficiencia de concentracion / Concentration efficiency
Cromatografia gaseosa / Gas chromatography

indice de consumo / Consumption index

Material de referencia certificado / Certified reference material

Voltamperometria de redisolucion catddica / Cathodic stripping

voltammetry
Dietilditiocarbamato / Diethyldithiocarbamate
Dietilditiofosfato / Diethyldithiophosphate

Diferencia entre coeficientes de regresion / Difference between

regression coefficients

Diferencia entre valores predichos / Difference between predicted

values
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DLLME

DOE

DPP

DSPE

D-p-SPE

EDL
EF

ETAAS

FAAS

FAO

FT-IR

GC
GO

HACRE

HCL

HF-LPME

HG-AAS

HG-AFS

Microextraccion liquido-liquido dispersiva / Dispersive liquid-liquid

microextraction

Disefio multivariado de experimentos / Multivariate design of

experiments

Polarografia de pulso diferencial / Differential pulse polarography
Extraccion en fase solida dispersiva / Dispersive solid phase extraction
Microextraccién en fase sdlida dispersiva / Dispersive micro-solid
phase extraction

Lampara de descarga sin electrodos / Electrodeless discharge lamp
Factor de enriquecimiento / Enrichment factor

Espectrometria de absorcion atébmica electrotérmica / Electrothermal
atomic absorption spectrometry

Espectrometria de absorcion atdbmica con llama / Flame atomic

absorption spectrometry

Organizacién de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la
Agricultura / Food and Agriculture Organization of the United Nations

espectrometria infrarroja por transformada de fourier / Fourier

transform infrared spectrometry
Cromatografia gaseosa / Gas chromatography
Oxido de grafeno / Graphene oxide

Hidroarsenicismo crdnico regional endémico / Regional endemic

chronic hydroarsenism
Lampara de catodo hueco / Hollow cathode lamp

Microextraccién en fase liquida con fibra hueca / Hollow fiber liquid

phase microextraction
Espectrometria de absorcion atdbmica por generacion de hidruros /
Hydride generation atomic absorption spectrometry

Espectrometria de fluorescencia atdbmica por generacion de hidruros /

Hydride generation atomic fluorescence spectrometry
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HPLC

IARC

ICP-MS

ICP-OES

LLE

LLME

LOD

MAE

MIL

MS

MSPD

MSPE

NAA

OMS

RMN

RSD

RSM

SBSE

SDME

Cromatografia liquida de alta performance / High-performance liquid

chromatography

Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer / International

Agency for Research on Cancer
Cromatografia iénica / lon chromatography

Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo /

Inductively coupled plasma mass spectrometry

Espectrometria de emision Gptica con fuente de plasma acoplado
inductivamente / Inductively coupled plasma-optical emission

spectrometry

Liquido ionico / lonic liquid

Extraccion liquido-liquido / Liquid-liquid extraction

Microextraccion liquido-liquido / Liquid-liquid microextraction
Limite de deteccion / Limit of detection

Extraccion asistida por microondas / Microwave-assisted extraction
Liquido i6bnico magnético / Magnetic ionic liquid

Espectrometria de masas / Mass spectrometry

Dispersion de matriz en fase solida / Matrix solid phase dispersion
Extraccion en fase solida magnética / Magnetic solid phase extraction
Andlisis de activacién de neutrones / Neutron activation analysis
Organizaciéon Mundial de la Salud / World Health Organization
Resonancia Magnética Nuclear / Nuclear magnetic resonance
Desviacion Estandar Relativa / Relative standard deviation

Metodologia de superficie de respuesta / Response surface

methodology

Extraccién por sorcion con barra de agitacion / Stir bar sorptive

extraction

Microextraccion en gota Unica / Single-drop microextraction
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SEC

SPE

SQUID

TA-DLLME

TEM

UA-DLLME

U.S. EPA

UV-Vis

VA-DLLME

Cromatografia de exclusion por tamafio / Size exclusion

chromatography
Extraccion en fase solida / Solid phase extraction

Dispositivo de interferencia cuantica superconductora /

Superconducting quantum interference device

Microextraccién dispersiva liquido-liquido asistida por temperatura /

Temperature-assisted dispersive liquid-liquid microextraction

Microscopia electrénica de transmision / Transmission electron

microscopy

Microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida por ultrasonido /

Ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction

Agencia de Proteccion Ambiental de Estados Unidos/ United States
Environmental Protection Agency

Espectrometria de absorcion ultravioleta-visible / Ultraviolet-visible
absorption spectrometry

Microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida por vértex / Vortex-
assisted ionic liquid-dispersive liquid-liquid microextraction
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Capitulo 1

Introduccion



1.1 Arsénico

1.1.1 Resefa historica

El arsénico (As) fue descrito por primera vez por Theophrastus en el 300 a.C.
quien lo nombré como “arsenikon" refiriéndose a su naturaleza "potente", aunque
originalmente se consideraba una forma alternativa del azufre. Sin embargo, no fue sino
hasta el afio 1250 que el cientifico, tedlogo y fil6sofo Albertus Magnus, pudo aislar el
elemento del mineral oropimente o trisulfuro de diarsénico (As:Ssz) [1]. En el siglo XVIII,
se sintetiz6 la solucion de Fowler (trioxido de arsénico, As,Os) en solucién de
bicarbonato de potasio (1% p/v), la cual se us6 para tratar diversas enfermedades, como
malaria, sifilis y psoriasis. Desde la década de 1880, se ha descrito el uso de pastas de
As y &cido arsénico, para el tratamiento de canceres de piel y de mama, y para el
tratamiento de la hipertensién [2]. Posteriormente, ciertos compuestos de As organico
se produjeron como armas guimicas entre la Primera y Segunda Guerra Mundial, y

fueron en gran parte variantes del tricloruro de arsénico o tricloroarsina [3].
1.1.2 Ocurrencia y obtencion

El As es un elemento ampliamente distribuido en el ambiente y organismos vivos
y esta presente en la corteza terrestre en una concentracion de aproximadamente 3,4
mg kg™ [4]. En la naturaleza, se encuentran mas de 300 minerales que contienen As,
siendo aproximadamente 60% arseniatos, 20% sulfuros y sulfosales, 10% 6xidos vy el
resto arsenitos, arseniuros, elementos nativos y aleaciones metalicas. El mineral mas
abundante que contiene As es el sulfuro de hierro y arsénico o arsenopirita (FeAsS),
ademas, existen otros minerales como el sulfuro de arsénico o rejalgar (AssS4) y el
sulfuro de cobalto y arsénico o cobaltina (CoAsS) [5]. El As puede obtenerse a partir de
FeAsS mediante el calentamiento al vacio del mineral, permitiendo asi la sublimacién
del As y la deposicién de residuo sdélido de sulfuro ferroso. No obstante, la mayoria del
As se comercializa bajo la forma de 6xido. Se obtiene el As,O3; como producto del
proceso de fusion de minerales de cobre (Cu), plomo (Pb), oro (Au) y Co, el cual se
volatiliza y es arrastrado por los gases de la chimenea, luego estos gases se refinan,
mezclandolos con pequefias cantidades de galena o pirita para evitar la formacion de
arsenito y por tostacion se obtiene el As,O3z con una pureza de alrededor del 95% o del
99% si se realizan sucesivas sublimaciones. Se estima que los recursos globales de Cu

y Pb contienen aproximadamente 11 millones de toneladas de As [6].
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1.1.3 Usos

El As inorganico ha sido aplicado en la sintesis de insecticidas bajo la forma de
arseniato de plomo y herbicidas como arsenito de potasio, ambos actualmente
prohibidos por el Servicio Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA) [7].
Actualmente, dichos compuestos han sido reemplazados por compuestos arsenicales
organicos como agentes herbicidas y plaguicidas, ademas, se han empleado en menor
concentracion que los arsenicales inorganicos, disminuyendo problemas relacionados
con la acumulacion de As en suelos agricolas. Los compuestos organicos de As como
los fenil-derivados se emplean en piensos, debido a su acciéon antimicrobiana y
coccidiostatica, ademas promueven el crecimiento, mejoran el plumaje de las aves e
incrementan la produccion de huevos [8]. El As se utiliza como preservante de maderas
(arsenito de cobre y cromo) y en la produccién de perdigones (en aleaciones con Pb),
asi como en la fabricacién de semiconductores para circuitos integrados bajo la forma
de arseniuro de galio y en la construccion de diodos de laser y LED. Ademas, el As,S;
se ha sido aplicado como pigmento para pinturas y fuegos artificiales, y el As;O; como
decolorante en la fabricacion del vidrio para la eliminacion del color verde que es

producido por las impurezas de Fe [9].
1.1.4 Propiedades fisicas y quimicas

El As es un elemento que pertenece al Grupo 15 de la tabla periddica, siendo su
configuracion electrénica externa [Ar] 3d'° 4s2 4p3. Este elemento existe bajo 4 estados
de oxidacion (-lll, 0, +lIl y +V) y quimicamente se lo clasifica como un metaloide, debido
a que presenta propiedades tanto metalicas como no metdlicas. El As presenta un
is6topo natural y estable, "°As, el cual se encuentra en una abundancia del 100%. A
demas, posee 32 isétopos inestables, cuyo periodo de semidesintegracioén oscila entre
0,09 segundos para el caso de ®As y 80,3 dias para 2As. El "“As es un radiois6topo

utilizado en la localizacién de tumores cerebrales [10].

Existen 3 variedades alotrépicas de este elemento: gris, amarillo y negro. El As
gris (forma a), es la forma estable en condiciones normales y posee una estructura
romboédrica, con buena conductividad térmica pero pobre conductividad eléctrica, es
deleznable y pierde el brillo metalico al exponerse al aire. El As amarillo (forma y) se
obtiene cuando el vapor de As se enfria rapidamente. Es extremadamente volatil y mas
reactivo que el As metalico y presenta fosforescencia a temperatura ambiente. Expuesto
a la luz o al calor se revierte a la forma estable. La tercera variedad alotrépica

corresponde a la del As negro (forma ), de estructura hexagonal y con propiedades
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intermedias entre las formas ay y. Se obtiene por la descomposicion térmica de la arsina
(AsHs) o bien enfriando lentamente el vapor de As [11]. En la Tabla 1.1.1 se resumen

algunas propiedades del elemento.

Tabla 1.1.1 Principales propiedades fisicoquimicas del As.

Propiedad Valor
Numero atémico 33
Masa atomica relativa 74,9
Punto de fusion (°C) 614
Punto de ebullicion (°C) 817
Densidad (g mL1) 572
Radio medio (pm) 115
Electronegatividad 2,0
Conductividad eléctrica (S m?) 3,45 x 10¢
Conductividad térmica (W K1 m1) 50,0

1.1.4.1 Especies inorgénicas

El cation pentavalente tendria una relacion carga/radio tan alta que no seria
posible su existencia en solucién acuosa, por lo tanto, el As(V) se presenta
principalmente como anién arseniato, protonado en mayor o menor medida (Figura
1.1.1a), mientras que el As(lll) existe como H3AsOs3 y sus correspondientes derivados
protoliticos, de acuerdo al valor de pH (Figura 1.1.1b) [12]. Asimismo, su estado de
oxidacién y, por lo tanto, su movilidad en diferentes medios, estan fuertemente
influenciados por las condiciones redox (potencial redox, E) y el pH (Figura 1.1.2) [10].
En condiciones oxidantes y a valores de pH aproximadamente menores de 6,9;
predomina la forma H.AsO,4~, mientras que, a un pH mas alto el anion HAsO4?" se vuelve
dominante (HsAsO. y AsO.*" pueden estar presentes en condiciones extremadamente
acidas y alcalinas, respectivamente). Por otro lado, en condiciones reductoras, a un pH

inferior a aproximadamente 9,2; predominard la especie de HzAsO:s.
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Figura 1.1.2 Diagrama de potencial redox E vs pH del As.

1.1.4.2 Especies organicas

En las especies orgénicas arsenicales, el As estd unido a un atomo de carbono

por medio de enlaces covalentes. En este tipo de union, el As puede estar tanto en su
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forma trivalente como pentavalente. Estos compuestos suelen producirse por actividad
bioldgica de microorganismos, principalmente en aguas superficiales, pero rara vez son
cuantitativamente importantes. Sin embargo, las formas organicas pueden existir donde
las aguas se ven afectadas significativamente por la contaminacion industrial [10]. En la
Tabla 1.1.2 se resumen los principales compuestos arsenicales y algunas de sus

propiedades.

Tabla 1.1.2 Propiedades de las especies de As mas comunes.

Composicion Peso
Compuesto Estructura pKa Ref.
elemental molecular
QH 9,23
Acido arsenioso HsAsOs As_ 125,94
HO OH 121 4]
2,25
?H
Acido arsénico H3AsO4 HO/ﬁS\OH 141,94 7.25
[4]
12,3
Acido ?H 4,10
CHsAsO2 AAS_ 123,97
. , . HO CH
monometilarsénico 3 8,70 [13]
Acido oH
| 4,26
monometilarsénico CHsOsAs As_ 139,97
HO |C|) CHs, 8.25 [4]
(MMA)
Acido dimetilarsinico (|3H3
C2H702As As 137,99 6,25
HO” || ~CH ' '
(DMA) 0 ° [4]
Arsenobetaina §H+s
CsH11AsO2 HSC—}‘\s—CHZC\ 178,06 2,18
(AsB) CHs o [14]
Arsenocolina ?Hj })
CsH13AsO H3C—.£‘\s—CHZCHEC\ 163,96 N.R.
(AsC) CHy 0" [14]
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Metilarsenato

OH
L |
disédico A
NazHAsO4 Na-0~ T¥~0-Na 185,90 N.R.
o] [15]
(DSMA)
Roxarsona
HO—Jﬁl\s—OH
(acido 3-nitro-4 3,49
CeHsNO6AS
hidroxifenilarsénico) N+:O 263,03 574 [16]
o [
(ROX) 9,13

N.R.: No reportado.

1.1.5 Toxicologia

El As es un metaloide altamente téxico y se ha demostrado que es una sustancia
cancerigena para el ser humano [17]. La toxicidad de los compuestos de As depende
principalmente de la naturaleza quimica de sus especies, estado de oxidacion,
solubilidad, estado fisico, pureza, y tasas de absorcién y eliminacién. En términos
generales, las especies inorganicas de As son mas toxicas que los compuestos
organicos arsenicales, y a su vez, la toxicidad del As(lll) es mayor a la del As(V) [18].
Los valores de DLso de los principales compuestos de As se indican en la Tabla 1.1.3.
Por otro lado, las especies de As que se absorben en menor tiempo tienen mayor
toxicidad, mientras que las que tienden a eliminarse mas facilmente del organismo

suelen ser menos toéxicas.

Tabla 1.1.3 Valores de DLso (mg kgt) de los principales compuestos arsenicales [19, 20].

Compuesto LDso [mg kg™]

As elemental 763

Especies de As(lll) inorganicas

As203 14
HAsO:> 14
AsO3s3~ 14
AsCls3 14
As2S3 14
Especies de As(V) inorganicas
As20s 20
H3AsO4 20
HAsOs 20
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AsO4%" 20

MMA 1800
DMA 2600
AsHs 3
AsB >10,000
AsC >6500

N.R.: No reportado.

1.1.5.1 Fase de exposicion

El As estd ampliamente distribuido en la naturaleza, por lo que la exposicién a
este elemento puede ocurrir mediante el consumo de agua y alimentos contaminados o
por contacto con aire contaminado. La contaminacién por la presencia de As en las
aguas subterraneas es un serio problema para la salud publica y para el ambiente que
afecta a millones de personas a nivel mundial [17]. En la mayoria de los paises
afectados, el agua subterranea actlia como vehiculo para que el As ingrese a la cadena
alimentaria a través de la ingesta e irrigacidbn de cultivos alimentarios con agua
contaminada con As. Es por eso, que se ha establecido una maxima concentracién de
As total admisible en el agua potable, la cual es de 10 pg L segln la Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos (U.S.EPA) [21] y la Organizacion Mundial
de la Salud (OMS) [22] . En cuanto a los alimentos, la principal fuente de As que puede
aportarse a la dieta es mediante el consumo de pescado (principalmente como AsB),
seguido de carnes, leche, frutas, arroz y cereales [23]. Por otra parte, el As esta presente
en la atmésfera como As,Os3 principalmente en forma de particulas, siendo liberado por
fuentes naturales como actividades volcanicas, o bien, por fuentes antropogénicas como
operaciones de fundicién, combustion de combustibles fésiles y pesticidas. Ademas, se
ha reportado que el As es un componente del humo del tabaco, siendo un elevado factor

de riesgo para el cancer de vejiga y el cancer de pulmén [19].
1.1.5.2 Fase toxicocinética

El As se puede absorber a través del tracto gastrointestinal, por via respiratoria
(la cual depende del tamafio de las particulas inhaladas, de su estructura quimica y de
su solubilidad) y, en menor medida, por via dérmica. Cuando pasa al torrente sanguineo,
el metaloide es transportado hacia todos los tejidos, mediante la formacion de un
complejo de a-globulina-As [24]. La distribucion del As en el cuerpo es bastante
constante, pero se distribuye mayormente en el higado, piel, faneras, pulmones y

rifiones [25]. EI As se metaboliza principalmente en el higado y, pese a que su
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mecanismo no es del todo conocido, se ha propuesto que en él intervienen dos
mecanismos. El primero involucra reacciones de reduccion del As(V) a As(lll), y en el
segundo intervienen reacciones de metilacion oxidativa, que transforman el As(lll) en
especies metiladas. En la Figura 1.1.3 se presenta un esquema de las diferentes rutas

metabdlicas que experimenta el As inorganico.

Orina
GSH

10-20% df————  As(V) _’ As(lll)

Arsenato reductasa

GSH
Metiltransferasa |
S-adenosilmetionina

Hepatocito

60-80% DMA h MMA

GSH
Metiltransferasa |l
S-adenosilmetionina

10-20% -

Figura 1.1.3 Biotransformacién del As inorganico en humanos [26].

Como producto de la primera metilacion se obtiene el compuesto MMA vy luego
de una segunda metilacidn, se produce el DMA, siendo el donante de grupos metilo la
S-adenolismetionina, y el principal agente reductor y transportador del As el glutation
reducido (GSH). La capacidad de metilacién del metaloide depende de varios factores,
entre ellos, la dosis, el tiempo de exposicion, la incorporacion de metionina a través de
la dieta y el probable polimorfismo genético de las enzimas involucradas en las
reacciones de metilacion [26]. Finalmente, el As es excretado principalmente a través
del riién como DMA en aproximadamente un 60%, mientras que, alrededor de un 20%
se excreta como MMA y un 20% como As inorgénico. Estas proporciones pueden variar
segun la forma quimica del elemento, el tiempo de exposicion, la dosis y la especie
animal expuesta. Asimismo, las concentraciones de As medidas en la orina pueden

usarse como biomarcadores de la exposicion al As en humanos [27].
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1.1.5.3 Fase toxicodinamica

El mecanismo de accion por el cual el As causa toxicidad es principalmente a
través de la interaccién del As(l1l) con los grupos sulfhidrilicos (-SH) que estan presentes
en algunas proteinas, como enzimas, obstruyendo el metabolismo celular y generando
complicaciones respiratorias y cardiovasculares. Por otra parte, el As(V) actia
sustituyendo los grupos fosfato en las reacciones catalizadas por enzimas, afectando
procesos como la produccion de adenosin trifosfato (ATP), un nucleétido fundamental

en la obtencién de energia a nivel celular y la sintesis del ADN [28].
1.1.5.4 Efectos adversos en la salud por la exposicion al arsénico

El desarrollo de la sintomatologia clinica varia dependiendo del tipo de
exposicion. Durante la exposicion aguda al As, los sintomas se desarrollan mucho mas
rapido, mientras que en la exposicién crénica se desarrollan durante un periodo
prolongado. Por un lado, los sintomas mas inmediatos de intoxicacion aguda por el
metaloide incluyen vomitos, dolor abdominal y diarrea. Asimismo, aparecen otros
efectos relacionados al sistema nervioso, como entumecimiento u hormigueo en las
manos y los pies o calambres musculares, como también alteraciones cardiovasculares.
Ademads, se producen alteraciones hematoldgicas caracterizadas por anemia y
leucopenia. En casos extremos, puede provocar la muerte. Por otro lado, durante la
exposicion prolongada a altas concentraciones de As inorganico se producen cambios
de pigmentacion y lesiones cutaneas, durezas y callosidades en las palmas de las
manos y las plantas de los pies (hiperqueratosis). Estas alteraciones suelen
manifestarse luego de una exposicibn minima de aproximadamente cinco afios y

pueden ser potenciales precursoras de cancer de piel [29].

La enfermedad conocida como “Pie Negro” o Hidroarsenicismo Crénico Regional
Endémico (HACRE), es el resultado de la exposicién prolongada al As a través del
consumo de agua y alimentos contaminados con concentraciones superiores de 10 ug
L. Esta enfermedad fue descripta por el Dr. A. Ayerza a comienzos del siglo XX en Bell
Ville (Cérdoba, Argentina) y la llamé “enfermedad de Bell Ville”. En Argentina, alrededor
de 4 millones de personas estan expuestas a altas concentraciones de As en el agua
gue consumen, siendo las provincias de Cérdoba, Santiago del Estero y Chaco las mas
afectadas. Esta patologia presenta una clinica relacionada con trastornos de la piel
como leucodermia y/o queratosis palmo-plantar, ademas puede desencadenar
complicaciones como diabetes, arteriopatias, y cancer de piel y de érganos internos

como esofago, estbmago, higado, colon, pulmon, vejiga y prostata [30].
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1.1.5.5 Tratamiento

Dependiendo de la gravedad de la sintomatologia, puede realizarse un
tratamiento de sostén y sintomatico, estabilizando hemodinamicamente al paciente, un
lavado gastrico utilizando carbén activado (preferible a los eméticos), o puede optarse
por el uso de gquelantes, tales como dimercaprol, acido dimercaptosuccinico o d-

penicilamina [31].
1.1.6 Andlisis de especiacion de arsénico

La amplia distribucion de las especies de As en el ambiente y los alimentos, asi
como su variable toxicidad, destacan la necesidad de identificar y cuantificar los
compuestos individuales para comprender su compleja quimica ambiental y bioldgica.
En este sentido, es evidente que la determinacion del As total por si sola no proporciona
informacién suficiente sobre su movilidad, biodisponibilidad y toxicidad [4]. Por lo tanto,
debe combinarse con el analisis de especiacién elemental lo que permitira una mejor
comprension de su comportamiento en el ambiente y su impacto en la salud. Segun la
Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) se define como andlisis de
especiacion al conjunto de actividades analiticas tendientes a identificar y/o medir las
cantidades de una o méas especies quimicas individuales en una muestra [32]. Existen
diversas técnicas para la separacién y deteccién de especies de elementos. En
particular, el acoplamiento con cromatografia liquida (LC) o electroforesis capilar para
la separacion de especies, junto con la espectrometria de masas con fuente de plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS) para la deteccién, se ha establecido como una
técnica altamente efectiva [14]. A pesar del rendimiento de los sistemas cromatograficos
modernos, a veces la baja concentracion del analito en presencia de una gran cantidad
de interferencias podria requerir un paso de pretratamiento de la muestra. La eleccion
de la técnica adecuada depende de la naturaleza de la matriz de la muestra y del analito
de interés, y debe ser cuidadosamente evaluada para asegurar una elevada

recuperacion y minimizar errores analiticos [33].

Ademas, como alternativa a los métodos cromatograficos o electroforéticos, se
han propuesto técnicas extractivas mas simples que involucran la separacion y
preconcentracion simultdnea de una o mas especies de interés de la matriz de la
muestra previo a la determinacién mediante técnicas analiticas apropiadas. Entre las
técnicas de tratamiento de muestras mas comunes se encuentran aquellas clasicas
como extraccion liquido-liquido (LLE) y extraccion en fase sélida (SPE), asi como sus

versiones miniaturizadas como microextraccion liquido-liquido (LLME) y microextraccién
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en fase solida (SPME). Estas técnicas se utilizan para separar y concentrar las especies
de interés de la matriz de la muestra, mejorando la sensibilidad y selectividad. Las
técnicas miniaturizadas, en particular, permiten reducir la escala de las operaciones y la
cantidad de residuos generados, lo que promueve el cuidado del ambiente [34]. En la
Figura 1.1.4 se esquematizan las técnicas mas utilizadas para el andlisis de especiacion
de As [35, 36].
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1.1.6.1 Arsénico en muestras de origen ambiental

El As se encuentra ampliamente distribuido en el agua superficial, subterrdnea y
potable. En el agua de mar, suele hallarse en concentraciones entre 1y 5 ug L™. En
rios y lagos tipicamente se encuentran por debajo de 10 pg L™, pero en algunos casos,
se pueden registrar concentraciones de 1000 pg L™ [28]. Debido a las fuertes
interacciones agua-roca, y a las condiciones fisicas y geoquimicas que permiten la
movilizacién y acumulacion de As, las concentraciones mas altas del elemento suelen
encontrase en aguas subterrdneas. Es importante destacar que las elevadas
concentraciones de As (hasta 5000 ug L) presentes en el agua subterrdnea han
afectado significativamente el suministro de agua potable de alrededor de 200 millones
de personas a nivel mundial, principalmente en Argentina, Chile, México, China, Bengala

Occidental (India), Bangladesh, Vietnam y Hungria [37].

En aguas naturales, el As existe predominantemente como As(lll) y As(V)
dependiendo de su estado de oxidacion y quimica redox, ambos presentes como
oxianiones solubles en agua. El arseniato es la especie més difundida en el ambiente,
principalmente en agua y suelos. Por otra parte, arsenito se encuentra en proporciones
mas bajas en las muestras ambientales y su presencia esta favorecida en condiciones
reductoras [19]. Se han reportado en bibliografia numerosos estudios de especiacién de
As en muestras ambientales de diversos origenes. Se han encontrado concentraciones
de 0,03 pg Lt para As(lll) y 0,17 ug L para As(V) en agua de mar y 0,102 ug L para
As(lll) y 0,01 pug L para As(V) en agua de pozo [34]. Se han hallado niveles de 1,51 ug
Lt de As(lll) y 3,07 ug L de As(V) en agua de rio y niveles de 2,29 ug L de As(lll) y
3,45 ug Lt de As(V) en agua de estanque. También se han detectado concentraciones

de 1,29 ug gty 3,47 ug gtde As(lll) y As(V) respectivamente en muestras de suelo [38].
1.1.6.2 Arsénico en los alimentos

Los pescados y mariscos tienen los niveles mas altos de As total, el cual varia
entre 5y 100 mg kg™ segln la especie de pescado. La AsB es la principal especie de
As en estos alimentos, donde la AsC es considerada su precursora, la cual es el
producto final del metabolismo del As marino. Ambas especies no se consideran toxicas
para la salud humana. Otros arsenicales como el MMA, DMA y el 6xido de trimetilarsina
se encuentran a menudo en organismos marinos, junto con muchos arsenoazulcares y
arsenolipidos. La acumulacion de As por plantas y fauna de origen marino es
relativamente alta comparada con otras fuentes de alimento, en consecuencia, muchos

estudios de andlisis de especiacion de As se han centrado en este tipo de alimentos.
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Las algas marinas utilizadas en la alimentacién humana tienen un contenido total de As
de entre 0,031y 149 mg kgty de As inorgéanico entre <0,014 a 117 mg kg™. En mariscos
entre el 80-90% del As se encuentra en forma organica incluyendo AsB, AsC,
arsenoazucares y arsenolipidos [39]. La Organizacion de las Naciones Unidas para la
Agricultura y la Alimentacion (FAO) y la OMS recomiendan un consumo moderado de
1-2 porciones de 100 g de pescado por semana, para disminuir los riesgos relacionados
con la ingestién del metaloide y para promover los maximos beneficios de este alimento
para la salud [40]. Por otra parte, los alimentos de origen terrestre, como carnes,
verduras, frutas, cereales y productos lacteos, contienen concentraciones de As
inferiores a 0,1 mg kg™. Sin embargo, en el arroz, la concentracién de As total suele ser
entre 0,1 y 0,4 mg kg%, incluso, de las cuales el 91% de dichas concentraciones
correspondia a As inorganico [41]. Cabe mencionar que en 2010, el Comité Mixto de
Expertos en Aditivos Alimentarios (JECFA) de la FAO retird la ingesta semanal tolerable
provisional (ISTP) de As inorganico, fijada en 15 ug kg™ de peso, debido a que ya no
era apropiado para la proteccién de la salud humana [42].

Se han realizado diversos estudios basados en el analisis de especiacion de As
en diversos alimentos. Por ejemplo, se han obtenido concentraciones de 4,14 ug g* de
As(lll) y 8,91 ug g* de As(V) en muestras de espinaca y 2,43 ug g* de As(lll) y 6,07 ug
gl de As(V) en muestras de lechuga [18]. También se han reportado concentraciones
de 2,03 ug Lt de As(lll), 1,40 ug Lt de As(V), 5,5 ug L*de DMA y 0,21 ug L'* de MMA,

respectivamente en muestras de leche de arroz [43].
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1.2 Antimonio

1.2.1 Resefa historica

El antimonio (Sb) fue descripto por primera vez en el siglo XVII por el alquimista
Basil Valentine, sin embargo, se cree que ha sido reconocido en varios compuestos
desde hace 6000 afios. El sulfuro de antimonio, antimonita o estibinita (Sh2Ss) fue
utilizado en la época de los egipcios como maquillaje negro para pestafas y alrededor
de los ojos de las mujeres [44]. En el siglo XVI, Paracelso, médico y defensor de la
alguimia, favorecio el uso de metales, entre ellos el Sb como drogas, oponiéndose a las
ensefianzas de Galeno (c. 130-201), un médico romano preeminente que consideraba
a los metales como venenosos. El periodo entre el afio 1560 y 1660 se denominé la
guerra del Sb y reflejé el conflicto entre la medicina galénica y las practicas de Paracelso
[45].

Las copas hechas de Sb fueron populares en los siglos XVII y XVIII con fines de
inducir la sudoracion terapéutica, vémitos y purga, a pesar de que el Sb fue reconocido
como un veneno y causo la muerte de los pacientes que recibieron medicamentos que
lo contenian [46]. Ademas, el Sb fue ampliamente usado durante la Primera Guerra
Mundial debido a que se descubrié que era el material mas adecuado en aleaciones con

Pb para producir municiones capaces de penetrar placas blindadas [47].
1.2.2 Ocurrenciay obtencion

El Sb es un elemento relativamente raro cuya abundancia en la corteza terrestre
es alrededor de 0,7 mg kg*. Las fuentes naturales de Sb incluyen la meteorizacién de
rocas y la actividad volcanica [19]. Por otro lado, el Sb es también emitido al ambiente
por fuentes antropogénicas como la mineria, fundicién y refinacion de metales como Cu,
combustion de carbdn y residuos [48]. El Sb esta presenta principalmente en minerales
de sulfuros y sulfosales como boulangerita (PbsSbsSi1), jamesonita (PbsFeSbeSi4),
Sh,Ss y tetrehedrita [(Cu,Fe)12SbsS13]. De los mas de 100 minerales de Sb que se
encuentran en la naturaleza, el predominante es la Sb»Ss [49]. Los principales recursos
mundiales de Sb se encuentran en Bolivia, China, México, Rusia, Sudafricay Tayikistan.
Segun lo establecido por el Servicio Geoldgico de los Estados Unidos, la produccion
global de Sb es de 187.000 toneladas por afio, y el 90% es producido en China. El

distrito minero mas importante de China pertenece a Xikuangshan conocida como la
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"Capital Mundial del Antimonio" con el depdsito de este metaloide mas abundante del
mundo (mas de 2.000.000 de toneladas) [48].

El triéxido de diantimonio (Sb,0s3) es el principal compuesto de Sb producido en
la industria. Tres métodos se han descripto para la produccién primaria industrial de Sb,
el pirometallrgico, hidrometallrgico y electrometallrgico. El pirometallrgico ha sido el
mas ampliamente utilizado, los minerales sulfurados que contienen 5-25% de Sb se
volatilizan a Sb,0s3, los que contienen 25-40% de Sb se funden en un alto horno y los

que contienen 45-60% de Sb se tratan mediante licuacion o precipitacion de Fe [47].
1.2.3 Usos

El Sh,03 se utiliza como retardante de llamas para plasticos, pinturas, papel,
textiles y caucho [50]. A demas, el Sb,O3; se emplea como reactivo catalizador de
policondensacion en la produccion de tereftalato de polietileno (PET), producto que
contiene una concentracion de Sb de aproximadamente 213 + 35 mg kg™. Uno de los
usos mas frecuentes del PET es como material de empaque en la industria alimentaria,
se han reportado concentraciones de Sb en agua natural en botellas PET de 156 + 86
ng L™1[49]. ElI Sb es un componente comun de las aleaciones metalicas (por ejemplo,
con Pby Cu), asimismo, su aplicacion mas importante es como endurecedor en baterias
de almacenamiento de Pb. Las aleaciones de Pb-Sb se usan en baterias de encendido,
municiones, bombas y tuberias resistentes a la corrosion, revestimientos de tanques,
laminas de techo, soldadura, fundas de cables y rodamientos antifriccion [47]. Ademas,
el Sb ha sido usado como componente importante en materiales termoeléctricos que se
han sintetizado y estudiado en forma de nanoparticulas [51] y en la industria de
semiconductores para producir diodos y detectores infrarrojos. Por otro lado, el Sb,Ss
se emplea como lubricante en materiales de friccion para disminuir la vibracién y mejorar
la estabilidad de la friccion [50]. En medicina, el coloide del isétopo Tc-99m antimonio-
azufre se ha utilizado con éxito en el mapeo del ganglio centinela de diversos tipos de

cancer como el de mama [52].
1.2.4 Propiedades fisicas y quimicas

El Sb es un elemento que pertenece al Grupo 15 de la tabla periddica y su
configuracion electrénica externa es [Kr] 4d'° 5s? 5p® y en sus compuestos se presenta
bajo los estados de oxidacion -lIl, 0, +lll y +V, de los cuales, es bien sabido que +lll y
+V son de gran importancia ambiental y biol6gica. Quimicamente, se lo clasifica como

un metaloide, debido a que presenta propiedades tanto metalicas como no metdlicas.
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El Sb posee dos is6topos estables, ?!1Sb y 123Sh. Asimismo, se han descrito 35 is6topos
radiactivos artificiales, de los cuales el 1%°Sh, 124Sh, 126Sb y 127Sh son los que poseen
periodos de semidesintegracion mas largos de 2,76 afos, 60,2 dias, 12,35 dias y 3,85

dias, respectivamente [10].

El Sb amarillo o forma a es producido por la accion de O3 sobre el gas estibina
(SbHs) liquido a -90 °C. Es amorfo y poco soluble en disulfuro de carbono. El Sb amarillo
es muy inestable y se transforma facilmente a temperaturas superiores a -90 °C en Sh
negro, que también se puede formar directamente a partir de SbHs liquida y O, a -40
°C. El Sb negro se oxida espontdneamente en aire y se convierte en el Sb romboédrico
o forma B. La cuarta forma alotrépica del Sb es explosiva y se forma a partir de la
electrdlisis del cloruro de antimonio [44]. En la Tabla 1.2.1 se resumen algunas

propiedades del elemento.

Tabla 1.2.1 Principales propiedades fisicoquimicas del Sh.

Propiedad Valor
Numero atémico 51
Masa atémica relativa (12C=12,000) 121,8
Punto de fusion (°C) 631
Punto de ebullicién (°C) 1587
Densidad (g mL?) 6,7
Radio atomico (A) 1,53
Radio covalente (A) 1,41
Conductividad eléctrica (S m?) 2,88 x 10°
Conductividad térmica (W K1 m?) 24,3

1.2.4.1 Especies inorgénicas

En soluciones acuosas, las especies con carga positiva de Sb solo se presentan
en condiciones acidas extremas (Figura 1.2.1). El Sb(V) es estable bajo condiciones
oxidantes, mientras que el Sb(lll) permanece estable en condiciones reductoras. En
medios acuosos, el ion antimoniato [Sb(OH)s] es la especie predominante en
condiciones aerodbicas a valores de pH superiores a 2,7. Por otro lado, la especie de

Sb(lll) predomina bajo la forma neutra de antimonito Sb(OH)s; entre pH 1,4 y 11,8
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aproximadamente. Es de gran importancia conocer el estado de oxidacion del elemento,
debido a que su solubilidad, movilidad, biodisponibilidad y toxicidad dependen de las

condiciones redox (potencial redox, E) y del pH (Figura 1.2.2) [10, 12].

Sb(lll)] Sb(OH)z* H3SbOs3,Sb(OH)3 HoSbO3-, Sb(OH) 4
Sb(V) SbO5* H3SbOy4 H2SbOy4, Sh(OH)s
2 2.7 10,4
pH

Figura 1.2.1 Diagrama esquematico indicando las especies de Sb predominantes de acuerdo al
intervalo de pH.

1,0

0.5

Sb(OH)2*

Eh (V)

Sb(OH)s

Figura 1.2.2 Diagrama de potencial redox E vs pH del Sb.

1.2.4.2 Especies organicas

Actualmente, la informacién disponible no es suficiente para lograr una
comprension completa de las especies organicas de Sb. Se caracterizan por presentar
enlaces covalentes entre el &omo de Sb y de carbono. En este tipo de unién, el Sb
puede estar bajo su forma trivalente como pentavalente. Las mas comunes que se

pueden encontrar son los compuestos metilados de Sb, que incluyen las especies mono-
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, di- y trimetiladas. Se ha reportado la presencia de dicloruro de trimetilantimonio
[(CH3)sSbCl], acido metilestibénico (CH3)SbO(OH),, &acido dimetilestibonico
(CHs3).Sb(O)OH vy trimetilestibina (CH3)sSb en varias muestras ambientales [19]. Es
probable que la especie [(CH3)sSbCl;] se presente en soluciones acuosas en forma de
[(CH3)sSb(OH)]*. Ademds, se han determinado varios complejos Sb-azufre (tio-
antimonio) como tritioantimonato y tetratioantimonato en aguas geotérmicas. Las
especies, HSh,S,~y Sh.Ss?” se han identificado como las formas termodindmicamente
mas estables de complejos de tioantimonita a temperaturas mas bajas (<120 °C),
mientras que el complejo de hidroxotioantimonita, Sh.S,(OH),” predomina a

temperaturas mas altas (>120 °C) [53].
1.2.5 Toxicologia

La toxicidad relativa de los compuestos de Sb varia con la naturaleza quimica
de sus especies, valencia, naturaleza inorganica u organica, solubilidad, estado fisico y
pureza, tasas de absorcion y de eliminacién. Generalmente, el Sb(lll) es 10 veces mas
téxico que el Sb(V) y las especies inorganicas son mas téxicas que los compuestos
organicos. Ademas, la Agencia Internacional para la Investigacién del Cancer (IARC)
clasifica al Sh,O3 en el grupo 2B y al Sb,Ss en el grupo 3, como posible carcinégeno y

no carcindgeno para humanos, respectivamente [54].
1.2.5.1 Fase de exposicion

El Sb estd ampliamente distribuido en el ambiente y en los alimentos. Las
principales vias de exposicion al Sb son a través del aire y las particulas de polvo, la
ingesta de agua y alimentos contaminados, y mediante la exposicién a telas, alfombras
y otros productos que contengan materiales ignifugos, pigmentos, ceramicos o
plasticos. También puede haber exposicion a traves del contacto directo con envases
de bebidas y alimentos que contengan PET [53]. Otra fuente de exposicién es el humo
del cigarrillo, se ha reportado que una muestra de tabaco contenia una concentracion
de 0,1 mg de Sb kg de peso seco. Se estimd que la cantidad de Sb inhalado era el
20% de la cantidad total de Sb en un cigarrillo [55].

En contraste con las bajas concentraciones de Sb halladas en aguas
subterraneas no contaminadas, la mayoria de los estudios realizados sobre Sb en aguas
embotelladas reportan valores mucho mas altos. Un trabajo realizado en Europa reporto
que la concentracion media de Sb en 56 botellas de agua fue de 165 ng L, muy superior
en comparacion con su abundancia en aguas subterrdneas de Noruega, donde los

niveles son usualmente de 30 ng L [56]. El Sb y sus compuestos son considerados
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contaminantes prioritarios de interés, por lo que, la concentracibn maxima admisible de
Sb en agua potable es de 6 ug L2, 5 ug Lty 20 ug Lt de acuerdo a lo establecido por
la U.S.EPA, la Comisién de las Comunidades Europeas y la OMS, respectivamente [22,
57, 58].

1.2.5.2 Fase toxicocinética

Se ha aceptado comunmente que el Sb y sus compuestos se absorben poco en
el tracto gastrointestinal, en un rango de 5-15% en adultos. Por otro lado, un estudio
reveld una absorcion promedio de 15% de Sb por via pulmonar, dependiendo del
tamafio de las particulas y de la solubilidad de los compuestos del elemento [59]. El Sb
se distribuye y se acumula en 6rganos y tejidos muy vascularizados, principalmente en

el higado, rifion, bazo y glébulos rojos [60].

El Sb inorganico se excreta en la bilis después de la conjugacién con GSH y
también por orina. La metilacion puede ser una via eficaz para eliminar Sb en el cuerpo
humano debido a que se han detectado compuestos de Sb metilados en la orina o la
saliva. Los microorganismos intestinales pueden desempefiar un papel importante en la
biometilacién del Sb [60]. La excrecidn urinaria es mayor para los compuestos de Sb(V)
que para los compuestos de Sb(lll), mientras que la excrecion gastrointestinal es mayor
para el Sb(lll) que para el Sb(V). Algunos datos confirman que una pequefia parte del
Sb absorbido y retenido puede tener una vida media bioldgica prolongada,
especialmente en el pulmén. Luego de la administracién intravenosa o intramuscular de

compuestos de Sb(V), mas del 90% es eliminado por orina dentro de las 24 h [55].
1.2.5.3 Fase toxicodinamica

Las especies de Sb(lll) tienen una elevada afinidad por los glébulos rojos, debido
a que reaccionan con los eritrocitos y las enzimas que contienen grupos sulfhidrilicos
uniéndose de forma irreversible [28]. Por otro lado, no se conoce con claridad el

mecanismo de toxicidad de las especies de Sh(V) [10].
1.2.5.4 Efectos adversos en la salud por la exposicion al antimonio

Los efectos causados por intoxicacion aguda de Sb se manifiestan
principalmente como trastornos gastrointestinales, es decir, vimitos, nauseas y diarrea
y por trastornos respiratorios como irritacion y dolor en el tracto respiratorio superior.
Adicionalmente, se asocia con anomalias en el electrocardiograma y un mayor riesgo

de muerte subita debido a arritmias [55]. En humanos adultos, la inhalacion de SbH3
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causa anemia hemolitica, hemdlisis, mioglobinuria, hematuria, insuficiencia renal,
nauseas, vomitos y cefalea [10]. La exposicion crénica al Sb puede producir alteraciones
pulmonares, cardiacas y gastrointestinales, manchas en la piel llamadas “manchas de
antimonio”, asi como irritacion respiratoria, neumoconiosis y un aumento de la
mortalidad por cancer de pulmon. Ademas, el Sb se ha utilizado como tratamiento de la
leishmaniasis y la esquistosomiasis, pero puede causar efectos secundarios como la
cardiotoxicidad y la pancreatitis, especialmente en pacientes con coinfecciones por HIV

y leishmaniasis visceral [61].
1.2.5.5 Tratamiento

De acuerdo con la clinica del paciente, puede realizarse un tratamiento de sostén
y sintomatico, estabilizacion hemodinamica, lavado géstrico utilizando carbé6n activado

0 puede optarse por el uso de quelantes, tales como dimercaprol [62].
1.2.6 Anélisis de especiacion de antimonio

Para el andlisis de especiacion de Sb, se emplean comuUnmente técnicas
similares a las utilizadas para el analisis de especiacion de As y otros elementos [63],

las cuales se esquematizan en detalle en la seccién 1.1.6.
1.2.6.1 Antimonio en muestras de origen ambiental

El Sb estd ampliamente distribuido en el ambiente y esté presente principalmente
como Sb(lll) en su forma de SbO,” y como Sb(V) en su forma de Sb(OH)s™. La
concentracion de Sb en el agua de mar suele ser de 0,2 ug L, mientras que, usualmente
en aguas subterraneas se haya en un rango de 0,010-1,5 ug L. Sin embargo, se han
obtenido concentraciones de hasta 1000 ug L en aguas subterraneas cercanas a las
minas de Sb abandonadas en Eslovaquia [12]. EI Sb en rios suele hallarse en una
concentracion promedio de 1 ug L. Sin embargo, fuentes antropogénicas puntuales
suelen aumentar su concentracion. Por ejemplo, se han hallado altos niveles de Sb en
un rango de 2-6384 ug L* en rios alrededor de la mina de Sb mas grande del mundo en

el area de Xikuangshan, China [64].

Los niveles de Sb en el suelo suelen variar en un rango de entre 0,1y 10 mg kg
! de peso seco [55]. Tanto en suelos contaminados como no contaminados, el Sb esta
presente principalmente como oxoanion pentavalente [Sb(OH)e]. Debido a su caracter
neutro en un amplio rango de pH, el Sb(lll) es mayormente absorbido que el Sb(V)

anionico, por lo tanto, el Sb(V) es mas maévil en suelos neutros y alcalinos [48]. Las
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actividades de mineria y tiro suelen incrementar las concentraciones de Sb en suelos.
Por ejemplo, se han hallado concentraciones de Sb de hasta 15 g kg™ en el sur de la
Toscana donde se han extraido y fundido minerales de Sb [65]. Por otro lado, se observo
que los campos de tiro son focos de contaminacion por Sb en los suelos. Se han
reportado concentraciones de hasta 13,8 g kg™ en las capas superiores de los campos
de tiro en Suiza. Si bien dicha contaminacion es superficial, conforma un problema
ambiental importante debido a la gran cantidad de campos de tiro, por ejemplo Suiza

tiene mas de 2000 campos de tiro que todavia estan en uso [66].

En particulas atmosféricas las concentraciones de Sb varian de unos pocos pg
m~3 en areas remotas a varios ng m=3 en areas urbanas. La emision de Sb a la atmdsfera
desde fuentes naturales, como la actividad volcanica, es muy inferior en comparacion
con las emisiones antropogénicas que representan mas del 95% de contribucién. Un
estudio realizado en la estacion de trafico en Granada (Espafia) reportd concentraciones
de Sb en particulas PM10 en un rango de 5,2-6,2 ng m, siendo la especie predominante
Sh(V) en un 64-69% con respecto a Sbh(lll), en el periodo 2011-2013 [67]. La U.S.EPA
ha establecido una dosis de referencia respiratoria de 87 yg m®y 0,2 ug mépara el Sby

para el Sh,0s, respectivamente [55].
1.2.6.2 Antimonio en los alimentos

La ingesta diaria admisible de Sb es de 6,0 ug kg*. Por otro lado, la cantidad
maxima permitida del elemento en alimentos y bebidas almacenados en envases PET
es de 20 ug kg* de acuerdo con la OMS [22]. La carne, el pescado de agua dulce, las
aves de corral, los cereales, las frutas y las verduras presentan concentraciones de Sh
de aproximadamente entre 1y 10 ng g* de peso hiimedo [55]. En la actualidad, existe
una limitada informacion sobre la distribucion de las especies de Sb en los alimentos.
Sin embargo, se han reportado estudios de especiacion de Sb inorganico en diferentes
alimentos. Se han hallado concentraciones de 5,21 ug kg?, 5,43 ug kg'y 1,47 ug kg?
de Sb(lll) y 9,42 ug kg*,11,26 ug kg y 3,55 ug kg de Sb(V) en muestras de tomate,
ajo y frijoles, respectivamente [68]. Por otro lado, se han hallado concentraciones de
1,20 yg L, 1,15 ug L2, 1,35 uyg Lt y 0,51 pg L'*de Sb(lll) y 1,25 ug L2, 2,0 ug L%, 3,95
pug Lty 3,64 ug Ltde Sb(V) en muestras de jugo de limén, jugo de manzana, cerveza

negra y leche, respectivamente [69].
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1.3 Espectrometria de Absorcién Atdmica

Electrotérmica

1.3.1 Antecedentes histéricos

En 1666 Isaac Newton estudido el comportamiento de la luz solar cuando
atravesaba un prisma de vidrio. Observé que la luz blanca solar al atravesar el prisma
se separaba en una serie regular de colores, mas precisamente, un espectro. Newton
concluy6 que la luz blanca estaba compuesta de colores y que cada uno se desdoblaba
de manera diferente al atravesar un prisma. Estos experimentos marcaron el comienzo
de la espectroscopia como una ciencia [70]. En 1802, Wiliam Wollaston realiz6
nuevamente los experimentos de Newton e indicé que el espectro de la luz del sol estaba
interceptado por un numero de lineas oscuras. Dichas lineas fueron mapeadas en 1817
por Fraunhofer (lineas de Fraunhofer) y les asigné letras a algunas de las mas
prominentes, empezando con la “A” en el extremo rojo y “H” en la regién ultravioleta del
espectro. En 1859 se cred un espectroscopio de llama que demostrd que la radiacion
de un gas y de los atomos individuales tenia un espectro con lineas brillantes en un
fondo oscuro. Tanto el nUmero como la posicion de estas lineas eran caracteristicas del
cuerpo que emitia la luz. Asi, los espectros atémicos se caracterizaban por ser una
"huella dactilar" del elemento, permitiendo su identificacién. Sin embargo, la radiacion

de sélidos y liquidos luminosos se caracterizaba por tener un espectro continuo [71].

En 1955, Walsh establecié los conceptos béasicos de la espectrometria de
absorciéon atémica (AAS) moderna, lo que se considera el nacimiento de la técnica
instrumental. Alkemade y Milatz disefiaron un espectrometro de absorcion atémica que
utilizaba la llama como fuente de radiacion y atomizaciéon. En 1965, comenzé la
fabricacion comercial de instrumentos de AAS. El uso de éxido nitroso como oxidante y
la atomizacién electrotérmica, han ampliado significativamente el uso de AAS en varios
campos. Estas técnicas han aumentado el numero de elementos medibles y reducido
los limites de deteccion (LODs) [72]. Con el tiempo, el desarrollo de estos equipos se ha

incrementado y han sido aplicados en la mayoria de los laboratorios a nivel mundial.
1.3.2 Fundamentos béasicos de la AAS

La AAS se fundamenta en la capacidad que tienen los atomos de una muestra
de absorber radiacién electromagnética para pasar del estado fundamental a un estado

excitado. En este sentido, la muestra se descompone en &atomos @aseosos,
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principalmente por calentamiento, luego una radiacién de longitud de onda caracteristica
incide a través del vapor atdmico y es parcialmente absorbida por los atomos del
elemento a analizar. La concentracion del analito en la muestra se cuantifica en relacion
con la cantidad de luz absorbida por sus atomos [73]. El rango de longitudes de onda
adecuado para trabajar en absorcién atbmica se presenta en la region ultravioleta-visible
(UV-Vis) del espectro electromagnético (190 y 800 nm). Por debajo de 190 nm, zona
correspondiente al UV del vacio, absorben los elementos no metalicos, por lo tanto, no

pueden cuantificarse por medio de esta técnica [74].

En esta técnica, los &tomos de un elemento son capaces de absorber radiacion
de longitudes de onda caracteristicas de transiciones electrénicas del estado basal de
energia hacia estados excitados superiores. La absorcion selectiva a las diversas
longitudes de onda origina un espectro de absorcion caracteristico para cada elemento
[75]. Dicha radiacién es aportada por una fuente que es especifica para cada elemento
a cuantificar. Al medir la disminucién de intensidad de radiacion de una linea analitica
luego de que la misma interactie con los atomos de la muestra, se generan menos
interferencias espectrales en comparacion con las técnicas de emision [73]. La AAS es
la técnica méas utilizada a nivel mundial para determinar elementos en muestras de
diversas matrices, y ha llegado a ser ampliamente utilizada en andlisis de rutina. Es una
técnica instrumental que posee la sensibilidad adecuada para determinar de manera
cuantitativa mas de 40 elementos en minerales, muestras bioldgicas, farmacéuticas,

ambientales, alimentarias, y otros tipos de muestras [76].
1.3.3 Instrumentacion y funcionamiento

El funcionamiento del instrumento de basado en la técnica AAS electrotérmica
(ETAAS) clasico o equipado con fuente de linea, se menciona a continuacién: (1) La
fuente de radiacién, lampara de catodo hueco (HCL) o lampara de descarga sin
electrodos (EDL), emite una linea aguda del espectro caracteristico del elemento que
se desea determinar; (2) el haz que se emite desde la fuente de radiacion es modulado;
(3) la sefal modulada atraviesa el vapor atdmico conformado por los &tomos del analito
generados en el atomizador (horno de grafito), los cuales absorben radiaciéon que
corresponde a la linea de emision de la fuente; (4) la linea espectral deseada
(usualmente la linea de resonancia) es seleccionada por el monocromador; (5) la linea
aislada del elemento incide sobre el detector, donde la sefial de luz es transformada en
sefal eléctrica; (6) la sefial modulada es amplificada por un amplificador selectivo; (7) la

sefal es finalmente registrada por un dispositivo de lectura o a través del procesamiento

57



de datos a una unidad digital o un graficador [74]. Los principales componentes de un

espectrémetro de absorcién atdbmica electrotérmica se indican en la Figura 1.3.1.

Celda
de
muestra

( ® L% D y _— /\

Detector Dispositivo

Fuente de luz Medicién de la radiacion especifica

Atomizador &
Fuente Cortador (horno de Amplificador de Senal
grafito) Monocromador lectura

Figura 1.3.1 Representacioén gréafica de un espectrémetro de absorcién atdmica electrotérmico.

1.3.3.1 Fuentes de radiacién

La fuente de radiacion es un dispositivo que permite generar radiacién
electromagnética con propiedades especificas. En AAS se requiere que el ancho de la
linea de emisién de la fuente sea menor que el ancho de la absorcién del analito,
disminuyendo posibles interferencias espectrales. Inicialmente, las lamparas empleadas
eran de radiacién continua, cuya intensidad variaba en funcién de la longitud de onda.
Aungue se seleccionase un ancho de banda especifico con un monocromador, el ancho
de banda de la linea de absorcion atémica era muy estrecho (0,02-0,05 A) y resultaba
despreciable en comparacion con la cantidad de luz total que incidia en el detector. En
1955, Walsh y Alkemade lograron resolver este problema, empleando fuentes de lineas
atomicas del mismo elemento a determinar. Las fuentes de lineas, se caracterizan por
emitir una cantidad limitada de lineas o bandas de radiacion, cada una de las cuales
abarca un rango limitado de longitudes de onda. Los atomos del elemento son excitados
en la lampara, emitiendo radiacion a longitudes de onda caracteristicas, la cual es
absorbida por el mismo elemento que estd presente en las muestra [74, 77]. Las

lamparas HCL y EDL son las fuentes de excitacion de lineas mas utilizadas en AAS.

La HCL (Figura 1.3.2) es la fuente de radiacion de linea mas utilizada en AAS.
Esta constituida por un anodo, conformado por un hilo de tungsteno, y un catodo,
constituido con un material que contiene el elemento a determinar. Ambos estan
sellados en un tubo Pyrex con una ventana de cuarzo en el extremo opuesto que
transmite toda la region espectral UV. El interior del cilindro de vidrio se llena con un gas
inerte (argdn o nedn) a una presion de aproximadamente de 1 a 5 torr [78]. Se aplica un
potencial de 150 a 500 V (generando una corriente de 1 a 50 mA) a través de los

terminales del catodo y el &nodo, permitiendo que los 4&tomos de gas se ionicen en el
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anodo y se aceleren hacia el catodo. Asi, los cationes del gas adquieren la suficiente
energia cinética para desprender algunos de los atomos del metal presente en la
superficie del catodo y, por lo tanto, producir una nube atémica. Los &tomos
desprendidos del metal sufren colisiones con otros iones del gas, produciendo atomos
de metal en estado excitado. Luego de la relajacién al estado fundamental, los &tomos
metalicos emiten radiaciébn con una longitud de onda caracteristica. Por dltimo, los
atomos vuelven a depositarse en la superficie del catodo o se condensan en las paredes
de vidrio del tubo [75, 78].

Anodo
Catodo
Ventana
cuarzo
Proteccion Gas inerte
de (Ar o Ne)
vidrio

Figura 1.3.2 Esquema de una lampara de catodo hueco.

Comercialmente se dispone de fuentes de un solo elemento o mudltiples
elementos. En la lampara multielemental se opera bajo los mismos principios que rigen
en la lampara de un solo elemento. A pesar de las ventajas econémicas, esta fuente
usualmente tiene una vida util mas corta que la de un solo elemento (aproximadamente
1000 horas), debido a que los atomos metalicos del catodo tienen diferentes grados de
volatilidad. Con el tiempo, el elemento mas volatil se depositara preferentemente sobre
la superficie del cétodo, haciendo que los otros metales del catodo se vuelvan
inaccesibles para los iones del gas que impactan, disminuyendo asi sus sensibilidades

y, en consecuencia, acortando la vida util efectiva de la lampara [79].

La EDL (Figura 1.3.3) esta fabricada con un tubo de cuarzo sellado
herméticamente, que contiene un gas inerte (argbn o nedn) a unos pocos torr y una
pequeia cantidad del metal (o su sal) que se desea determinar. Al no poseer electrodos,
un campo intenso de radiofrecuencia (RF) o radiacién de microondas le provee energia
a la fuente. Por lo tanto, la ionizacion del gas inerte es producida por un campo
magnético el cual es generado por la corriente que fluye a través de la bobina,

originandose iones que son acelerados por la componente de RF del campo hasta que
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adquieren suficiente energia para excitar a los &tomos del metal a analizar. Este tipo de
fuentes solamente se fabrican para algunos elementos volatiles, entre ellos, As, Hg, Sb,
Pb y Sn. Se caracterizan por generar lineas de emisiébn de alta intensidad que
proporcionan una mayor sensibilidad para dichos metales. Ademas, presentan una
mayor vida util, asi como una sefial mas estable y LODs mas bajos que las de cétodo
hueco. Sin embargo, necesitan un equipo adicional (un generador de RF), aumentando

el costo de las lamparas [74, 80].

Bobina
de RF

Ventana
de cuarzo

Soporte
de ceramica

Figura 1.3.3 Esquema de una lampara de descarga sin electrodos.

El desarrollo de fuentes continuas de alta resolucion (HR-CS) en AAS ha sido de
gran interés debido a que una sola fuente de radiacion es suficiente para la
determinacion de todos los elementos, con todas las longitudes de onda disponibles
(Figura 1.3.4). Asi, ha disminuido la utilizacion de fuentes de linea; eliminando el tiempo
de preparacion, es decir, no se requiere del calentamiento de la fuente de radiacion
debido a que la intensidad se normaliza de forma simultanea. En la HR-CS se utiliza
una lampara de xendn de arco corto como fuente de radiacion facilitando toda la gama
de longitudes de ondas necesaria para la AAS desde 185 hasta 900 nm en un solo paso
con una muy elevada densidad de radiacion. Estas lamparas operan con un modo de
“punto caliente” con una temperatura de alrededor de 10.000 K, generando asi una

radiaciéon de mayor intensidad que las fuentes de lineas, en particular, en el UV lejano.
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Figura 1.3.4 Esquema de la fuente de emision de espectro continuo de xenon.

Otras ventajas que poseen estas fuentes incluyen, correccién de fondo de forma
simultdnea, elevada frecuencia analitica, rapida preparacién para la medicién, costo
relativamente bajo, facilidad de operacion, elevada robustez y mejor rendimiento
analitico (se obtienen LODs generalmente cinco veces mejores con respecto a los de

una fuente de lineas) [81].
1.3.3.2 Modulacién de la fuente

En AAS es muy importante eliminar las interferencias producidas por la radiacion
gue es emitida por los atomos del analito en el atomizador. Si bien la mayoria de la
radiacion que se emite, es eliminada por medio del monocromador, parte de ella
corresponde a la longitud de onda seleccionada por el monocromador que puede estar
presente en el atomizador debido a la excitacion y emision de los atomos del elemento
a determinar. Por lo tanto, es fundamental modular la salida de la fuente para que su
intensidad oscile a una frecuencia constante y se puedan eliminar los efectos de la
emision en el atomizador. Asi, el detector recibe dos sefiales, una alterna que proviene
de la fuente y otra continua del atomizador. Estas sefiales se convierten en las
correspondientes respuestas eléctricas. De este modo, la modulacién de la radiacién
aumenta la selectividad de AAS [73]. Por otra parte, se puede modular la emision de la
fuente de forma simple y efectiva, interponiendo entre la fuente y el atomizador, un disco
metalico circular o cortador al cual se le han eliminado cuadrantes de forma alterna para
gue se permita el paso de luz. Asi, el disco gira a una velocidad constante y conocida,
proporcionando un haz intermitente cortado a la frecuencia deseada. Ademas, el
alimentador de la fuente puede disefiarse para que funcione con corriente alterna o de
manera intermitente, para que la fuente se encienda y se apague a una frecuencia

constante determinada [74].
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1.3.3.3 Atomizacion de la muestra

El atomizador tiene como fin producir atomos en su estado fundamental, lo cual
es muy importante debido a que solo los &tomos en este estado absorben la radiacion
emitida por la lampara. Por lo tanto, es necesario suministrar rapidamente la suficiente
energia a la muestra con el analito para generar diversos procesos como la evaporacion
del solvente de la muestra, la obtencién de compuestos moleculares y la disociacion de
las moléculas en atomos libres. Existen dos tipos de atomizadores, los continuos y los
discretos. En los atomizadores continuos, la muestra ingresa sin interrupcion a una
velocidad constante, por lo que la sefal espectral es constante en el tiempo. En los
atomizadores discretos, se introduce una determinada cantidad de muestra, asi la sefial
espectral alcanza un valor maximo en el tiempo y luego disminuye a su valor basal, por
lo que es una sefial transitoria [82]. La energia térmica que se requiere para la
atomizacion en ETAAS es proporcionada por un horno de grafito (Figura 1.3.5).

Introduccién
de muestra

Paso de la luz Plataforma— W A
de L'vov Gas de

Pared del horno
PUr9a  Horno de grafito

Figura 1.3.5 Atomizador de horno de grafito.

En ETAAS se utiliza un horno de grafito electrotérmico cilindrico, que esta abierto
en los extremos y posee un orificio central para introducir un volumen discreto de
muestra mediante una micropipeta. La muestra se calienta eléctricamente utilizando un
programa de temperatura de varios pasos, los cuales ocurren en un corto periodo,
generando asi una sefial espectral con la forma de un pico agudo [83]. En esta técnica,
la temperatura se aumenta de forma gradual, permitiendo que se separen los procesos
de secado o desolvatacion de la muestra, descomposicion térmica de la matriz y
disociacion térmica de las moléculas en atomos libres. Ademas, se suministran dos
corrientes de gas inerte (argén), una externa que impide que ingrese el aire del exterior

e incinere el tubo, y una interna que fluye hacia los dos extremos del tubo y sale por el
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orificio central, permitiendo asi eliminar el aire y los vapores generados por
descomposicién de la matriz de muestra. En las etapas de secado y pirdlisis se aplica
un flujo constante de un gas inerte a través del tubo para eliminar el solvente y los
vapores que provienen de la matriz. La temperatura de pir6lisis debe ser suficientemente
alta para eliminar la matriz, pero evitando la pérdida del analito. Por lo tanto, la mayoria
de los componentes de la matriz son eliminados antes de la etapa de atomizacion, la

cual se realiza en una atmosfera inerte [84].

En dicha etapa, se evita que el flujo de argdn atraviese el horno de grafito, para
que los atomos libres permanezcan en contacto con el haz de radiacion emitido por la
fuente durante unas décimas de segundo, tiempo unas mil veces mayor al que
permanecen en la llama. A diferencia de la atomizacion por llama, una mayor cantidad
de atomos absorbe radiacion en ETAAS, por lo que se requiere una menor cantidad de
muestra a analizar (del orden de los pL), obteniendo LODs de cien a mil veces mas
bajos (a niveles de trazas) y, por lo tanto, una mayor sensibilidad. Luego, en la etapa de
limpieza, se eliminan los compuestos evaporados en el atomizador mediante el flujo de
gas inerte [77]. En la Figura 1.3.6 se ilustra un perfil tipico de temperaturas de trabajo
en el horno de grafito.

4. Limpieza
(2400°C)

3. Atomizacidn
(1800-2400°C)

2. Pirolisis
(500-1500°C)

Temperatura

5. Enfriamiento
(100-150°C)

Tiempo

Figura 1.3.6 Programa tipico de temperatura aplicado al horno de grafito durante las

determinaciones de elementos por la técnica ETAAS.

1.3.3.4 Sistema de dispersién y separacion de la radiacion

Un monocromador tipico (Figura 1.3.7) consiste en: a) una ranura o rendija de

entrada que permite el paso de una fraccién de la radiacién incidente al monocromador,
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proporcionando una imagen optica rectangular; b) una lente o espejo colimador que
produce un haz paralelo de radiacion; ¢) un prisma o una red que dispersa la radiacién
en las longitudes de onda que la componen; d) un elemento de enfoque que reforma la
imagen de la ranura de entrada y la enfoca sobre una superficie plana denominada plano

focal, y e) una rendija de salida en el plano focal que aisla la banda espectral deseada.

El funcionamiento de un monocromador se basa en dispersar la luz
policromética en las diferentes longitudes de onda que la componen, para luego aislar
la linea medida (radiacion de resonancia), correspondiente al elemento a determinar, de
las otras lineas de emision provenientes del catodo, del gas de llenado y de las que
puedan originarse en el atomizador. Ademas, permite variar en forma continua la
longitud de onda de la radicacion en un intervalo amplio (barrido espectral). En AAS,
generalmente se utiliza un ancho de banda espectral mayor a 0,1 nm, por lo que no se
requiere un monocromador de elevada resolucién en analisis de rutina. La AAS no
pierde su selectividad o especificidad si se utilizan anchos de rendija muy grandes, a
excepcion de que se analicen muestras complejas. En términos generales, un buen
rango lineal y una elevada sensibilidad se obtienen con la disminucion del ancho de
banda espectral [74].

Para la dispersion de la radiacion en longitudes de onda individuales suelen
utilizarse dos clases de dispositivos: prismas y redes de difraccion. La dispersion por un
prisma varia de acuerdo con el indice de refraccion del material del cual esta constituido
y de la longitud de onda de la linea en estudio. Dicha dispersion es elevada en la regién
UV vy, a medida que se incrementa la longitud de onda, esta dispersion disminuye
significativamente. Esta propiedad resulta sumamente beneficiosa al aplicar la técnica
AAS, debido a que la mayoria de las lineas de resonancia se encuentran en esa region
del espectro electromagnético. Ademas, es importante considerar que los prismas de
vidrio no pueden ser utilizados en instrumentos de AAS ya que no son transparentes a
la radiacion UV [85].

Por otra parte, en las redes de difraccién, la luz ingresa a través de la ranura de
entrada, cae sobre la rejilla por reflejo de un espejo y se reenvia a través de la ranura
de salida hacia el detector. La luz que impacta sobre la rejilla se dispersa en un angulo
caracteristico de la longitud de onda de la luz. Cuanto mayor es la densidad de linea en
una rejilla, mayor es el &ngulo de dispersion. A diferencia de un prisma, la rejilla dispersa
la luz de forma lineal en el rango de longitud de onda. No obstante, las rejillas producen
lineas de segundo y tercer orden de una longitud de onda especifica, por lo que

requieren un filtro, que se utiliza para longitudes de onda superiores a 600 A [75].
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En equipos con fuentes de emision de espectro continuo, es necesario utilizar
un monocromador doble de alta resolucion. Este consiste en un prisma de 300 mm como
pre-monocromador y una red de difraccién “echelle” de 400 mm como monocromador.
Un monocromador de alta resolucion de este tipo requiere una estabilizacién activa de
la longitud de onda, que es obtenida mediante una lampara de nedn interna que
proporciona una precision superior a £ 0,2 h, permitiendo una correccién de fondo

simultanea para cada tiempo de medicion directamente en la linea de analisis [81].
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Figura 1.3.7 Esquema de dos tipos de monocromadores: a) monocromador de red de Czerney-

Turner y b) monocromador de prisma de Bunsen. (En ambos casos A1> A2).

1.3.3.5 Sistema de deteccion y sefial de salida

El detector es el dispositivo que capta la sefial Optica que proviene del
monocromador y la convierte en una sefial electronica capaz de ser transformada en un
valor legible. Idealmente, debe tener una elevada relacion sefial/ruido y sensibilidad,
una respuesta rapida y constante en un amplio rango de longitudes de onda y una sefal

de salida equivalente a cero en ausencia de radiacion. El fotomultiplicador es el detector
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mas comunmente utilizado (Figura 1.3.8), el cual consiste en un tubo de vacio con un
fotocatodo provisto de placas fotosensitivas (dinodos). La radiacion que incide sobre el
fotocatodo provoca la emision de electrones primarios que son liberados al vacio
circundante. Al aplicar un voltaje en el dinodo, cada electrén primario se acelera de
forma tan rapida que cuando golpea un dinodo se emiten de dos a diez electrones
secundarios, lo que produce un efecto en cascada hasta obtener la suficiente intensidad
eléctrica. A la longitud de onda en la que tiene lugar la absorbancia, la sefial del detector
aumenta al maximo algunos segundos después de la ignicién y disminuye rapidamente
a cero cuando los productos de la atomizacion salen del atomizador. El cambio es lo
suficientemente rapido (usualmente menor a un segundo) como para necesitar un
sistema de lectura que procese la informaciébn a una alta velocidad. Los andlisis
cuantitativos estdn basados en la medicion del area del pico, aunque también suele

utilizarse la altura del mismo [73, 86].
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Figura 1.3.8 Diagrama esquematico de un fotomultiplicador con 11 dinodos.
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1.4 Espectrometria de masas con fuente de plasma

acoplado inductivamente

1.4.1 Resefa historica

La técnica espectroscopica AES ha sido utilizada desde 1925, cuando la
espectroscopia de emisién atomica fotogréafica se establecié como una técnica analitica
cuantitativa multielemental. En la década de 1960, la técnica de emision atomica fue
superada en popularidad por la AAS. Sin embargo, en la década de 1970 hubo un
resurgimiento del interés en las técnicas de emision, debido a mejoras en los sistemas
de deteccién [87]. Inicialmente, el plasma acoplado inductivamente (ICP) se utilizd
principalmente como fuente de excitacion espectroquimica en la espectrometria de
emision Optica con ICP (ICP-OES). Sin embargo, en la década de 1980, se desarrollo
por primera vez un ICP acoplado a un espectrometro de masas, con el fin de medir los
iones generados en la fuente de emision. Varios cientificos, como Gray, Houk y Douglas,
abordaron esta tarea y trabajaron en colaboracion con sus respectivos equipos para
desarrollar y mejorar la técnica [88]. Con el tiempo, la técnica ICP-MS se convirtié en
una herramienta analitica poderosa y versatil para la identificacién y cuantificaciéon de

elementos e isotopos en una amplia gama de muestras.
1.4.2 Introduccion

La técnica ICP-MS se basa en la determinacion de masas atomicas de un
determinado is6topo de un elemento dado. Las mediciones se realizan en funcién de la
relacibn masa/carga (m/z) obtenidas para cada is6topo. Esta técnica presenta varias
ventajas con respecto a otras como FAAS, ETAAS, ICP-OES, incluyendo andlisis
multielemental, generacién de espectros unicos, sencillos y de facil interpretacion,
capacidad para medir relaciones isotdpicas atdmicas y LODs muy bajos, igual o por
debajo de partes por trillon (ppt, 10712). Sin embargo, la adquisicion del equipo de ICP-
MS suele ser costosa y, ademas, el costo operativo es alto debido al consumo de gases
de alta pureza, principalmente gas argén. Ademas, la instalacion de un laboratorio de
ICP-MS puede requerir una inversion significativa en sistemas de aire acondicionado,
filtros, tuberias y medidas de reduccién de polvo para evitar interferencias en las
mediciones. Otro factor a tener en cuenta es que el personal que opera este equipo
debe tener un alto nivel de experiencia para poder controlar las interferencias y obtener

mediciones exactas y confiables [89].
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1.4.3 Instrumentacion y funcionamiento

Para describir un equipo de ICP-MS, se pueden identificar los siguientes
componentes fundamentales del sistema: 1) introduccion de muestra, 2) generacion de
iones (ICP), 3) interfase de acondicionamiento, 4) sistema de focalizacion de iones, 5)
analizador de masas y 6) sistema de deteccion (Figura 1.4.1).

Focalizacion
de iones

Discriminacion de iones
Detector

J

H EEEneeaes
Cuadrupolo

!

Sistema de vacio

Antorcha Interface

de ICP

Nebulizador Celda de

y camara de reaccionicolision
nebulizacion

Figura 1.4.1 Esquema de los componentes principales de un instrumento ICP-MS.

1.4.3.1 Introduccién de muestra

El sistema de introduccién de muestra permite la transferencia reproducible de
una parte representativa de la muestra al sistema de andlisis propiamente dicho. Hay
varios nebulizadores disponibles comercialmente, incluidos los tipos neumaticos,
ultrasénicos y de desolvatacion. Los nebulizadores neumaticos que usan flujo de gas
para generar el aerosol son el tipo mas comuln para aplicaciones de rutina. La muestra
es generalmente introducida al sistema analitico a través de una bomba peristaltica
equipada con un nebulizador que la convierte en un aerosol. Posteriormente, el aerosol
es transportado a una camara de aspersion y mezclado con el plasma antes de ser
analizado en el espectrometro de masas. Usualmente, el nebulizador es de cuarzo para
evitar la corrosién causada por los acidos de la solucion. La presencia de estos acidos
es necesaria para prevenir la adsorcion de elementos traza en las mangueras y

conductos que transportan la muestra hacia el sistema analitico [89, 90].

Hay diferentes tipos de nebulizadores neumaticos, incluidos los concéntricos, de
flujo cruzado, Babington y de ranura en V (una variante del Babington). Cada uno

presentan ventajas y desventajas; por lo que la eleccién depende de la aplicacién. Los
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concéntricos son adecuados para muestras de matriz simple, mientras que los
nebulizadores de flujo cruzado y de ranura en V son mas resistentes y toleran muestras
mas complejas. Un nebulizador ultrasénico utiliza energia sonora (de un transductor
piezoeléctrico) para generar el aerosol. Aunque mejoran la sensibilidad analitica en un
orden de magnitud, tienen un mayor costo. Los sistemas de nebulizadores
desolvatadores utilizan una camara de pulverizacion calentada para desolvatar la
muestra antes de que llegue al plasma. Ademas de aumentar la sensibilidad, disminuyen
la formacién de especies de éxido en el plasma que pueden interferir con la medicién

de ciertos analitos [91].

Después de formar el aerosol, la muestra entra en la camara de pulverizacion,
que filtra las gotas de aerosol mas grandes y atenla los pulsos de nebulizacién
producidos por la bomba peristéltica. Esto es importante porque el plasma es ineficaz
para disociar gotas grandes (>10 ym de diametro). En la camara de rociado de doble
paso, las gotas de aerosol mas grandes se drenan, mientras que las gotas mas
pequefias se transfieren al plasma. El sistema de introduccion de muestra es ineficiente
en comparacion con otras técnicas analiticas como ETAAS, solo el 1-2% de la muestra
llega al plasma, mientras que el resto se drena como desecho. Los factores que influyen
en la eficiencia de la introduccién de la muestra, como la temperatura de la cAmara de
pulverizacion, pueden tener efectos marcados en la respuesta del instrumento. La
temperatura de la cAmara de pulverizacién se mantiene a unos 2 °C (por refrigeraciéon
termoeléctrica 0 una camisa de agua) para minimizar la formacion de éxidos y evitar la
sobrecarga del plasma con disolvente, que puede tener un efecto nocivo en el

rendimiento analitico [89].
1.4.3.2 Generacion de iones

Un plasma es un gas ionizado, con iones cargados positivamente y electrones
libres. Los instrumentos ICP-MS utilizan cominmente un plasma de argon. El plasma
se forma en el extremo de un conjunto de tres tubos concéntricos de cuarzo (antorcha)
(Figura 1.4.2). El tubo interior o inyector contiene la muestra de aerosol en una corriente
de argoén (a un flujo entre 0,9 y 1,5 L min) que transporta la muestra al plasma. En el
tubo intermedio hay un flujo tangencial de argén (aproximadamente a 1 L mint) llamado
gas auxiliar, que da lugar a la forma el plasma. El tubo exterior contiene un flujo de argén
(aproximadamente a 15 L mint) que sirve como capa de enfriamiento para evitar que la
antorcha se derrita. En el extremo opuesto de la antorcha, una bobina de cobre esta
conectada a un generador de RF. La energia de alta frecuencia del generador de RF

induce un campo electromagnético variable en la antorcha, lo que produce una descarga
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de alto voltaje (chispa) que ioniza una fraccion de los atomos de argon que fluyen a
través de la antorcha, generando iones y electrones. Estos chocan con otros atomos de
argon, creando electrones e iones adicionales que propagan una cascada. Mediante el
movimiento de electrones e iones, la antorcha produce un plasma de alta temperatura

llamado ICP, que puede alcanzar los 10.000 K [74].
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Figura 1.4.2 Diagrama esquematico de un ICP.

Después de llegar al plasma, la muestra se somete a una serie de procesos que
incluyen desolvatacién, vaporizacion, atomizacion e ionizacién. La mayoria de los
elementos forman iones positivos con una sola carga; sin embargo, otros pueden formar
una pequenfa fraccion de iones con doble carga. El grado de ionizaciéon de un elemento
depende de la temperatura del plasma y del potencial de ionizacién del elemento. Por
ejemplo, a una temperatura dada, el grado de ionizaciébn disminuye a medida que
aumenta el potencial de ionizacién, disminuyendo hasta casi cero en valores superiores
a 15,76 eV (el potencial de ionizacion del argon). No obstante, la mayoria de los
elementos tienen un primer potencial de ionizacion mucho mas bajo que el argon y, por
lo tanto, se ionizan eficientemente en el plasma. Por lo tanto, mediante ICP-MS se
pueden medir casi todos los elementos de la tabla periddica, y la sensibilidad analitica
del elemento esta vinculada a su ionizacién general, asi como a la abundancia isotépica

del is6topo medido [89].
1.4.3.3 Interfase de acondicionamiento

La zona de interfase (Figura 1.4.3) permite dirigir los iones de la muestra desde
la zona de generacion del plasma hasta el analizador de masas. Esto implica un desafio

instrumental debido a que el ICP opera a presion atmosférica (760 torr), mientras que el
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discriminador de masas y el detector se encuentran en condiciones de alto vacio (10
torr). Por lo tanto, se requiere de una zona de interfase especial que pueda permitir el
eficiente acoplamiento de ambas partes del sistema. En este sentido, el flujo de iones
pasa a través de una serie de camaras con presiones cada vez menores, interponiendo
un cono con un orificio muy pequefio entre el plasma y la primera camara (camara de
expansion). De este modo, disminuye la entrada del gas argén desde el exterior y se
posibilita el establecimiento de cierto grado de vacio mediante el bombeo continuo con

una bomba rotatoria [92].

Este cono de muestreo es generalmente de niquel, aunque puede ser de otros
elementos como platino, que es mucho mas resistente a liquidos corrosivos. Posee un
pequefio orificio de 1 mm de didmetro aproximadamente. Para garantizar un
funcionamiento adecuado del sistema, es necesario que el usuario manipule los
controles micrométricos de la posicion de la antorcha mediante el software del equipo,
con el fin de alinearla correctamente con la entrada del cono. Estos conos deben
desmontarse y limpiarse de forma periédica con agua ligeramente acidulada y
ultrasonido, seguido de un enjuague con agua desionizada. Generalmente, los conos
de muestreo tienen una duracion de varios meses. Sin embargo, es importante tener en
cuenta que el uso de soluciones con altas concentraciones de acidos oxidantes (> 5%),
especialmente de acido nitrico, puede degradarlos rapidamente [74].
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Figura 1.4.3 Esquema de la zona de interface de un ICP-MS clésico.

Una vez que el gas ha atravesado el cono de muestreo, se forma un flujo en

forma de cono que interactla con el gas que ocupa el espacio. Este proceso de colisién
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entre ambos gases produce una disminucion abrupta de la velocidad del flujo y un
aumento de la temperatura. Por eso, un segundo cono metélico o skimmer de orificio
mas pequefio (de 0, 4 mm de diametro aproximadamente) se interpone antes de llegar
a la siguiente zona, ya que sélo el material cercano al eje del flujo coénico es
representativo de la muestra introducida. Este segundo obstaculo permite sélo el paso
de la fraccién més central del flujo, luego la presién se ve reducida drasticamente. Este
cono es la interfase entre la camara de expansion y la camara que contiene las lentes,
actuando como una camara intermedia. El mecanismo de bombeo hacia el interior

funciona también por diferencias de presion [92].

1.4.3.4 Sistema de focalizacién de iones

Consiste en un conjunto de lentes idnicas ubicadas detras del cono skimmer que
dirigen electrostaticamente a los iones del analito desde la interfase hacia el analizador
de masas, evitando que los fotones y otras especies neutras (como los componentes de
la matriz no ionizados) lleguen al detector, los cuales son una fuente de ruido e
inestabilidad de la sefial. El sistema Optico de iones suele evitar que esto suceda
colocando un 'tope de fotones' en la ruta de los iones, o guiando el haz de iones fuera
del eje. EI ICP-MS a menudo incluye una celda de colisién o reaccién, complementario
al sistema de lentes idnicas descrito, que es opcional pero esencial para eliminar las
interferencias poliatdmicas en el analisis de muestras complejas. En el caso de la celda
de caolision, se hace pasar el haz de iones por un gas de baja masa atomica (helio) a
baja presién. Los iones del analito no se ven afectados por la presencia de este gas,
mientras que las moléculas poliatdmicas son fragmentadas, convirtiéndose en iones que
no interfieren con el analito de interés. En el caso de la celda de reaccion, se introduce
uno o varios gases altamente reactivos en la celda para favorecer reacciones quimicas
predecibles. Un cuadrupolo de barrido es capaz de eliminar de forma inmediata

cualquier interferencia adicional que surja de una reaccién secundaria [89].
1.4.3.5 Analizador de masas

El analizador de masas se sitlia entre la celda de colision o reaccion y el detector.
Los analizadores mas utilizados son: el analizador cuadrupolar, el de sector magnético
y el de tiempo de vuelo. El analizador cuadrupolar (Figura 1.4.4) es esencialmente un
filtro de masas que separa los iones en funcién de su relacion m/z. Un cuadrupolo consta
de cuatro barras metdlicas cilindricas (comunmente de 15 a 20 cm de largo) por lo
general son de molibdeno, estan colocadas paralelamente y de forma equidistante a un

eje central imaginario. Las barras opuestas se conectan eléctricamente, un par esta
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unido al polo positivo de una fuente variable de corriente continua y el otro par se une
al terminal negativo. Ademas, se aplican a cada par de barras. potenciales variables de

corriente alterna de RF, que estan desfasados 180 grados [93].

La pareja de electrodos positivos funciona como filtro, permitiendo el paso solo
de los iones con una determinada relaciébn m/z y de mayor masa, mientras que los iones
de masa inferior chocan con las barras, se neutralizan y se pierden al seguir trayectorias
inestables. El par de barras cargadas negativamente actla al revés, bloqueando los
iones mas pesados y permitiendo que los iones de interés y los mas ligeros sigan
trayectorias estables. Ajustando los voltajes de corriente continua y RF, solo los iones
con una determinada relacién m/z pueden atravesar toda la longitud del cuadrupolo y
salir por el otro extremo. El analizador de masas cuadrupolar es mas compacto,
econodmico y robusto que cualquier otro tipo de espectrémetro de masas. Ademas,
posee una elevada velocidad de barrido, de manera que se puede obtener un espectro
de masas completo en menos de 100 ms [94].
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Figura 1.4.4 Esquema de un analizador de masas cuadrupolar.

El analizador de sector magnético funciona mediante un iman permanente o un
electroiman que genera un campo magnético para desviar la trayectoria de los iones en
movimiento en funcién de su masa y velocidad. Al variar la intensidad del campo
magnético, los iones con diferentes relaciones m/z pueden enfocarse en orden creciente
0 decreciente sobre una rejilla y detectarse posteriormente. Debido a su principio de
funcionamiento, estos analizadores se comportan de manera similar a los prismas o las

rejillas. El analizador de masas de tiempo de vuelo produce iones positivos
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periddicamente mediante el bombardeo de la muestra con electrones, iones
secundarios o fotones generados por laser. Estos iones son acelerados por un impulso
de campo eléctrico y entran en un tubo analizador de que no estd sometido a ningun
campo. Debido a que idealmente todos los iones entran en el tubo con la misma energia
cinética, sus velocidades dentro del mismo varian inversamente con Sus masas,
llegando al detector antes las particulas mas ligeras. Los tiempos de vuelo habituales

oscilan entre 1y 30 ps [92].
1.4.3.6 Sistema de deteccidén

El multiplicador de electrones es el detector mas comunmente utilizado en ICP-
MS. Cuando los iones del analito, que estan cargados positivamente, impactan el primer
dinodo del detector que se encuentra a un alto voltaje negativo, se produce un proceso
llamado emisién secundaria. Este proceso hace que varios electrones sean emitidos
desde la superficie del dinodo, los cuales, a su vez, impactan en el siguiente dinodo y
liberan mas electrones. Esta cascada de amplificacion continla hasta que se genera
una sefial lo suficientemente grande como para ser una medida confiable como un
"recuento” de iones. Asi, puede generar un pulso de sefial medible a partir del impacto
de un solo i6n en el detector, lo que le confiere una sensibilidad analitica muy alta [89].

1.4.4 Interferencias

La deteccién por ICP-MS se ve limitada por la existencia de interferencias
espectrales y no espectrales. Las primeras ocurren cuando un is6topo medido sufre una
interferencia debido a la presencia de otro i6n con la misma relacion m/z. Cuando la
interferencia espectral se debe a un conjunto de &tomos se conoce como interferencia
poliatdbmica, comunmente asociada a &tomos de argén de los gases del ICP, a la matriz
de la muestra, al disolvente, a otros analitos, o a la entrada de oxigeno o nitrégeno del
aire circundante. Ademas, la presencia de iones de cloruro en las muestras puede
causar interferencias significativas en la medicion de As, por lo que se recomienda evitar
el uso de 4cido clorhidrico en la preparacion de muestras. Por otro lado, cuando la
interferencia espectral se produce por la presencia de un isétopo de otro elemento con
igual relacién m/z se define como interferencia isobérica, y se presenta por ejemplo en
el caso de ?°Te y 123Sh. Para evitar las interferencias espectrales existen diferentes
estrategias que pueden utilizarse. Una de ellas consiste en eliminar la matriz o emplear
técnicas cromatograficas para separar los componentes de la muestra y asi reducir las
interferencias. También es posible corregir los espectros mediante ecuaciones

matematicas o el uso de celdas de colisién/reaccion. El espectro de masas m/2 contiene
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iones M?*, y por ejemplo, el bario y el estroncio producen niveles significativos de estos
iones en condiciones normales del plasma que pueden interferir con algunos isétopos

de zinc y calcio, esta interferencia es conocida como doblemente cargada [90].

Las interferencias no espectrales pueden dividirse generalmente en efectos de
matriz y deriva del instrumento. Los efectos de matriz se refieren a la mejora o supresion
de la sefial de un analito debido a las propiedades o componentes de la matriz de
muestra. Estos efectos son causados por las diferencias de viscosidad, tension
superficial, presién de vapor, fuerza idnica y acidez entre las muestras y estandares de
calibracién, que afectan a los procesos desde la aspiracion de la muestra hasta la
deteccién de los iones. Ademas, la presencia de elementos facilmente ionizables como
el sodio y el potasio en la muestra puede disminuir la sefial del instrumento, ya que
desplazan el equilibrio de ionizacién térmica del analito hacia el atomo neutro. En
cambio, la presencia de carbono puede potenciar la ionizaciébn del analito para

elementos con un alto potencial de ionizacién.

En ICP-MS, el efecto de matriz se debe principalmente al efecto de carga
espacial en la interfaz y la ptica i6nica del instrumento. La carga espacial se produce
debido a la repulsién electrostatica entre los iones cargados positivamente en el haz de
iones, lo que amplia el haz y reduce la transmision de iones al detector. Los analitos
livianos se ven mas afectados que los de mayor masa, y los elementos pesados de la
matriz causan una mayor supresion que los elementos mas livianos. Para minimizar este
efecto, es importante elegir un estandar interno con una masa similar a la del analito.
Las interferencias por deriva del instrumento suelen producirse por los sélidos disueltos
en las muestras que pueden depositarse en el nebulizador y/o en los conos de interfaz
con el tiempo, reduciendo asi la transmisién de iones al espectrémetro de masas y
provocando una desviacion descendente en la sefial. Para minimizar estos efectos, las
muestras analiticas no deben contener mas del 0,1% de soélidos disueltos. Otro factor a
controlar es la temperatura ambiente por lo que es esencial controlar el aire

acondicionado en el laboratorio [95].
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1.5 Liquidos iénicos

1.5.1 Aspectos generales de los liguidos i6nicos

1.5.1.1 Historia

A mediados del siglo XIX, se obtuvo un compuesto liquido de color rojo
denominado “red oil", producto de una reaccion de Friedel-Crafts usando benceno y
clorometano electrofilo para formar tolueno y cloruro de aluminio (AICI3) como un &cido
de Lewis para catalizar la reaccion. Sin embrago, la composicién del aceite rojo no se
conocid hasta el desarrollo de la espectroscopia de resonancia magnética nuclear que
permitié identificar su estructura como un compuesto iénico o un liquido i6nico (IL) [96].
Sin embargo, la primera referencia bibliografica de los ILs se atribuye a un famoso
investigador y profesor de quimica nacido en Latvia y nacionalizado aleméan, Paul
Walden, quien estaba investigando acerca de sales fundidas que fueran liquidas a
temperatura ambiente. En 1914 sintetizé el nitrato de etilamonio, cuyo punto de fusién
es de 12 °C. Inicialmente, los primeros ILs fueron empleados como electrolitos, sin
embargo, el interés por estas sales tuvo un aumento significativo a finales del siglo
pasado debido a que eran consideradas como "solventes de disefio" por la gran cantidad
de combinaciones catidnico-aniénicas que dieron lugar a ILs ideales para un gran
namero de aplicaciones. En 1963, el ejército de Estados Unidos descubrié una patente
de 1948 que describia una mezcla conductiva de AICI; y haluros de 1-etilpiridinio,
considerada la primera muestra de ILs. Esto desperté el interés de cientificos en
solventes no acuosos Yy totalmente idnicos, lo que llevo a la busqueda de alternativas

viables para reemplazar las sales fundidas de LiCI-KCI utilizadas como electrolitos [97].

Las propiedades de los ILs permitieron su aplicacién como electrolito en pilas, y
en reacciones organicas como Friedel-Crafts, demostrando que no solo eran adecuados
para la electroquimica, sino que también podrian ser utilizados como catalizadores en
otras areas de la quimica. En los dltimos afios, los ILs se han utilizado como solventes
alternativos en metodologias analiticas para extraer analitos de naturaleza organica,
biomoléculas y metales, como reemplazo de solventes organicos los cuales son toxicos,
volatiles e inflamables. En ese sentido, los ILs han sido de gran importancia en el
desarrollo de la "quimica verde", término propuesto por Paul Anastas y John Warner
quienes establecieron doce principios de la “quimica verde” que actualmente son de
gran importancia para lograr la sostenibilidad simultanea en los ambitos

medioambiental, econémico y social [98].
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1.5.1.2 Composicion quimica

Los ILs se definen como sales que funden a una temperatura inferior a 100 °C,
a diferencia de otras sales convencionales como el NaCl cuya temperatura de fusiéon
suele ser muy superior. En general, los ILs se componen de un catiébn organico
voluminoso a base de nitrégeno o fésforo y un anién de naturaleza organica o inorganica
[99]. En la Figura 1.5.1 se ilustran los principales cationes y aniones que forman parte
de la estructura de los ILs comUnmente utilizados en el campo de la quimica analitica.
Como se menciond en la seccion 1.5.1.1, los ILs se caracterizan por ser "solventes de
disefio" debido a que pueden sintetizarse con propiedades especificas, como una mayor
selectividad, una menor solubilidad en agua o una mejor biodegradabilidad, combinando
adecuadamente diferentes aniones y cationes. Actualmente, hay al menos un millén
(10°) de ILs simples que se pueden preparar facilmente en el laboratorio, un billén (10*?)
de combinaciones binarias y un trillén (10'8) de sistemas ternarios posibles, comparado
con los 600 solventes moleculares conocidos en la actualidad [100].

Cationes
ROt R * R + +
N " "
i ) R R R R = [
P N Naw
N | | R R
R R™ R™
N,N'-dialquilimidazolio  Tetraalquilfosfonio  Tetraalquilamonio N-alquilpiridinio
Aniones
F - F O -
P b cr Br- F——b—o
FF |
F Cloruro Bromuro F
Hexafluorofosfato Trifluoroacetato
oo e | Lrl|
F
F3C\g/N\ﬁ/CF3 F/||3/
I
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Bistriflimida Tetrafluoroborato

s

Figura 1.5.1 Cationes y aniones mas comunes que forman los IL. R, R", R” y R””" son cadenas

organicas lineales: metil, etil, propil, butil, etc.

En los ILs, los iones suelen ser bastante asimétricos debido al gran tamafio que
presenta el cation con respecto al anion, por lo tanto, las fuerzas atractivas catién-anion

son mas débiles que las fuerzas que intervienen en las sales idnicas convencionales.
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Esto contribuye a que los ILs sean liquidos a temperatura ambiente 0 que posean un
punto de fusién en dicho rango. Se requiere un pequefio aporte de energia (temperatura
ambiente) para separar los aniones y los cationes que conforman el sélido y
transformarlo en un liquido. Por lo contrario, en las sales clasicas, los iones se enlazan

con un gran empaguetamiento entre ellos formando una estructura cristalina [101].
1.5.1.3 Propiedades fisicoquimicas

A continuacion, se detallan las propiedades de los ILs que dependen en gran
medida del tipo de catién y anién, y de su naturaleza quimica, asi como de la longitud
del grupo alquilo en el cation. Los ILs son unicos en el sentido de que, ademas de sus
interacciones idnicas y covalentes, existen interacciones relativamente débiles, como

enlaces H y 1r-11, que no son comunes en los solventes tipicos.

“ Baja presion de vapor: A diferencia de los solventes orgénicos clasicos, los ILs
poseen una presion de vapor insignificante debida a la débil interaccién coulémbica que
presentan entre sus iones, limitando la formacién de pares idnicos necesarios para que
se produzca la volatilizacién de las sales. Esta propiedad permite recuperar productos
por destilacion sin contaminacion por el solvente en técnicas como LLE. Ademas,
conlleva un bajo riesgo de contaminacion atmosférica e intoxicacion por inhalacién en

seres humanos [102].

% Densidad: Varia en un rango de entre 0,98-1,45 g cmy suele ser mas alta que
la densidad del agua y la de solventes organicos. La densidad como propiedad
fisicoquimica esta relacionada con las fuerzas intermoleculares y la masa de los
elementos presentes en el compuesto. En general, la densidad de los ILs comparables
disminuye con el aumento del volumen del catién orgéanico. Para un cation determinado,
la densidad para los diferentes aniones varia de la siguiente manera: [OAc]” < CI <
[SCN]™ < [BF4]” < Br~ < [PF¢]" < [TFSI]".

% Viscosidad: Esta propiedad es de gran importancia cuando estos solventes se
utilizan como fase de extraccion o como medios en una reaccion quimica. Por su
naturaleza ionica, la viscosidad de los ILs es relativamente alta (10 a 500 cP a presién
atmosféricay a 20 °C) en comparacion con los solventes organicos comunes y depende
del tipo de cation y anion. Se ha observado que, para un cation determinado con
diferentes aniones, la viscosidad varia de la siguiente manera: [DCA]” < [TCN] < [BF4]~
< [CIO4]” < [C1SO4]” < [PF¢]7, mientras que con respecto al cation la viscosidad aumenta
con la longitud de la cadena de alquilo y disminuye con la presencia de cadenas

ramificadas [103].
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% Punto de fusion: Determina el limite inferior del intervalo de temperatura en el
que puede utilizarse el IL como solvente. Esta propiedad refleja las fuerzas
intermoleculares y la disposicion de la red cristalina. El punto de fusibn depende
fundamentalmente del tamafio y de la simetria de sus iones. En este sentido, bajos
puntos de fusion se obtienen con sales formadas por iones grandes y asimétricos.
Ademas, esta propiedad depende de la longitud de la cadena de alquilo. Por ejemplo,
las cadenas de alquilo mas cortas (n<6) forman ILs menos asimétricos con mejor
cohesidn idnicay, por lo tanto, con puntos de fusibn mas altos. Sin embargo, las cadenas
de alquilo més largas (n>8) forman cationes mas hidréfobos con interacciones de tipo

Van der Waals, lo que también aumenta el punto de fusion [104].

« Solubilidad y miscibilidad: Los ILs tienen una gran capacidad para disolver
una amplia variedad de compuestos, incluyendo diéxido de carbono, benceno,
carbohidratos, metales, enzimas, carbén, polimeros naturales y sintéticos. Son mas
solvatantes que los solventes organicos convencionales y pueden ser disefiados para
disolver sustancias especificas. La capacidad de disolucion de un IL depende

principalmente de su polaridad y de las propiedades de coordinaciéon de sus iones [102].

% Propiedades hidrofilicas/hidrofébicas: La solubilidad en agua de los ILs
depende del tipo de anién, la temperatura y la longitud de la cadena de alquilo unida al
cation. En el caso del cation [C.mim]*, los aniones [BF4]7, [CFsCO2], [NOg]"y las sales
de haluro exhiben una miscibilidad completa en agua a temperatura ambiente. Es
importante destacar que incluso si los ILs no son solubles en agua, tienen la tendencia
a absorber agua de la atmdosfera, es decir, son higroscopicos. Se ha establecido que las
moléculas de agua, que se han absorbido del aire, estan presentes en su mayoria en

estado "libre" o unidas mediante enlaces de H.

+ Estabilidad térmica: La estabilidad térmica de los IL es un parametro importante
que limita la temperatura maxima de funcionamiento. Los ILs generalmente no son
inflamables y permanecen térmicamente estables a temperaturas superiores a las de
los solventes organicos clasicos, por lo tanto, se evita el riesgo de explosion cuando se
realizan reacciones quimicas con ILs. Entre los ILs, hay una gran proporcién con alta
temperatura de descomposicion (varia entre 200 a 400 °C) la cual depende mas del tipo
de anién que del catidon. Las temperaturas de descomposicién de los ILs pueden
clasificarse con respecto al tipo de cation de la siguiente manera: a base de fosfonio >

a base de imidazolio > a base de amonio [103].

% Estabilidad quimica: A diferencias de los ILs basados en cloro-aluminatos que

son muy sensibles a la humedad y, por lo tanto, necesitan estar muy protegidos de ella
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y de otras impurezas de 6xido, el resto de los ILs son compuestos no inflamables y

quimicamente inertes.

« Propiedades electroquimicas: Algunas propiedades de los ILs (por ejemplo,
alta estabilidad quimica y térmica, alta conductividad y amplia ventana electroquimica)
los hacen adecuados para su uso en métodos electroanaliticos, especialmente en
sensores electroquimicos donde los ILs se han aplicado como materiales fabricados
sobre la superficie del electrodo. En este contexto, su alta viscosidad permite su
aplicacion como aglutinantes para inmovilizar moléculas sensibles sobre la superficie de
electrodos [105].

« Toxicidad y biodegradabilidad: Los ILs tienen una despreciable volatilidad, lo
que reduce las posibles vias de exposicion a través de la piel y la ingestién. Su toxicidad
se correlaciona directamente con la longitud del sustituyente n-alquilo presente en el
cation metilimidazolio. En los cationes de ILs que contienen nitrégeno, por ejemplo,
pirrolidinio, piperidinio y morfolinio, se observé un aumento de la toxicidad con un

numero creciente de atomos de carbono en el anillo [103].

« Biodegradabilidad: Una mayor biodegradabilidad se relaciona con un mayor
contenido de carbono en la estructura de los ILs. En este sentido, a menos que los ILs
estén constituidos por un anién organico, (por ejemplo, anién octil-sulfato), la
biodegradacién no debe considerarse para el par i6nico. Por ejemplo, en el caso de los
aniones [BF4]" y [PF¢]7, la biodegradacion esta estrictamente relacionada con el cation
organico debido a que la gran mayoria de los cationes del IL se caracterizan por un
mayor contenido de carbono que los aniones. Adicionalmente, se ha reportado un
estudio de biodegradabilidad de los ILs, en el cual se observd que algunos son mas

biodegradables cuando presentan un grupo éster o amida en su estructura [106].

1.5.1.4 Sintesis

En general la sintesis de ILs implica dos etapas bien diferenciadas: (a) formacion
del cation que sera parte de la estructura del IL (reaccion de cuaternizacion), (b) reaccion
de intercambio i6nico que obtendréa el producto deseado.

" Reacciones de cuaternizacion: Se basan en polisustituir aminas o

fosfinas, convirtiéndolas en compuestos cuaternarios, mediante la reaccion con un
haluro de alquilo. Estas reacciones transcurren a temperaturas relativamente suaves.
Generalmente, las condiciones de reaccién son mas suaves con los derivados de yodo
en comparacion con el bromo, mientras que los cloruros de alquilo requieren

condiciones mas fuertes, similares a las reacciones de sustitucion nucleofilica. Este tipo
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de reaccién es bastante simple: la amina o fosfina se mezcla con un haloalcano

especifico, y luego la mezcla se agita y calienta (Figura 1.5.2) [107].

Los compuestos mas comunmente utilizados en estas reacciones son los del
tipo 1-alquilimidazoles. La temperatura y el tiempo de reaccién dependen del haloalcano
empleado, siendo los cloroalcanos los menos reactivos y los iodoalcanos los mas
reactivos. La reactividad de los haloalcanos disminuye al aumentar la longitud de la
cadena. La reaccion debe realizarse bajo una atmosfera de nitrdgeno u otro gas inerte
para evitar la presencia de trazas de agua y oxigeno durante la cuaternizacion. La
eliminacion del oxigeno es esencial para obtener una sal de haluro incolora. La sal de
haluro obtenida generalmente es inmiscible con los reactivos de partida, lo que facilita
su separacion. El producto puede separarse por decantacion, eliminando compuestos
que puedan permanecer en la misma por calentamiento en vacio. Sin embargo, la
temperatura no debe superar los 80 °C, ya que un calentamiento excesivo puede invertir
la reaccién de cuaternizacion. La mezcla de reaccion debe estar libre de humedad,
porque los productos de reaccién son a menudo muy higroscépicos. Para evitar ese
inconveniente, se puede almacenar el producto obtenido en un desecador. Al finalizar,
se deben realizar continuos lavados con un solvente adecuado para eliminar cualquier
traza de los reactivos de partida. Mediante RMN se puede confirmar que el IL final esté

libre de estos compuestos [108].

a) [\ o /—/\ or
Mofan, MO e MO NN
Metilimidazolio Clorobutano Cloruro de 1-butil-3-metilimidazolio
[Camim]CI
b) CyHy
g or
CyHq ch4\/\|3\/\ CH,
g —p
/ P
HQC4\/\P\/04HS + HzsCr2
HasC12
Trihexilfosfina Clorotetradecano Cloruro de trihexil(tetradecil)fosfonio
[Ps,6,6,14]Cl

Figura 1.5.2 Ejemplo de reaccién de cuaternizacién para obtener ILs de tipo: a) imidazolio, b)

fosfonio.
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= Reacciones de intercambio anidnico: Existen dos tipos de reacciones de

intercambio del anion, aquellas que consisten en el tratamiento directo de las sales del
haluro con acidos de Lewis y las que son conocidas como reacciones de metéatesis
anionica. El tratamiento con acidos de Lewis fue inicialmente la via de sintesis mas
utilizada y consiste en la reaccién de las sales de haluro (Q*X") con acidos de Lewis
(MXn), principalmente con AICl;s. Generalmente, la reaccién produce mas de una
especie anidnica, de acuerdo a las proporciones. Si bien estas sales son relativamente
estables, el exceso de calor, debido a que usualmente son bastante exotérmicas, puede
descomponer el IL. La sensibilidad al agua de las sustancias supone que la reaccion
tiene que realizarse en ausencia de trazas de agua. Es importante que después de su

sintesis, los ILs se almacenen en un desecador al vacio [107].

Por otro lado, las reacciones de metatesis permiten sintetizar principalmente ILs
inmiscibles en agua. Se basan generalmente en preparar una soluciéon acuosa de la sal
de haluro del cation, sobre la cual se afiade el anién en su forma acida o como sal
alcalina, dando lugar a la reaccion de intercambio aniénico. Cuando se emplea como
fuente del anién la forma acida del mismo, se favorece la reaccion, liberandose al medio
HCI, HBr, o HI como subproducto que se puede eliminar por medio de posteriores
lavados con agua. En este caso, el lavado deberia continuar hasta la neutralizacion del
agua de lavado, debido a que con el tiempo las trazas de acido podrian causar la
descomposicién de los ILs. Si la forma acida como fuente del anién no esta disponible,
se podria sustituir por un metal alcalino o una sal de amonio. La alta viscosidad de los
ILs dificulta la purificacién por lavados, por lo que se los debe disolver en solventes

organicos como cloroformo (CHCIs) o diclorometano para disminuir su viscosidad [109].
1.5.1.5 Aplicaciones analiticas

Durante los dltimos afios, los ILs se han utilizado en una amplia gama de
aplicaciones en el area de la quimica con un éxito considerable. Las primeras
aplicaciones fueron con fines electroquimicos, debido a sus propiedades especificas.
Como se menciond anteriormente, en contraste con los electrolitos usados
comunmente, los ILs poseen potenciales electroquimicos y conductividades i6nicas
similares, y a la vez son mas seguros y menos toxicos e inflamables, lo cual los
convierten en electrolitos ideales en dispositivos electroquimicos como baterias,

condensadores, celdas de combustible y sensores electroquimicos [110].

A demas, se ha demostrado la aplicacién de ILs como medios de reaccién tanto
en procesos quimicos como bioquimicos, lo que ha potenciado el desarrollo de nuevos

ILs. Se han empleado como solventes en reacciones nucleofilicas y electrofilicas
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catalizadas tanto por 4cidos como por complejos de metales de transicion. Ademas, se
han usado como medios de reaccién en biosintesis, con una gran capacidad para la
estabilizacion enzimética en procesos continuos. En los dltimos afios, los ILs se han
empleado en membranas liquidas soportadas con fines de separacibn y como
lubricantes potenciales, de alto rendimiento y versatiles gracias a sus especificas
caracteristicas como bajo punto de fusion, baja presion de vapor, polaridad variable y
estabilidad [111, 112].

Por otro lado, su nula presién de vapor y su elevada estabilidad térmica los han
convertido en solventes adecuados en el area de la quimica analitica, mas
precisamente, en técnicas de LLE [99]. En estas técnicas hay un mecanismo de particién
gue produce la transferencia de los analitos desde la fase acuosa a la fase del IL. A
pesar de que la extraccion de iones metélicos en sistemas bifasicos acuosos/IL a
menudo indica una mayor selectividad y eficiencia de extraccién que la observada con
solventes organicos tradicionales, la particion de iones metalicos depende
significativamente de la naturaleza del IL, del ibn metalico y el ligando [113]. En ese
sentido, se pueden realizar varias estrategias para mejorar la afinidad de los iones
metdlicos por la fase de IL. En primer lugar, la mas utlizada en técnicas de
preconcentracion es el uso de agentes complejantes especificos cuando los ILs se
utilizan como solventes de extraccion. En segundo lugar, la aplicacion de ILs que sean
tanto reactivos quelantes como solventes de extraccidon. En este sentido, los TSILs son
una subclase de ILs que pueden disefiarse para usos especificos en amplio rango de
aplicaciones. Por ejemplo, la presencia de grupos quelantes de metales en la estructura
de los TSILs (urea, tiourea o tioéter como parte del cation, tiosalicilato o tioglicolato como
parte del anién) aumenta la afinidad de iones metdlicos especificos hacia la fase TSIL,

obteniendo asi altas eficiencias de extraccion sin el uso de agentes complejantes [114].
1.5.2 Liquidos iGnicos magnéticos
1.5.2.1 Introduccién

La combinacién de ILs con materiales magnéticos puede generar una sinergia
Gnica que potencia tanto la capacidad de extraccidbn de estos solventes como la
destacada respuesta de los materiales magnéticos a la atraccion de un iman,
simplificando la separacion de fases, complementada por su utilidad como materiales
de soporte. Por este motivo, el interés por el desarrollo de métodos de extraccion
magnéticos basados en ILs ha aumentado constantemente en la quimica analitica. Sin

embargo, la recuperacién del sorbente depende fuertemente de la calidad de la
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inmovilizacién, debido a que los ILs pobremente funcionalizados pueden liberarse del
soporte y no se separardn magnéticamente, afectando el rendimiento de la extraccion
[115]. Este problema pudo resolverse mediante el desarrollo de una nueva subclase de
ILs, llamados ILs magnéticos (MILs), los cuales son sintetizados mediante la
incorporacién de un componente paramagnético, que con frecuencia suele ser un ion
de metal de transicion como hierro (Fe), manganeso (Mn) o cobalto (Co) o de metal
lantanido como disprosio (Dy) o gadolinio (Gd), en el catién o anion de la estructura del
IL [116]. Los MILs poseen las propiedades fisicoquimicas Unicas de los ILs clasicos vy,
ademas, exhiben una fuerte respuesta a campos magnéticos externos. Adicionalmente,
presentan propiedades intrinsecas que les permiten formar materiales termocrémicos,

magnetocrémicos o luminiscentes dependiendo del ion magnético que contienen [117].

En el 2004, se estudio por primera vez el MIL llamado tetracloroferrato (Ill) de 1-
butil-3-metilimidazolio ([Csmim][FeCls]) que, aunque se conocia hace un tiempo, se
reportaron por primera vez sus propiedades magnéticas y su potencial aplicacion bajo
el efecto de un iman de neodimio de 0,55 T a temperatura ambiente. Este
descubrimiento abrié una nueva area de investigacion de gran interés. Inicialmente, los
primeros MILs desarrollados se basaban principalmente en aniones conteniendo Fe(lll)
d® de alto espin, como el tetracloro o tetrabromoferrato(lll), combinados con diversos
cationes orgéanicos, como alquilimidazolio, tetraalquilamonio o tetraalquilfosfonio.
Posteriormente, la sintesis de MILs evoluciond hacia la combinacién de diferentes iones
de metales de transicion (Co, Mn), tierras raras (Dy y Gd) e incluso cationes quirales,
como aminodcidos. Actualmente, estos solventes se emplean en técnicas de LLE, en
sensores quimicos y en reacciones quimicas como catalizadores o medios de reaccion.
Su capacidad de ser manipulados magnéticamente les confiere una ventaja sustancial
sobre los métodos convencionales, lo que posibilita realizar analisis selectivos vy

eficientes en diversas aplicaciones [118].
1.5.2.2 Propiedades fisicoquimicas

La investigacion inicial sobre las propiedades de los MILs se ha basado en
desarrollar y comprender la relacion que existe entre la naturaleza y la estructura del
anion-cation y las propiedades fisicas. La susceptibilidad magnética, estabilidad térmica,
hidrofobicidad y viscosidad son algunos de los parametros criticos de los MILs para sus
potenciales aplicaciones como solventes de extraccion. Las principales propiedades de

los MILs se detallan a continuacion:

+»+ Susceptibilidad magnética: Es una de las principales propiedades de los MILs

y representa una gran ventaja de estos solventes sobre los ILs clasicos, debido a que
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pueden separarse de soluciones acuosas mediante la aplicacion de un campo
magnético externo. La utilizacion de MILs con momentos magnéticos altos aportan
grandes ventajas a procesos de extraccién analitica, manipulacion dentro de
dispositivos microfluidicos, sensores basados en imanes, entre otras aplicaciones. Las
susceptibilidades magnéticas de los MILs dependen de la naturaleza del metal presente
ya sea en el anién o catién, de la naturaleza del catién, la longitud de sus grupos alquilo

y de la naturaleza de los aniones sin metal [115].

% Viscosidad: Este pardmetro influye en la aplicacion practica de estos solventes
en la quimica analitica. Los liquidos altamente viscosos son deseables para ciertas
aplicaciones, como las fases estacionarias en CG, mientras que se prefieren
viscosidades méas bajas para facilitar la mezcla o la transferencia de masa en las
técnicas de extraccion. Los factores que influyen en la viscosidad de los MIL deben, por
lo tanto, considerarse cuidadosamente al aplicar estos materiales para un propésito
especifico. En técnicas de extraccion resulta conveniente que estos solventes presenten
viscosidades relativamente bajas para facilitar su manipulacién en soluciones acuosas
[118].

% Estabilidad térmica: El conocimiento de la estabilidad térmica de los MILs es
crucial para establecer su temperatura de funcionamiento maxima permitida. Aunque
las temperaturas de descomposicién (Tq4) informadas para los MILs dependen de la
velocidad de calentamiento, la composicion del gas transportador y/o el porcentaje de
pérdida de masa correspondiente, las caracteristicas estructurales que influyen en la
estabilidad térmica pueden identificarse mediante el examen y la comparacion de los
valores de Tq4. Se estudié que el MIL compuesto por el cation [Ps,s,6,14]F €mparejado con
el anion [FeCls]™ proporcion6 una elevada estabilidad térmica de aproximadamente 350
°C cuando se sometieron a un analisis termogravimétrico (TGA) usando una velocidad

de calentamiento de 10 °C min* y gas portador de nitrégeno [119].

+« Hidrofobicidad: En un principio, los MILs tenian una naturaleza hidrofilica
debido a la inestabilidad hidrolitica del anién paramagnético. Esto resultaba en su
miscibilidad en agua, impidiendo que retuvieran sus propiedades magnéticas y, por lo
tanto, no podian recuperarse con un iman, especialmente en situaciones donde el
volumen de la fase de extraccién era minimo, como en técnicas de microextraccién. Sin
embargo, estos MILs hidrofilicos pueden ser una opcién viable para medios no acuosos,
lo cual explica por qué las primeras aplicaciones de MILs como fase de extraccion se
centraron en estos medios. Dado que la mayoria de las extracciones se realizan en

muestras acuosas, se han llevado a cabo nuevos estudios enfocados en la sintesis de
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MILs hidrofébicos y su aplicacion en la extraccién de analitos en medios acuosos [115].

Existen diferentes estrategias para conferir hidrofobicidad a los MILs:
e Utilizacion de largas cadenas de alquilo en el catién.

e Introduccion de aniones que presentan baja capacidad de coordinacion y son
relativamente hidrofobos.

e Combinacién de un catién con un anién tensioactivo y otro catién con un anion
paramagnético en un sistema dicatioénico, o en su lugar, un catiéon con un anion

hidréfobo libre de metal y otro catién con un anién paramagnético.

¢ Modificacibn del componente aniénico con el fin de conferir tanto caracter
paramagnético como hidrofobicidad, por ejemplo, usando aniones
hexafluoroacetilacetonato como ligandos para centros  metdlicos

paramagnéticos.

e Incorporacién de un componente paramagnético en el catién y seleccionar un

anion relativamente hidréfobo.

% Toxicidad: El uso cada vez mayor de MILs implica la necesidad de considerar
los efectos sobre la salud humana y el ambiente que puede causar su liberacion. Su
presién de vapor insignificante y su nula inflamabilidad reducen o eliminan el riesgo de
emisiones al aire. Sin embargo, algunos de ellos son solubles en agua, por lo que
pueden presentar riesgos ambientales para los ecosistemas acuaticos que deben
evaluarse. Se ha estudiado que la presencia de Fe en la estructura molecular de los MIL
basados en imidazolio, asi como el aumento en la longitud de la cadena produjo un
aumento en la ecotoxicidad. Ademas, se ha reportado un estudio sobre los efectos
toxicologicos de MILs conteniendo cationes imidazolio y colina en combinacién con los
aniones [FeCls]~, [MnCl4]7, [CoCls]” y [GdCle]” en células de adenocarcinoma colorrectal
humano y fibroblastos normales de la piel humana. De acuerdo a los resultados, los

aniones [FeCls]” y [GdCle]” inducian una toxicidad mas baja que [MnCls]” y [CoCl4]™ [120].

% Luminiscencia electroquimica: Los compuestos de lantanidos han ganado una
atencion generalizada como materiales potenciales en fotoguimica y espectroscopia
debido al hecho de que muestran luminiscencia. Se estudiaron MILs basados en Dy
debido a que el momento magnético del Dy(lll) es dos veces superior al del Fe(lll), los
productos obtenidos mostraron luminiscencia [121], un comportamiento ya conocido

para los iones lantanidos disueltos en ILs [122].
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1.5.2.3 Sintesis de liquidos i6bnicos magnéticos

La sintesis de MILs se ha basado principalmente en la utilizacion de ILs
convencionales previamente sintetizados o disponibles comercialmente. Estos ILs
experimentan una reaccion de intercambio i6nico, donde el anién original del IL se
sustituye por un anién que posee propiedades magnéticas. Este nuevo anibn magnético
esta compuesto por un elemento paramagnético como Co, Fe, Mn o Dy. Aunque
también se han reportado MILs donde el catién proporciona las propiedades
magnéticas, estas variantes han sido menos estudiadas en comparacion con las
anteriores [118]. A continuacion, se describe el proceso general de la sintesis de un MIL
(Figura 1.5.3). En una primera etapa, se disuelve el IL convencional en CHCIls; o
diclorometano para disminuir la viscosidad y favorecer su posterior mezcla con una
solucién acuosa o en medio acido de la sal halogenada o cianurada que contenga el ion
metdlico en cantidades estequiométricas. La mezcla se agita constantemente a
temperatura ambiente durante varias horas, para permitir la reaccion de intercambio
ibnico con un alto rendimiento. Luego la capa organica se separa, lavando varias veces
con agua ultrapura para eliminar restos de acido e impurezas y el solvente organico se
elimina por un evaporador rotatorio. Finalmente, el MIL es secado por calentamiento

gradual para eliminar vestigios de solucion acuosa o de solvente organico [123].

a —
) [T\ cI- N N B
HSCWN\%N\C% + FeCl, —— | MO e e, | FeCk
[Camim]CI (Disuelto en HCI)

(Disuelto en CHCls) Tetracloroferrato (Ill) de

1-butil-3-metilimidazolio
[Camim][FeCl.]

b) <‘H9 o B <H9 m

HoC P FeCl — - FeCli
9 4\/\ \/\C4Hg + 3 H9C4\/\P\/\C4H9 o
(Disuelto en HCI)

Has5C12 . Ha5C12 ]
_ [Ps,6:6,14]Cl Tetracloroferrato (lll) de
(Disuelto en CHCls) trihexil{tetradecil)fosfonio

[Ps,6,6,1a][FeCli]

Figura 1.5.3 Sintesis de MILs basados en el anién tetracloroferrato (lll) de: a) 1-butil-3-

metilimidazolio, b) trihexil(tetradecil)fosfonio.
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1.5.2.4 Caracterizacion de liquidos iGnicos magnéticos

La caracterizaciébn de los MILs se basa en diferentes estudios incluyendo

termofisico, estructural y magnético:

= Caracterizacion termofisica: Las propiedades termofisicas de los MILs, como
la viscosidad, la densidad y la estabilidad térmica, pueden influir en su comportamiento
magnético y en su aplicacion en diferentes campos. Estas propiedades dependen
significativamente de la temperatura, en general, disminuyen con el aumento de la
misma. La densidad de MILs suele medirse gravimétricamente con un picnémetro, la
viscosidad con un reémetro y el andlisis TGA con una termobalanza en atmésfera de
nitrégeno, todos se estudian en un rango de temperatura [123].

= Caracterizacion estructural: El andlisis quimico elemental es una técnica
utilizada para determinar la composicion elemental de las muestras. En el caso de los
MILs, esta técnica permite determinar el contenido de hidrégeno, carbono, nitrégeno y
otros elementos presentes en la muestra. La espectroscopia Optica atomica es otra
técnica que mediante proceso de atomizacion convierte las muestras de MILs en iones
gaseosos, para determinar la proporcién de un determinado 4&tomo en el compuesto.
Ademas, las técnicas vibracionales, como la espectroscopia Raman e infrarroja (IR),
son herramientas importantes en la caracterizacion de MILs. Estas técnicas posibilitan
la identificacion de modos de vibracion de los aniones y cationes presentes en la
muestra, lo que ayuda a caracterizar los grupos funcionales especificos. Con la técnica
IR, el espectro suele mostrar bandas en la zona de altas energias, cercano a los 3000
cm, relacionadas con vibraciones C-H de los radicales alquilo pertenecientes al cation
de MiLs. En la Figura 1.5.4, se ejemplifica un espectro IR de MILs tipo fosfonio con

diferentes aniones [124].
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Figura 1.5.4 Ejemplo de espectros IR de MILs tipo fosfonio con distintos aniones.

Por otro lado, los aniones de haluro metalico existen como aniones MCly
discretos, lo cual se evidencia mediante espectros Raman de las sales. Por ejemplo, el
espectro del anién [FeCls~ muestra un pico limpio a 335 cm™ que se ha asignado
previamente al [FeCls] tetraédrico [125]. Ademas, los aniones se pueden caracterizar
mediante espectrofotometria UV-Vis, ya que los complejos metalicos tienden a absorber
radiaciéon en esta region debido a transiciones electrénicas. En la Figura 1.5.5, se

ejemplifica un espectro UV-Vis de MILs tipo fosfonio con diferentes aniones [124].

2
—— [Pé,6,6,14]Cl
e [Ps,6,6,14]2[COCls]
—— [Ps,6,6,14]2[MnCla4]
5 e [P6,6,6,14]2[NiCl4]
g e [P,6,6,14][F€Cla]
©
0 1
[
o
(72}
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Figura 1.5.5 Ejemplo de espectros UV-Vis de MILs tipo fosfonio con distintos aniones.
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Finalmente, la determinacion de la estructura cristalina es crucial para
comprender las interacciones intermoleculares y las propiedades fisicoquimicas de los
compuestos. La difracciébn de rayos X se utiliza para este propésito, pero no puede
localizar los hidrogenos ni diferenciar &tomos cercanos en la tabla periddica debido a
que los rayos X son difractados por los electrones. Esto puede resolverse empleando la
técnica difraccién de neutrones, que permite localizar los hidrégenos y distinguir entre
isétopos. Ademas, la interaccién de los neutrones con los momentos magnéticos del
material genera una dispersion magnética. Si hay un orden magnético de largo alcance
en el material, esto resulta en picos de difraccidbn que se superponen 0 aparecen en
nuevos angulos, dependiendo del tipo de ordenamiento magnético. En otras palabras,

esta técnica puede proporcionar la estructura magnética del material [126].

= Caracterizacidbn magnética: La susceptibilidad magnética consiste en cuantificar
el grado de magnetizacion de un material que contiene un elemento paramagnético en
Su estructura, en respuesta a un campo magnético externo aplicado. Una técnica
comunmente utilizada es la "curva de magnetizacion" o "histéresis magnética” que se
basa en medir la imantacion en funcién del campo magnético a una temperatura
constante. Esta técnica permite identificar si el compuesto es ferromagnético al aparecer
una irreversibilidad en la curva de imantacion, que da lugar a la aparicion de un campo
coercitivo. Mediante el ajuste de la ley de Curie-Weiss en la zona paramagnética, se
puede obtener el momento paramagnético efectivo (uer) que presentan los aniones
magnéticos y la temperatura de Curie paramagnética (Be) que permite saber si las
interacciones son de tipo ferro o antiferromagnética. Existen varios sistemas de
medicion de propiedades magnéticas o0 magnetémetros como, por ejemplo, el
magnetometro de muestra vibrante (VSM) y el dispositivo de interferencia cuantica
superconductora (SQUID). El SQUID es un sistema extremadamente sensible disefiado
para medir el momento magnético de una muestra, aprovechando las propiedades
mecanicas cuanticas de los materiales superconductores. Esta tecnologia excepcional

permite la medicién de campos magnéticos con una precision sin precedentes [123].

Por otro lado, la espectroscopia Méssbauer consiste en la emision y absorcion
resonante de rayos gamma sin retroceso de atomos en un compuesto, lo que permite
caracterizar el entorno nuclear de los a&tomos con una alta resolucion energética. En el
caso del Fe(lll) con ordenamiento magnético, el espectro muestra 6 picos distintivos.
Cualquier variaciéon, como impurezas magnéticas o desorden en los atomos de Fe, se
reflejara en el espectro final como contribuciones adicionales. Ajustando el conjunto de
picos, es posible obtener la concentracion de cada estado de oxidacién presente en la

muestra [127].
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1.5.2.5 Aplicaciones analiticas de los MILs

En los dltimos afos, se han reportado un gran namero de aplicaciones de los
MILs y en una gran variedad de areas de investigacion. Por ejemplo, se han empleado
MILs como solventes de extraccion en técnicas de LLME. La posibilidad de disefiar estos
solventes con suficiente caracter hidréfobo ha permitido su aplicacion en sistemas
acuosos tanto para la extraccion de biomoléculas como de iones metalicos. Ademas, se
presentan como una alternativa mas ecoldgica a los solventes organicos volatiles e
inflamables, debido a que tienen una baja presién de vapor y nula inflamabilidad.
Adicionalmente, debido a sus propiedades magnéticas, se puede simplificar la
separacion de la fase organica mediante la aplicacion de un iméan, evitando la etapa de
centrifugacion, la cual consume tiempo y energia. Por otro lado, en comparacién con los
ILs convencionales combinados con nanoparticulas magnéticas como la magnetita, los
MILs presentan la ventaja de evitar una etapa adicional de desorcion de los ILs, lo que

implica un menor consumo de reactivos [115].

La elevada estabilidad térmica de los MILs, ha permitido que sean utilizados en
separaciones cromatograficas como fases estacionarias en la GC bidimensional integral
[128]. También se han investigado como materiales sensibles para aplicaciones
electroquimicas como nuevos materiales electrocromicos para la fabricacion de
diferentes dispositivos electrénicos, como pantallas de informacién, vista trasera
antideslumbrante de automdviles y ventanas inteligentes, debido a sus propiedades
magnéticas, fotofisicas/opticas o cataliticas Unicas de los MILs que se originan a partir
del metal incorporado en el anion. Ademas, se estudio la utilizacion de los MILs a base
de cloruro de hierro como una alternativa a los catalizadores homogéneos existentes en
la reaccibn de acilacion Friedel-Crafts de compuestos aromaticos, obteniendo
conversiones y selectividades muy altas en una variedad de reacciones [118]. Por otro
lado, se han sintetizado membranas caracterizadas por la inmovilizacién del MIL en los
poros de una pelicula microporosa hidréfila o hidrofoba, por ejemplo para eliminar
selectivamente el diéxido de carbono de una mezcla de gases [123]. Adicionalmente, se
han empleado MILs para medir de forma precisa la densidad de un objeto diamagnético
mediante levitacion magnética, combinando aniones basados en Fe(lll), Mn(ll), Gd(lll),
Ho(lll) y Dy(lll) con cationes de éster de imidazolio, amonio o aminoacidos alquilados,
una variedad de MILs con rangos de densidad accesibles Unicos [129]. En la Figura
1.5.6 se esquematizan las propiedades y ventajas que presentan los MILs para diversas

aplicaciones analiticas.

91



Elevada

estabilidad
térmica y
guimica
Propiedades
ajustables al
disefio del

cation/anion
Liquidos
Ionicos

Magnéeticos

Amplia
ventana
electroquimica

Nula
volatilidad e
inflamabilidad

Figura 1.5.6 Resumen esquematico de las propiedades y ventajas de los MiLs.
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1.6 Técnicas de microextraccion y preconcentracion

La etapa de preparacion de la muestra desempefia un papel crucial en
practicamente todos los métodos analiticos, ya que permite mejorar la sensibilidad al
preconcentrar analitos de interés y facilitar su separacién y deteccidén. Esto resulta
especialmente importante cuando los analitos se encuentran en concentraciones
extremadamente bajas y las muestras contienen concomitantes en niveles elevados, lo
gue genera efectos de interferencia durante las mediciones. En general, el As y el Sh
se encuentran en muy bajas concentraciones en muestras ambientales y alimentos (en
el orden de pug Lt o ng L), y el andlisis de especiacion elemental supone un desafio
adicional debido a que sus concentraciones representan solo una fraccion de la
concentracion total. Por lo tanto, se requieren metodologias analiticas altamente
sensibles y selectivas para obtener una determinacion exacta y sensible de elementos
traza y sus especies. En algunos casos, es necesario realizar una etapa de
preconcentracion previa a la deteccion mediante diversas técnicas instrumentales [130].
En esta seccion se describen de forma general las técnicas clasicas de extraccion y
algunas de sus versiones miniaturizadas, las cuales se utilizan ampliamente en la

actualidad.
1.6.1 Extraccion en fase sélida

La SPE es una clasica técnica de preparacion de muestras ampliamente usada
para la separacion y preconcentracion de elementos y sus especies. Esta técnica se
fundamenta en la particién selectiva de uno o mas analitos entre dos fases: una fase
liguida que contiene el analito y otra fase sélida, compuesta por un sorbente dispuesto
en diferentes geometrias, siendo la columna la mas comuan, aunque también se pueden
emplear cartuchos o discos [131]. La SPE clasica implica cuatro pasos: 1) equilibrio de
la columna o cartucho con un solvente adecuado, 2) carga de la muestra, que se filtra a
través del sorbente empaquetado que retiene el analito, 3) lavado del sorbente para
eliminar impurezas que puedan haber quedado asociadas y 4) elucion o retroextraccion
del analito [132]. El proceso de adsorcién en SPE depende de las propiedades fisicas y
guimicas de los analitos, las caracteristicas superficiales del sorbente y las condiciones
experimentales (pH, temperatura, entre otras). Las interacciones entre los analitos y los
sorbentes involucran grupos funcionales y procesos de intercambio iénico. Los
sorbentes desempefian un papel crucial en SPE, ya que determinan la selectividad,

afinidad y capacidad del método. Un sorbente en condiciones ideales debe ser poroso,
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con alta superficie especifica y selectividad, estabilidad quimica y mecénica, cinética
rapida de sorcion y desorcion, reversibilidad y alta tasa de recuperacion. En los dltimos
afos, los sorbentes clasicos utilizados en los primeros desarrollos de SPE, como el
carbon activado, alimina activada y material microcristalino, han sido desplazados por
el avance de los materiales modernos, especialmente los nanomateriales. El uso de
nanomateriales ha tenido un impacto significativo en el desarrollo de las técnicas de
SPE, mejorando su eficiencia y permitiendo la miniaturizacién de los sistemas mediante
el uso de microcolumnas que requieren una cantidad minima de material (en el orden

de los mg) para su funcionamiento [133].
1.6.1.2 Extraccion en fase solida dispersiva

La extraccion en fase soélida dispersiva (DSPE) se presenta como una version
alternativa a la SPE clasica, donde el sorbente se dispersa en la matriz de la muestra (o
su extracto). Esta técnica permite un mayor contacto entre el analito y el sorbente
mejorando la cinética de sorcion y por lo tanto aumentando la eficiencia de extraccion.
Anastasiades y colaboradores fueron los pioneros en utilizar sorbentes dispersos con el
objetivo de aumentar la selectividad del método. Su éxito en la determinacion de
plaguicidas en productos alimenticios ha impulsado su comercializacion en tubos listos
para su uso. La clave de la DSPE radica en retener los componentes de la matriz
mientras se mantiene el analito en la fase liquida, lo cual se obtiene mediante la
reduccién de pequefas cantidades de soélidos (aproximadamente 50 mg). Asi el analito
permanece en una fase liquida mas limpia, mejorando la selectividad de la
determinacion. Esta técnica ofrece beneficios mas all4 de mejorar la selectividad, ya que
el sorbente disperso puede utilizarse de manera eficiente para retener el analito de la
muestra en su totalidad. El analito extraido se determina luego de ser eluido del sorbente

con un eluyente adecuado [134].

La técnica D-u-SPE (Figura 1.6.1) es una version miniaturizada de la DSPE en
la que se utiliza poca cantidad de un sorbente (en el rango de pg o pocos mg) con una
elevada éarea superficial. La dispersion del sorbente se realiza mediante sonicacion,
agitacion o voértex, aumentando la superficie de contacto entre el analito presente en la
fase acuosay el solido, acelerando la transferencia de masay el equilibrio de extraccion.
Posteriormente, se separa el sorbente de la solucion de muestra por filtracion,
centrifugacion o separacidbn magnética, segun la naturaleza del mismo. Finalmente, el
analito se eluye en un volumen reducido de solvente para su posterior analisis. Es
importante mencionar que, aunque el DSPE originalmente se desarroll6 para realizar la

limpieza de las muestras, tanto la DSPE como D-u-SPE se utilizan en la literatura para
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describir la extraccion analitica bajo el mismo principio de dispersion del sorbente en las
matrices de muestra. A diferencia de la SPE convencional, la D-y-SPE no requiere
columnas empaquetadas ni el paso de grandes volumenes de muestra a través del
sorbente. Sin embargo, la seleccion del sorbente en D-u-SPE debe considerar su
capacidad de dispersion en la matriz seleccionada, evitando problemas operativos como
la agregacion, flotacion o adherencia del sorbente al vial de muestra. La D-u-SPE ofrece
ventajas como un bajo consumo de solventes organicos, rapidez, simplicidad de

operacién y altas recuperaciones de analitos [135].
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Figura 1.6.1 Esquema general de la técnica D-u-SPE.

1.6.1.3 Nanomateriales

Los sorbentes juegan un papel muy importante en técnicas D-y-SPE debido a
que tanto la eficiencia de la limpieza de la muestra como el enriqguecimiento de un analito
dependen de la afinidad del material sélido con los compuestos de interés. Es
fundamental destacar que la interaccion entre el sorbente y los analitos debe ser
reversible en diferentes condiciones experimentales para permitir una facil desorcion.
Sin embargo, en algunos casos, se puede omitir este Ultimo paso si se realiza la
determinacion directamente en la superficie del sorbente. La eficiencia de los procesos
de sorcion y desorcién esta influenciada por el area de contacto entre la muestra y el
sorbente, asi como entre este y el solvente de desorcion. Por lo tanto, los sorbentes
nanoestructurados con una alta relacion area superficial/volumen ofrecen una mayor
capacidad de adsorcion en comparacion con los materiales a escala micro (octadecil

silice, minerales de aluminosilicato, entre otros) [134].

En los ultimos afos, los nanomateriales han tenido una marcada influencia en

las técnicas de microextraccion debido a que se demostré que la reduccion del tamafio
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de particula, aumenta exponencialmente la relacién area/volumen, favoreciendo la
eficiencia de extraccion. El descubrimiento del fullereno Cgo, en 1985, dio inicio al
desarrollo de una amplia gama de nanomateriales basados en carbono que han
desempefnado un papel destacado en las técnicas de SPE. Estos materiales incluyen
fullerenos, grafeno, nanotubos de carbono y nanofibras de carbono, entre otros, asi
como sus formas funcionalizadas [131]. La Figura 1.6.2 detalla las estructuras de
algunos nanomateriales a base de carbono ampliamente utilizados en aplicaciones

analiticas.
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Figura 1.6.2 Representacién esquematica de algunos nanomateriales basados en carbono que

mas se utilizan en SPE.

El grafeno es un nanomaterial formado por una sola capa de atomos de carbono
con hibridacion sp? y presenta una estructura bidimensional de panal hexagonal. Posee
propiedades como flexibilidad e impermeabilidad, fuerte resistencia mecanica y
excelentes conductividades térmicas y eléctricas, asi como una elevada area de
superficie especifica (2630 m? g™1), las cuales lo convierten en una herramienta versatil
para diferentes aplicaciones en quimica analitica. En contraste con nanotubos de
carbonoy fullerenos que, por el impedimento estérico causado por sus paredes internas,
se dificulta la interaccion con moléculas, el grafeno ofrece la ventaja de tener ambos
lados de sus ldminas accesibles para la adsorcion. Ademas, su superficie se puede

modificar incorporando grupos funcionales que puedan mejorar la selectividad [135].
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Por ejemplo, el GO se obtiene por oxidacion del grafito (el cual se compone por
varias capas de grafeno), para luego ser sometido a una etapa dispersion y exfoliacion
en agua para separar las capas del GO. Se han propuesto varios modelos estructurales
de GO a lo largo de los afos, describiendo presencia de varios grupos funcionales
oxigenados, siendo principalmente en forma de grupos hidroxilo y epoxi en el plano
basal, y en menor proporcion, grupos carboxi, carbonilo, fenol, lactona y quinona en los
bordes de la ldmina [136]. Los grupos funcionales en la superficie del GO le permiten
formar enlaces de hidrégeno o interaccién electrostatica con compuestos organicos o
iones metalico. Debido a su cardcter hidrofilico, el GO tiene una elevada capacidad de
dispersién en medios acuosos, pero su recuperacion representa un gran desafio. Es por
eso, que se han disefiado modificaciones para simplificar su separacion y recuperacion
desde una solucién acuosa. Por ejemplo, se han desarrollado métodos basados en el
uso combinado de GO con nanoparticulas magnéticas, como Fes;O4, las cuales le
confieren magnetismo, facilitando la separacion de fases con un iman. Sin embargo,
como resultado de esa combinacion, disminuye la cantidad de sitios activos disponibles
del sorbente no magnético, afectando la capacidad de extraccion [135].

Por otro lado, la magnetizacion de nanoparticulas no magnéticas con MILs y su
posterior utilizacion en métodos analiticos, hasta el momento no habia sido explorada,
por lo que en la presente tesis doctoral se reporta la primera aplicacion de GO@MIL en
técnicas de microextraccion (seccion 3.3). De esta manera, se introduce un enfoque
novedoso Yy sin precedentes en el campo de la extraccién, demostrando el potencial y

las posibles ventajas de esta combinacién para el analisis de especiacion elemental.
1.6.2 Extraccion liquido-liquido

La LLE se ha aplicado ampliamente en el analisis de rutina como una técnica de
preparacion de muestras para la separacion y preconcentracion de analitos inorganicos
y organicos desde muestras acuosas. Por medio de esta técnica se pueden separar uno
o varios analitos de interés de especies quimicas interferentes que pueden estar
presentes en la matriz de muestra, asi como preconcentrar los mismos previo a su
determinacion, obteniendo una elevada sensibilidad [137]. Esta técnica se basa en la
distribucién de uno o mas componentes de una solucién de muestra entre dos fases
inmiscibles, es decir, la division de solutos entre una fase acuosa y un solvente organico
(por ejemplo, acetona, etanol, metanol, acetonitrilo), por lo que usualmente se denomina
a esta técnica como “extraccion con solvente organico” o "extraccion con solvente". En
LLE la muestra presente en medio acuoso se mezcla con un adecuado solvente, luego

ambas fases se agitan por un tiempo determinado, produciendo la transferencia del
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analito de interés desde la fase acuosa inicial hacia la fase organica. Posteriormente se
dejan reposar, permitiendo asi la separacién de fases [138]. Durante la etapa de
agitacion, ambas fases entran en intimo contacto, lo cual permite que el analito se

distribuya o reparta mas rapidamente entre ellas hasta alcanzar el equilibrio:

Analito en solucion de muestra —— = Analito en solvente organico
(Aaq) - (Aorg)

El cual depende de una constante conocida como coeficiente de particion:

_ Corg
Caq

K

Donde Cqgy Caq corresponden a la concentracion del analito en la fase orgéanica
y acuosa, respectivamente. Mayor sera la transferencia del analito desde la fase acuosa
hacia el solvente organico en cuanto mayor sea su coeficiente de particion, el cual es
diferente para cada analito y depende de la fase acuosa y organica. En este sentido, si
un analito es muy poco soluble en agua, sera facilmente extraido desde una muestra
acuosa usando un solvente organico apolar. Consecuentemente para desarrollar un
método basado en LLE, se debe conocer con anterioridad la polaridad de los analitos.
En la actualidad, los coeficientes de particion octanol-agua estan tabulados para una
gran cantidad de compuestos organicos [139].

Existen varios factores que influyen en la selectividad y eficiencia de la LLE, por
ejemplo, la eleccion del solvente de extraccion, el pH, el tipo y tiempo de agitacion, la
adiciéon de un reactivo quelante o un reactivo formador de pares idnicos, la modificacion
de la fuerza iénica por adicion de sales (efecto salino o “salting out”), entre otros. En un
sistema bifasico entre una fase acuosa y un solvente organico, los analitos mas polares
quedaran preferentemente en la fase acuosa y los mas apolares pasaran a la fase
organica. La gran cantidad de variables que es posible modificar, hace de la LLE una
técnica muy util y versétil. Sin embargo, la formacion de emulsiones, la manipulacién de
grandes volumenes de muestra y de reactivos, el empleo de solventes organicos
téxicos, asi como los riesgos de pérdidas o contaminacién durante las diferentes etapas,

hacen de ella una técnica lenta, tediosa y con un significativo impacto ambiental [140].
1.6.2.2 Microextraccion liquido-liquido

En las ultimas décadas, se han desarrollado continuamente nuevas técnicas de
extraccion con el objetivo de miniaturizar y disminuir el impacto ambiental producido por

la LLE. En este contexto, las técnicas de LLME han sido muy Utiles y populares e

98



implican una técnica de preparacion de muestras miniaturizada que utiliza un volumen
muy pequefio de fase de extraccion, tipicamente del orden de los microlitros, en relacion
con el volumen de la muestra. Las principales ventajas de estas técnicas son mayor
simplicidad, rapidez, reduccién de tiempo y consumo de reactivos, y por lo tanto
minimizacion de residuos [141]. En LLME, el proceso de extraccidn ocurre entre una
pequena cantidad de solvente hidrofébico (fase aceptora) y una fase acuosa (fase
donante) que contiene el analito de interés. Se han desarrollado diversas variantes de
LLME que se implementan mediante distintos modos de extraccién: SDME, HF-LPME y
DLLME [142].

En la técnica de SDME, se suspende una gota de la fase de extraccion en la
punta de una aguja de una microjeringa y se sumerge directamente en una solucién que
se agita constantemente (DI-SDME) o se pone en contacto con su espacio de cabeza
(HS-SDME) para la extraccion de analitos. La aguja se inserta a través del septo de un
vial el cual contiene un volumen determinado de muestra. Luego, se presiona el émbolo
de la jeringa para exponer unos pocos L de solvente, mientras la solucién es agitada
por un tiempo determinado mediante un agitador magnético. Finalmente, la microgota
se retrae en la microjeringa y se inyecta directamente en el detector para su posterior
determinacién. Esta técnica requiere un volumen minimo de solvente de extraccion
obteniendo una alta sensibilidad y un alto factor de enriquecimiento en comparacién con
otras técnicas de microextraccion. Ademas, en HS-SDME la gota no esta en contacto
directo con la muestra, lo cual permite aislar el analito de matrices complejas, evitando
la interferencia de un gran nimero de compuestos. Sin embargo, so6lo puede utilizarse
para analitos volatiles o semivolatiles, los cuales deben ser transportados en una
primera instancia desde la solucion de muestra hacia el espacio de cabeza por accion
de la temperatura o reacciones quimicas. Otro inconveniente de estas técnicas es la
pequefa superficie de contacto que existe entre la solucién de muestra y el solvente de
extraccion, generando asi una cinética de extraccién lenta, por lo tanto, se requiere un
mayor tiempo para alcanzar el equilibrio. Ademas, la gota suspendida en la aguja exhibe

una estabilidad muy limitada [143].

En la microextraccion en fase liquida con fibra hueca (HF-LPME), el solvente de
extraccién esta contenido dentro de una fibra hueca de polipropileno poroso que se fija
a la punta de una aguja de jeringa. Dado que la gota esta protegida mecanicamente, la
muestra puede agitarse vigorosamente sin ninguna pérdida de solvente de extraccion.
Sin embargo, la cinética de equilibrio sigue siendo lenta como en SDME. En la practica,
se utiliza una fibra hueca porosa para inmovilizar el solvente organico en sus poros,

formando una capa delgada de solvente en la pared de la fibra. Posteriormente, se llena
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la fibra hueca con una solucién adecuada y se coloca en un recipiente que contiene la
muestra. Durante el proceso de extraccion, los compuestos se transfieren desde la
muestra hacia la fase organica en las paredes de la fibra y luego hacia la solucién dentro
de la fibra hueca [144].

En la técnica DLLME se produce una nube de gotas finas de la fase de
extraccion, aumentando significativamente la superficie de contacto con la muestra vy,
por lo tanto, acelerando el tiempo en el que se alcanza el equilibrio, a diferencia de lo
gue ocurre en SDME. En esta técnica, la turbidez se forma por las pequefias gotas de
solvente que se originan después de inyectar rapidamente una mezcla de solventes: el
extractante y el dispersante en una solucién acuosa. La elevada superficie de contacto
entre las finas gotas y la fase acuosa promueve la rapida transferencia de analitos de la
solucién de muestra a la fase extractante. Luego, al centrifugar la mezcla, las gotas finas
se sedimentan en el fondo del tubo coénico. Finalmente, la fase sedimentada se puede
recolectar con una jeringa y analizar mediante un detector adecuado [140].

La DLLME se ha convertido en una técnica de microextraccibn muy popular
debido a varias ventajas incluyendo, simplicidad, rapidez, altos factores de
enriguecimiento y bajo consumo de solventes organicos. La seleccién de variables
experimentales como el tipo de extraccion, solventes dispersantes y sus volimenes,
puede afectar la eficiencia de la extraccion de los analitos de interés. Por lo tanto, es
necesario optimizar estos factores para alcanzar una buena recuperacion. Los solventes
de extraccién se eligen considerando la densidad, la capacidad de extraccién de los
analitos, la solubilidad en el dispersante y en agua. Ademas, su volumen puede influir
en la eficiencia de la DLLME, debido a que el factor de enriquecimiento disminuye con
un mayor volumen del solvente extractante. ComUnmente se utilizan clorobenceno,
tetracloruro de carbono o CHCIl; como solventes de extraccién por la mayor densidad
gue el agua. La miscibilidad del solvente dispersante tanto en el solvente de extraccion
como en la fase acuosa es un factor esencial a considerar. Ademas, el volumen del
solvente dispersante puede afectar la eficiencia de extraccion. A bajos volimenes, el
estado turbio no se forma correctamente, mientras que un aumento del volumen del
solvente dispersante disminuye la eficiencia de extraccion debido a una mayor
solubilidad de los analitos en la fase acuosa. La acetona, el etanol, el metanol y el

acetonitrilo son los solventes dispersantes mas comunmente usados [142].

Una alternativa mas novedosa para lograr la dispersion es mediante una fuente
de energia externa. En la DLLME asistida por temperatura (TA-DLLME), se aplica una
temperatura determinada (en un rango entre 45-90 °C) durante un tiempo adecuado con

el fin de aumentar la solubilidad de la fase del solvente, alcanzando asi un mejor
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contacto entre ambas fases. Luego, se enfria la mezcla en un bafio de hielo,
insolubilizandose el disolvente y formandose una solucion turbia, permitiendo la
separacion de fases. Su principal ventaja en relacion con DLLME es que no requiere el
uso de un solvente organico tdéxico como agente dispersante, lo que disminuye el
impacto ambiental. El principal inconveniente de la aplicacion de TA-DLLME es que
requiere mucho tiempo para los pasos de calentamiento y enfriamiento, ademas de que

se limita a analitos térmicamente estables [141].

La DLLME asistida por ultrasonido (UA-DLLME) es otra modificacién de DLLME
que implica la aplicaciébn de ultrasonido para obtener una dispersion eficiente del
extractante en la matriz de la muestra, permitiendo un equilibrio mas rapido entre las
fases, lo que se traduce en tiempos de extraccibn mas cortos. Ademas, no hay
necesidad de emplear solventes organicos como dispersantes, debido a que la alta
energia producida por la fuerza ultrasoénica es suficiente para alcanzar una dispersion
adecuada [145].

Por otro lado, la técnica DLLME asistida por vortex (VA-DLLME) es otra
alternativa simple y rapida que permite aumentar la superficie de contacto entre ambas
fases, evitando la necesidad de un agente dispersante. En esta técnica, la muestra y el
solvente se mezclan mediante un agitador vértex, acelerando la transferencia del analito
desde la fase acuosa hacia el solvente extractante [142]. La agitacion por vortex puede
considerarse una técnica mas suave en comparacion con ultrasonido, evitando la
potencial degradacién de los analitos. Su sencillez, disponibilidad, precio y su potencial
para agitar varias muestras al mismo tiempo lo hacen muy interesante para potenciar la
transferencia de masa en técnicas de microextraccion. Aungue también es posible agitar
varias soluciones de muestras de forma simultanea en un bafo de ultrasonido, la

irradiacién no suele ser homogénea en diferentes posiciones [134].

En el 2012, se desarrollé la técnica de DLLME asistida por aire (AA-DLLME)
como alternativa a DLLME, donde se aplica el burbujeo de aire para ayudar a la
dispersién de la fase de extraccion en una solucion acuosa. El solvente extractante se
dispersa en la soluciébn de muestra realizando varios ciclos de succién/dispersion
utilizando una jeringa equipada con una aguja. De esta forma, el area de contacto del
solvente de extraccion con la solucién de muestra aumenta significativamente, sin
necesidad de usar un solvente organico dispersante. Esta técnica de preparacion de

muestra es simple, ecoldgica, econdmica y eficiente [130].
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1.6.2.3 MILs en técnicas de LLME

En las Ultimas décadas, ha habido un incremento considerable en la aplicaciéon
de ILs como solventes de extraccion en técnicas de LLME. Los ILs se consideran una
alternativa mas segura y respetuosa con el ambiente en comparacion con los solventes
organicos volatiles clasicos. Los ILs pueden ser disefiados con diferentes aniones y
cationes para obtener extracciones especificas de analitos en diferentes medios, y
también se les pueden afiadir grupos funcionales para una extraccion selectiva. Ademas
de mejorar la sensibilidad y selectividad analitica en metodologias existentes basadas
en LLME, los ILs ofrecen soluciones originales a desafios analiticos debido a su
comportamiento quimico y propiedades Unicas [141]. En la Figura 1.6.3 se esquematiza
un método basado en IL-LLME tipico.

Inyeccion
del IL

Dispersion del IL

I:,: Determinacién
I:D :D :'\> instrumental
Separacion
de la fase IL
Solucion IL-analito
de muestra

Agitacién por vértex Centrifugaciéon

Figura 1.6.3 Representacién esquematica un método basado en IL-LLME.

Sin embargo, la mayoria de las técnicas de microextraccion requieren una etapa
de centrifugacion para la separacion de fases, lo cual consume mucho tiempo. Ademas,
cuando se implementan ILs como solventes de extraccién, estos deben poseer
preferentemente mayor densidad que el agua para obtener una eficiente separacion de
fases. Esto implica un mayor tiempo de andlisis, lo que puede potencialmente provocar
una potencial contaminacion de la muestra [146]. Estos inconvenientes pueden ser
abordados mediante la implementacion de MILs, lo cual permite prescindir de la
centrifugacion y simplificar la separacion de la fase extractante mediante el uso de un
campo magnético externo. En la Figura 1.6.4 se observa un esquema de un método
basado en MIL-LLME.
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Dispersion del MIL Varilla

magnética

> > ml)y. | Determinacion
e instrumental

Separacion
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Solucién
de muestra

Agitacién por vértex

Figura 1.6.4 Representacién esquematica un método basado en MIL-LLME.

En general, los MILs han sido aplicados eficientemente en técnicas de DLLME
tanto para la determinacién de analitos organicos [147] como inorganicos [146, 148].
Para ampliar su aplicabilidad en medios acuosos, resulta deseable contar con MILs de
naturaleza hidrofébica, lo cual se puede obtener sintetizandolos con cationes organicos
(principalmente fosfonio) con cadenas alifaticas largas. También es importante
considerar que el anién [FeCls]” es susceptible a hidrélisis y puede interferir en la
determinacion por espectrofotometria UV-Vis debido a que absorbe en esa region. Por
lo que puede ser sustituido con otros aniones basados en metales de transiciébn como
[MNnCl4)?> o [DyClg]*> [128]. Otro inconveniente es la adicion directa de una cantidad
exacta del MIL a la solucion de muestra debido a su alta viscosidad, lo que impide un
control adecuado del tamafio de la gota formada en la punta de la pipeta. Una posible
solucién podria resultar de la combinacién del MIL con un soporte sélido adecuado. Esto
permitiria la pesada exacta de la mezcla y favoreceria la dispersion del MIL durante la
extraccion. En condiciones ideales, el soporte sélido debe interaccionar sélo fisicamente
con el MIL para poder separarse facilmente del solvente luego de la dispersion.
Adicionalmente, el soporte sélido no deberia adsorber el analito de interés [118].

La DLLME in situ es una alternativa del clasico DLLME que utiliza ILs como
solventes de extraccion. En esta técnica, un IL hidrosoluble se mezcla con un reactivo
de intercambio aniénico en la solucion de muestra, lo que genera una reaccion de
metatesis in situ y da lugar a la formacién de un IL inmiscible en agua que actia como
solvente de extraccion. Esta técnica suele ofrecer mayores factores de preconcentracion
en comparacion con el DLLME clasico. Recientemente, se ha propuesto aplicar esta

técnica utilizando MILs y aprovechando sus propiedades magnéticas [149].
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1.6.3 Parametros de evaluacion de sistemas de

separacién/preconcentracion

1.6.3.1 Factor de enriquecimiento

El factor de enriquecimiento (EF) es un pardmetro que permite evaluar los
sistemas de preconcentracién. El término esta dado por la relacibn entre la
concentracion del analito en la solucién luego del proceso de preconcentracion (Ce), y

la concentraciéon del mismo en la muestra original (Cs):

EF==
==

Es importante mencionar que este factor y el factor de refuerzo de la sensibilidad
son conceptos diferentes y pueden no ser necesariamente equivalentes. En condiciones
practicas, la evaluacion del EF no es tan sencillo debido a que la concentracion del
analito en la solucién usualmente es desconocida. Por lo tanto, cominmente se evalla
el factor de refuerzo de la sensibilidad definido como la relacion entre las dos pendientes
de las curvas de calibracion antes y después de la preconcentracion. La evaluacion es
realizada en funcion de la respuesta del detector y no sobre el incremento de
concentraciones. Esta definicion se aplica en casos donde las condiciones de respuesta

del detector se mantengan constantes para las dos curvas de calibracion [73, 150].
1.6.3.2 Factor de refuerzo de la sensibilidad

En los sistemas de preconcentracién, en ocasiones se puede observar una
mejora en las sefiales del analito durante la introduccion del concentrado en el detector,
lo cual sucede mediante mecanismos que aumentan la concentracion del analito. Por
consiguiente, es necesario distinguir entre estos efectos de refuerzo y los efectos de
enriguecimiento, para obtener una evaluacion certera del rendimiento de la
preconcentracion. Asi, el factor de refuerzo (Ny), se expresa como el producto de todos
los diferentes factores de refuerzo de la sensibilidad independientes entre si, por el valor

del factor de enriquecimiento (EF):
Ni= N1 . No....... N. . EF

Es importante resaltar que el valor de N no necesariamente es superior a uno,
ya que ciertas variaciones en las condiciones analiticas pueden tener un impacto

negativo en la sensibilidad [151].
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1.6.3.3 Eficiencia de concentracion

El EF no aporta informacién sobre la eficiencia del proceso analitico total y no
esta asociado con una eficiencia elevada, ya que un gran valor de EF puede ser obtenido
durante un tiempo prolongado (horas, dias), consumiéndose un gran volumen de
muestra. Consecuentemente, se propuso el uso de la eficiencia de concentracién (CE)
para evaluar y comparar la eficiencia de varios sistemas. En consecuencia, CE se define
como el producto del EF y la frecuencia de muestreo, la cual estd dada por el cociente

entre el nUmero de muestras analizadas por hora (f) y 60 minutos:
CE=EF . (f/60)

De esta manera, la CE es el factor de enriquecimiento obtenido por un sistema
en un minuto. Por lo tanto, CE no es s6lo un pardmetro para el disefio de los sistemas
de preconcentracion, sino también permite la comparacioén de las eficiencias de los

procesos de preconcentracion con diferentes principios de separacion [152].
1.6.3.4 indice de consumo

La eficiencia en el consumo de muestra se determina a través del indice de
consumo (ClI) el cual se define como el volumen de la muestra consumida para alcanzar

el valor de EF.

Cl= Ve
"EF

Donde Vs es el volumen de muestra requerido para alcanzar el EF. Este criterio
es importante cuando la cantidad de muestra es limitada o como en el caso de muestras

de fluidos corporales, los cuales no se pueden recolectar en grandes cantidades [152].
1.6.3.5 Factor de transferencia de fase

El factor de transferencia de fase (P) permite cuantificar la total transferencia del
analito de interés desde la solucién de muestra hacia la fase del concentrado, como la
extraccion con solvente. Este criterio se define como la relacion entre la masa del analito

en la fase de muestra (ms), y la masa de analito en la fase del concentrado me[153]:

Me

Ms
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1.7 Disefio experimental y optimizacion

1.7.1 Introduccion

En guimica analitica, la optimizacién es un punto critico para evaluar el valor que
debe tener cada factor para obtener la mejor respuesta posible y asi alcanzar un mejor
rendimiento analitico con un menor nimero de experimentos. La optimizacién de un
método analitico a menudo se realiza paso a paso para evaluar factores importantes.
Sin embargo, su optimizacion se vuelve muy compleja debido a la gran cantidad de
factores involucrados. Por lo tanto, para obtener la respuesta 6ptima, considerando las
interacciones entre ellos, el desarrollo de un disefio experimental eficiente es de suma
importancia [154]. En este sentido, existen dos técnicas de optimizacion, la univariada y
la multivariada. La primera consiste en el estudio de la influencia de un factor a la vez
en una respuesta experimental, sin considerar la interaccion entre variables [155]. Sin
embargo, el disefio multivariado de experimentos (DOE) es una herramienta muy util de
optimizacion, debido a que reduce tiempo, esfuerzo y recursos, y permite la recoleccion
de mucha informacién con el menor numero de experimentos posible. Ademas,
mediante el DOE es posible evaluar la robustez del método, es decir, estudiar los efectos
gue pequefios cambios en las condiciones del mismo tienen en las respuestas, y la
construccién de conjuntos de calibracién y validacién [156]. La metodologia DOE vy la
metodologia de superficie de respuesta (RSM) han demostrado ser de gran utilidad para
el desarrollo, mejora y optimizaciéon de muchos procesos [157]. La RSM ha sido
ampliamente utilizada en aplicaciones analiticas [158], industriales [159] y en
bioprocesos [160].

1.7.2 Metodologia del disefio experimental

La optimizacion de un método consta de dos etapas: (1) etapa de screening, en
la cual muchos factores son evaluados a la vez para identificar aquellos que tengan
efectos significativos sobre las variables criticas, y (2) etapa de optimizacion, en la cual
los factores seleccionados como significativos son estudiados con mayor profundidad
para obtener las mejores condiciones analiticas posibles. Es fundamental aclarar la
diferencia entre factores controlables e incontrolables. Los primeros se relacionan con
condiciones experimentales que podrian afectar a la respuesta y que pueden
establecerse en un nivel predefinido. Estos factores pueden ser de naturaleza
cuantitativa (tiempo de agitacion, volumen de solvente, pH, fuerza iénica) o cualitativa,

considerando variables dicotémicas (si/no) y variables categéricas (agitacion mediante
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vortex o ultrasonido). Por otro lado, los segundos, no pueden ser controlados durante el

experimento (ruido, particulas, vibraciones, luz) [161].

Como se mencion6 anteriormente, en la técnica univariada, solo se modifica un
factor a la vez, mientras que los demds factores permanecen constantes. Sin embargo,
esta técnica presenta importantes inconvenientes. Por ejemplo, no tiene en cuenta los
efectos interactivos entre los factores estudiados o como estas interacciones afectan a
la respuesta, por lo que no representa los efectos completos del factor en la respuesta.
Ademas, requiere una gran cantidad de experimentos y tiempo cuando el nimero de
factores aumenta, lo que conduce a un mayor consumo de reactivos y, por lo tanto, un
mayor costo. Adicionalmente, el dominio experimental explorado es menor en
comparacion con el evaluado con el estudio multivariado. Por otro lado, la técnica
multivariada, implica la variacién de los factores que intervienen en un proceso analitico
de manera simultdnea, modificando todos sus niveles al mismo tiempo, mediante un
numero predeterminado de experimentos. Esto permite considerar las interacciones

entre las variables en estudio y obtener el 6ptimo absoluto en el dominio estudiado [162].

A continuacion, se resumen las ventajas de la técnica multivariada con respecto
a la univariada [155, 157]:

» Permite conocer con mayor profundidad el sistema en estudio en todo el dominio
experimental. Los datos experimentales obtenidos se ajustan a un modelo matematico
para relacionar la respuesta con las condiciones experimentales. Es posible predecir la
respuesta para cualquier punto del dominio experimental luego de una estimacion de

los coeficientes del modelo.

» Se requiere un menor numero de experimentos con respecto al estudio
univariado, minimizando el consumo de reactivos, materiales, y, por lo tanto, costo,

esfuerzo y tiempo.

» Permite evaluar las interacciones entre los factores y las relaciones no lineales

con las respuestas.

» Generalmente, puede encontrarse el 6ptimo absoluto en el dominio en estudio,
mientras que en la técnica univariada es posible hallar maximos locales que dependen

de las condiciones iniciales del experimento.

» Se genera grandes cantidades de informacion a partir de un pequefio nimero de
experimentos, permitiendo evaluar el efecto de interaccion entre las variables en la

respuesta.
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Con el objetivo de realizar un disefio experimental adecuado, la mayoria de los

autores sugieren tener en cuenta los siguientes pasos [163]:

= Planteamiento del problema: Es de gran importancia tener conocimiento sobre

el tema y definir los objetivos de optimizacion. El disefio experimental es una técnica
muy util que permite la blsqueda de soluciones a los problemas analiticos bien
definidos. El objetivo del estudio debe ser adecuadamente identificado y especificado,

ademas se debe evaluar el tiempo y el costo del proceso experimental.

= Seleccibn de las variables de respuesta: Las respuestas o variables

dependientes son los valores medidos de los resultados de los experimentos, y aporta
la adecuada informacion para evaluar el rendimiento analitico del método, segun el
objetivo, puede ser necesario observar mas de una respuesta. Las respuestas tipicas
son la sefial analitica (absorbancia, intensidad de emisién neta y sefial eléctrica),

recuperacion de un analito y resolucion entre picos cromatograficos.

= Seleccion de los factores y sus niveles: Los factores o variables independientes,

son variables experimentales que pueden ser modificadas independientemente entre si,
y pueden afectar al proceso analitico, por lo que deben ser criteriosamente detectados
y examinados. Los factores se clasifican en cuantitativos, cualitativos y relacionados a
la mezcla. El dominio experimental es el campo experimental que debe investigarse y
esta definido por los limites minimos y méaximos de los factores en estudio. Se debe
establecer el dominio experimental para cada factor, asi como una forma de control y
medicion. Como el numero de factores a considerar puede ser grande, es muy
importante determinar las variables experimentales y las interacciones que influyen
significativamente en una o mas respuestas. En los disefios de deteccion, los factores
son frecuentemente evaluados en dos niveles (-1, +1). El rango entre los niveles es el
intervalo mas amplio que el factor se puede variar para el sistema estudiado y es elegido
de acuerdo a la informacién presente en la literatura o el conocimiento adquirido

previamente.

= Seleccidon de un disefio_experimental: La aplicaciéon del disefio experimental

requiere tener una idea clara de qué es exactamente lo que se va a estudiar y cO6mo se
van a recopilar los datos. Por ello, se requiere considerar los siguientes aspectos para
cada etapa: (a) tipo de problema y definicibn adecuada del objetivo, (b) cantidad de
factores e interacciones que se evallan, (c) validez estadistica y eficacia de cada
disefio, (d) funcionamiento, costo y restricciones de tiempo y (e) facilidad de

comprension y aplicacion de la complejidad de cada disefio.
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1.7.3 Disefos

1.7.3.1 Disefios de screening

Estos disefios permiten considerar muchos factores con el fin de identificar
aquellos que tienen efectos importantes en la respuesta y suelen realizarse en las
primeras etapas del experimento cuando es probable que muchos de ellos inicialmente
considerados tengan escaso o nulo efecto sobre la misma. Los disefios usualmente
aplicados en la etapa de seleccién de factores son el factorial completo, factorial
fraccional y Plackett-Burman, debido a que son eficientes y de bajo costo. Estos disefios
permiten el examen simultaneo de factores cualitativos, cuantitativos y relacionados con
la mezcla. El disefio factorial fraccional es uno de los mas empleados para la seleccion,
ya que permite la evaluacién de un gran numero de factores en un reducido nimero de
experimentos. En este sentido, se pueden crear distintos disefios fraccionales para un
gran numero de factores, pero no permiten la estimacién de todos los efectos principales
y de las interacciones por separado porque algunos de ellos se estiman juntos, es decir,

se confunden [164].

Por otro lado, el disefio factorial completo estudia todos los factores que afectan
a la respuesta del sistema, utilizando al menos dos niveles para cada factor, dando lugar
a un numero inaceptablemente grande de experimentos a diferencia del factorial
fraccional. Esto se debe a que incluso los procesos aparentemente simples pueden
verse afectados por una gran cantidad de factores y que estos pueden afectar la
respuesta del sistema de forma interactiva, es decir, el efecto de un factor puede
depender de los niveles de otros. Por otra parte, el disefio Plackett-Burman proporciona
informacion s6lo sobre los efectos de factores individuales, pero no sobre sus
interacciones. Este disefio es adecuado para evaluar multiples factores, suponiendo que
no existe interacciéon entre los mismos [165]. Las principales caracteristicas de los
disefios de screening se indican en la Tabla 1.7.1. La resolucion de un disefio nos da
idea del nivel de confusiones que se generan en la estimacién de efectos, por lo tanto,
nos indica la eficacia con que pueden estimarse los efectos potencialmente importantes.
Asi, en un disefio factorial completo se estiman todos los efectos principales y sus
interacciones, evitando que presenten confusiones entre las variables. Por otro lado, en
un disefio factorial fraccionado, la resolucion disminuye segun el grado de
fraccionamiento del disefio y de esta manera es posible la confusion entre efectos

principales e interacciones dentro del disefio [163].
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Tabla 1.7.1 Disefios de screening cominmente utilizados en la optimizacion de un método.

Factor N° de
Disefio Tipo NUumero Res® Experimentos Efectos estimados od Re
» 2k 2k -1
Factorial completo ~ NUMerico . _ _
. 2= k=5 - 2+1 (considerando Efectos principales, interacciones (bidireccional, tridireccional y St Si
de 2 niveles Categérico
réplicas) factores k)
R=Ill (efectos principales confundidos con interacciones de 2 factores
o dobles)
Factorial fraccional ~ NUmérico R=IV (efectos principales confundidos con interacciones triples o _ .
_ >4 o> 2kpb . . ) Si Si
de 2 niveles Categérico interacciones dobles entre si)
R=V (efectos principales confundidos con interacciones de 4 factores
e interacciones dobles confundidos con interacciones triples)
Numeérico . Efectos principales confundidos con (fracciones) de las interacciones _
Plackett—Burman N -1 i N (multiplo 4) _ ) Si Si
Categérico igual o superior a 2

ak: Namero de factores
bp: Numero de generadores independientes

¢Res: Resolucién
dO: Ortogonalidad
eR: Rotabilidad
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El diagrama de Pareto es una grafica frecuentemente utilizada para la evaluacion
de disefios experimentales en la cual se organizan distintas clasificaciones de los
resultados obtenidos por orden descendente, de izquierda a derecha por medio de
barras sencillas luego de haber recopilado la informacién para calificar los factores
evaluados y para asignarles un orden de prioridades. Pareto es una herramienta de
analisis de datos muy Util que permite seleccionar las variables significativas de un
modelo, es decir, los factores que afectan significativamente la respuesta analitica que
se desea medir. Las variables no significativas, es decir, aquellas que no afectan la
respuesta analitica de manera significativa, se fijan a un valor determinado,
considerando minimizarlos en la medida que sea posible [166]. En la Figura 1.7.1 se

observa un diagrama de Pareto tipico.

s04d Factores
% ’ significativos | Limite t de Bonferroni
% 228 ] Factores
—_ - probablemente
% significativos
1,52 — "
- fcritico(a, n-1)
o
(=]
< 076- Factores no
> significativos
0004 L| A I I:I =
I I I I | I 1
1 2 3 4 5 6 7

Factores

Figura 1.7.1 Diagrama de Pareto tipico.

1.7.3.2 Disefios de optimizacién

Los disefios mas utilizados en esta etapa son el factorial completo en tres
niveles, central compuesto, Box-Behnken, D-6ptimo y disefios Doehlert. Estos disefios
permiten obtener datos experimentales que luego se ajustan en un modelo polinomial
de mudltiple regresion lineal para caracterizar una RSM. Las principales caracteristicas

de los disefios de optimizacién mas utilizados se indican en la Tabla 1.7.2.
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Tabla 1.7.2 Disefios de RSM cominmente utilizados en la etapa de optimizacién.

L Tipo de ) ; )
Disefio Nivel factorial N° experimentos (@) R
factores
Central Numeérico , ,
» 5 2%+ 2k + Cp? Si-No Si-No
compuesto Categorico
Numeérico . .
Box-Behken . 3 2k(k-1) + Cp Si Si
Categodrico
Factorial
completo Numeérico 3 3 5 No
Categorico
de 3 niveles
_ NUmerico  piferente para
Doehlert Matrix kZ+ k + Cp No No
Categérico cada factor
Subconjunto
_ Numeérico  piferente para seleccionado de .
D-Optimal ) No Si
Categérico cada modelo todas las posibles

combinaciones

aCp: NUumero de puntos centrales

1.7.4 Modelado

1.7.4.1 Construccién de modelos para el screening

El andlisis estadistico del disefio de screening para cada respuesta que se

analiza incluye [167]:

>

Estimar los efectos de los factores y el examen de sus signos y

magnitudes.
Construir un modelo inicial para la respuesta.
Realizar pruebas estadisticas.

Refinar el modelo eliminando cualquier variable que sea no significativa

desde el modelo inicial.

Analizar los residuos con el fin de comprobar la adecuacion del modelo y

las hipotesis.

El efecto que cada factor tiene sobre cada respuesta se calcula como la

diferencia entre la respuesta media de los experimentos con signos positivos y la
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respuesta media de los experimentos con signos negativos. Otra alternativa consiste en
determinar el efecto de los factores en la estimacion de los coeficientes del modelo. Las

respuestas pueden describirse a través de un modelo estadistico lineal.

Los gréaficos de probabilidad normal y media normal permiten analizar la
importancia de los efectos y decidir cual de ellos debe considerarse en el modelo final y
cuadles deben incluirse en el error. Los efectos que son despreciables se distribuyen
normalmente, con media cero y varianza o? y tenderan a caer a lo largo de una linea
recta en estos gréaficos. Por otra parte, los efectos significativos tendran medias distintas
de cero y no se encontraran a lo largo de la linea recta. Asi, los efectos aparentemente
no significativos se combinan como una estimacién del error y los efectos significativos
se consideran en el modelo. Adicionalmente, las variables seleccionadas mediante
cualquier analisis grafico deben ser evaluadas mediante el andlisis de varianza o
ANOVA vy, de ser necesario, el modelo debe reducirse eliminando las variables no
significativas del modelo inicial. ANOVA es una técnica estadistica muy util que permite
analizar si hay o no diferencias estadisticamente significativas entre las medias de los
grupos que se estudian, comparando la varianza entre grupos junto con la varianza al
interior de cada grupo. Finalmente, se deben seleccionar todos los factores que
afectaran significativamente a cada respuesta. Si el nUmero de factores es muy grande,
el analista debe recurrir a su criterio y experiencia para seleccionar adecuadamente

cada factor y evaluar sus efectos [168].
1.7.4.2 Construccion de modelos de superficie de respuesta

Luego de haber realizado la recopilacibn de datos correspondientes a las
respuestas evaluadas en la etapa de optimizacion, se construye un modelo matematico
con una funcion polinomial de segundo orden para cada respuesta. Generalmente, sélo
las interacciones de segundo orden son consideradas ya que las de érdenes superiores
no son significativas. La ecuacion del modelo se realiza usualmente mediante el método
de los minimos cuadrados, basado en una técnica de regresion mdultiple que se ajusta a
un modelo para establecer los datos experimentales, permitiendo minimizar los residuos
o0 errores cuadraticos. En todos los casos, el modelo ajustado debe describir
adecuadamente el rendimiento de los datos para poder realizar predicciones
estadisticas. Cuando se optimizan dos factores, RSM proporciona una vista grafica del
sistema, debido a que la respuesta puede graficarse como una superficie sélida en un
espacio tridimensional. En el caso de la optimizacion de mas de dos factores, la
representacion grafica se realiza solo para dos de ellos, mientras el resto permanece

constante. Los mapas de contorno son otra forma de visualizacion, el cual se constituye
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de lineas de respuesta constante que corresponden a una altura especifica de la
respuesta, es decir, cada linea de contorno se conforma por todas las combinaciones
de los factores en estudio que producen una misma respuesta [163]. En la Figura 1.7.2

se ejemplifica un grafico de superficie de respuesta.

Figura 1.7.2 Ejemplo de gréfico de superficie de respuesta.

1.7.4.3 Evaluacion del modelo

Cuando se aplica regresiéon por la metodologia de los minimos cuadrados,
generalmente se asume que los valores esperados de los errores se aproximan a cero,
independientes de la varianza constante y, al menos, una distribucion aproximadamente
normal. No obstante, la respuesta siempre se mide con un determinado error. Por lo
tanto, se debe aplicar ANOVA para determinar si el ajuste de regresién mdltiple es

importante para el modelo de segundo orden [169].

El modelo es considerado satisfactorio si la regresion es significativa y la falta de
ajuste es no significativa para el nivel de confianza establecido. Que se obtenga un
modelo significativo no implica necesariamente que explique correctamente la variacion
en los datos. Por eso, es importante analizar los graficos de residuos, el coeficiente de
regresion (R?) y el coeficiente de regresion ajustado (RZ?.q), los cuales representan la
varianza explicada por el modelo. La distribucion normal de los residuos es uno de los
supuestos para la validez de ANOVA el cual se demuestra a través de la gréfica de
probabilidad normal. Otro requisito es la homogeneidad de la varianza y puede ser
evaluada por la trama residual con respecto a los valores predichos de respuesta.
Existen dos diagnosticos adicionales importantes: (a) los residuos frente al orden de

ensayo experimental, que permite detectar variables que no se pueden controlar y
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podrian influir en la respuesta durante el experimento, y (b) los residuos frente a los
niveles de factor de cada diagnéstico, que confirma si la varianza explicada por el

modelo es diferente en los distintos niveles de un factor [163].

Por otro lado, los residuos son utilizados para examinar los supuestos del modelo
y para detectar valores atipicos o extremos (outliers) y puntos de datos potencialmente
influyentes. El “leverage” es un parametro que permite analizar si un punto del disefio
puede influir en el ajuste del modelo. No es deseable que se obtengan puntos con
elevados valores de leverage debido a que, si llevan a errores inesperados, estos
podrian tener una gran influencia en el modelo. Otras formas de estudiar los puntos
influyentes atipicos son los diagnésticos DFFITs (diferencia entre valores predichos) y
DFBETAs (diferencia entre coeficientes de regresion) que determinan las diferencias en
el ajuste del modelo cuando el valor de una respuesta es eliminado. Finalmente, la
distancia de Cook es una prueba estadistica muy comun, que proporciona una medida
general del impacto de una observacion en el coeficiente de regresion estimado. Si se
identifica una observaciébn como un valor atipico no significa que se deba eliminar
automaticamente el punto. Se debe ajustar la ecuacion de regresiéon con y sin el punto
sospechoso y comparar los coeficientes del modelo y revisar el error cuadratico medio
y R? de los dos modelos [170].

1.7.4.4 Transformacion de la respuesta

La transformacién de los datos que se obtienen luego de la evaluacion general
del modelo propuesto, puede permitir un mejor ajuste del sistema, en especial, cuando
la respuesta es bastante grande, o cuando normalidad y homocedasticidad no se
cumplen en el modelo supuesto. En la practica, algunas variables de respuesta siguen
distribuciones de Poisson, binomial o gamma, en el que la varianza de la respuesta no
es constante, sino que se relaciona de alguna forma a la media [169]. Una distribucion
anormal del "tipo cuerno" o "en forma de s" se genera en el gréafico de los residuos.
Las transformaciones implementan una funciébn matemética a todos los datos de
respuesta, generando un nuevo conjunto de datos que cumplen los requisitos para la
validez de ANOVA. Asi, es posible construir un nuevo modelo que explique mejor el

comportamiento de los datos.

Box y Cox desarrollaron un método clasicamente usado para la transformacion
de los datos en modelos lineales [171], el cual se utiliza frecuentemente para obtener
una transformacion normalizadora. La seleccién adecuada de una transformacion se
basa en consideraciones estadisticas segun el tipo de distribucién derivada de los

residuos. Por lo general, el mejor valor A se encuentra en el punto minimo de la curva
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gue se obtiene por el logaritmo natural de la suma de cuadrados de los residuos, es
decir, el valor A que genera el conjunto de datos con los residuos inferiores [172, 173].
Se debe considerar que el ajuste de un modelo a una respuesta transformada debe
someterse a una transformacién posterior (usando la operacion matematica inversa de

la transformacion empleada) para hacer una correcta interpretacion.
1.7.4.5 Evaluacion de coeficientes individuales en los modelos

En cada modelo, se realiza ANOVA para evaluar el significado de los términos,
comparando la variacibn en la respuesta con la variacion generada por errores
aleatorios. Los términos no significativos suelen ser eliminados para obtener un modelo
mas sencillo que describa el sistema. Para esta evaluacion, existen diferentes
estrategias. En la eliminacion hacia atras, se construye inicialmente un modelo completo
y luego se evalla cada término mediante ANOVA, eliminando los menos significativos.
Este proceso se detiene cuando todos los términos restantes cumplen con un criterio
predefinido. En la seleccidon hacia adelante, se ajustan inicialmente todos los bloques y
términos a los datos, y luego se agregan los términos con la menor probabilidad parcial
al modelo, basandose en su correlacién con la respuesta. En disefios con factores
categoéricos, los términos se afladen jerarquicamente. La regresion por etapas combina
ambas estrategias. Se equipan inicialmente todos los bloques y condiciones forzadas a
los datos, luego se usa un modelo de regresién simple con el término que presenta la
mayor correlacion con la respuesta. A medida que se agregan, eliminan o modifican
términos, el procedimiento se detiene cuando no se consigue una mejora adicional. El
ajuste del modelo obtenido, incluyendo los términos significativos y los que se mantienen
por jerarquia, se analiza nuevamente mediante ANOVA para evaluar la falta de ajuste.
Por dltimo, el modelo ajustado se puede evaluar en forma lineal, con interaccion,

cuadrética o cubica [157].
1.7.4.6 Localizacién 6ptima

La ubicacion optima de la respuesta se puede determinar visualmente mediante
la representacion gréfica del modelo. Esto se realiza a través de la grafica RSM en tres
dimensiones y las curvas de nivel, que representan lineas de respuesta constante
proyectadas en un plano [159]. Cada contorno corresponde a una altura especifica de
la superficie y la respuesta se muestra como una funcién de dos factores. Dependiendo
del criterio de optimizacion, ya sea maximizar, minimizar o alcanzar un valor especifico,
el valor 6ptimo se puede identificar mediante la observacion del gréfico. Sin embargo,

cuando se analizan mas de dos factores, los factores no trazados deben mantenerse
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constantes, lo que limita la visualizacion del éptimo en el grafico. Por lo tanto, la el valor
de la variable constante se debe seleccionar con mucho criterio. La superposiciéon de
graficos de contorno construidos con combinaciones de tres factores permite identificar
visualmente la respuesta optima. Sin embargo, si se analizan mas de tres factores, la
visualizacién se vuelve mas compleja y puede ser necesario utilizar un enfoque analitico
mas formal, como la RSM de segundo orden en k dimensiones. Es importante calcular
una region de confianza para el punto estacionario, lo cual proporciona una estimacion
de la calidad de dicho punto. El tamafio y direccion de esta region permiten considerar
los niveles de los factores que generan una respuesta significativamente similar al punto
estacionario, lo que facilita realizar cambios en los niveles de los factores sin afectar la

calidad de la respuesta [163].
1.7.5 Aplicacién en métodos analiticos

El DOE ha sido ampliamente aplicado a una gran variedad de métodos
analiticos. En general ha sido utilizado para resolver ciertos inconvenientes en técnicas
de separaciéon cromatografica en las cuales suele realizarse la optimizacion de
respuestas multiples [174]. Esto es debido a que varias respuestas son con frecuencia
de interés, segun las caracteristicas analiticas del método, como separacion entre picos
de analitos, tiempo de andlisis y caracteristicas del pico (como el ancho y la simetria).
Por otro lado, un gran ndmero de métodos analiticos basados en técnicas de
microextraccién han sido optimizados mediante la aplicacion de disefio experimental
con el objetivo de reducir el nimero de experimentos y por lo tanto el consumo de
reactivos y generacién de residuos. Se ha reportado en la literatura, métodos basados
en la aplicacion de DOE utilizando un MIL como solvente de extraccion en DLLME para
la determinacién de As en muestras de miel [175], ademas en la técnica HF-LPME para
el analisis de especiacién y preconcentracion de ultra trazas de telurio inorganico y
selenio en muestras ambientales [176] y la técnica SPME para la separacion vy
preconcentracion de especies de estafio seguido de su determinacién por ETAAS en

bebidas y diferentes muestras de alimentos [177].
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2.1 Instrumentacién y materiales

2.1.1 Instrumentos

2.1.1.1 Espectrémetro de absorcion atomica electrotérmica

Para las determinaciones de los analitos estudiados se emple6 un espectrometro
de absorcion atbmica marca Perkin-Elmer Modelo 5100ZL (Uberlingen, Alemania), cuya
imagen se puede observar en la Figura 2.1.1. El equipo se compone de un atomizador
de horno de grafito pirolitico con calentamiento transversal y sistema de correccion de
fondo por efecto Zeeman. Como fuente de radiacién se utiliz6 una lampara de descarga
sin electrodos (EDL) (Perkin-Elmer) para As y una lampara de catodo hueco (HCL)
(Perkin-Elmer) para Sb. El monocromador del sistema de deteccion se configur6 con un
ancho de banda espectral de 0,7 nm para todas las determinaciones. La corriente de
funcionamiento de cada lampara y la longitud de onda utilizadas para cada elemento
fueron: As (300 mA; 193,7 nm), Sb (25 mA; 217,6 nm).

Figura 2.1.1 Espectrémetro de absorcion atomica Perkin Elmer 5100 PC utilizado en la

presente Tesis.

2.1.1.2 Espectrometro de masas con fuente de plasma acoplado

inductivamente

Se realiz6 la medicion de Sb con un espectrometro de masas con plasma
acoplado inductivamente (ICP-MS) marca Perkin-Elmer SCIEX, ELAN DRC-e (Thornhill,
Canada), cuya imagen se presenta en la Figura 2.1.2. El gas argén con una pureza
minima del 99,996% fue suministrado por Air Liquid (Cérdoba, Argentina). El equipo
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dispone de un nebulizador de teflon microconcéntrico de alto rendimiento y resistente al

HF modelo PFA-ST acoplado a una camara de atomizacion ciclénica de cuarzo con

deflector interno y linea de drenaje enfriada con el sistema PC3 de ESI (Omaha, NE,

EE. UU.) para la introduccién de la muestra. Se utilizaron conos de muestreo y skimmer

de niquel. Ademas, se usaron mangueras de Tygon negro/negro 0,76 mm i.d. de 40 cm

de longitud para la bomba peristaltica de introduccion de muestras. En la Tabla 2.1.1 se

resumen las condiciones instrumentales 6ptimas para la determinacion de Sb.

Figura 2.1.2 Espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente marca Perkin-
Elmer SCIEX, ELAN DRC-e utilizado en la presente Tesis.

Tabla 2.1.1 Condiciones instrumentales 6ptimas para la determinacion de Sb por ICP-MS.

Condiciones de ICP-MS

Potencia RF (W)

Caudal de gas Ar (L min-t)

Conos (de muestreo y skimmer)
Is6topo monitoreado

Modo de escaneo

Tiempo de permanencia (ms)

Numero de réplicas

Flujo Ingreso muestra (UL min=?t)

1100

Plasma: 15,0
Auxiliar: 1,32
Nebulizador: 0,80
Niquel

121Sb
Salto de pico
50 en modo estandar

3

150
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2.1.1.3 Espectrofotometro infrarrojo con transformada de Fourier

La caracterizacion de todos los MILs, el GO y GO@MILs sintetizados se realiz
mediante un espectrometro de Infrarrojo con Transformada de Fourier (FT-IR), marca

Perkin-Elmer modelo Spectrum Two, mediante la configuracion de ATR.
2.1.1.4 Microscopio electronico de transmision

Para la caracterizacion del GO y GO@MILs sintetizados en la seccion 3.3, se
utilizd un microscopio electronico de transmision (TEM) Carl Zeiss EM900 (Jena,
Alemania). Las imagenes TEM se obtuvieron preparando dispersiones acuosas secas
de los materiales sobre grillas de cobre, a 80 kV, con una camara CCD SC1000-832 de

alta resolucién (Gatan Inc., Nuffield, Reino Unido).
2.1.1.5 Dispositivo de interferencia cuantica superconductora

Se realiz6 el estudio de la susceptibilidad magnética de los MILs sintetizados
mediante el dispositivo de interferencia cuantica superconductora (SQUID) (Quantum
Design XL7 Inc., San Diego, CA, EE.UU.).

2.1.1.6 Espectrémetro de absorcion UV-Vis

Los MILs sintetizados fueron también caracterizados mediante la utilizaciéon de
un espectrometro de absorcién UV-Vis, marca Shimadzu modelo UV-1800 (Kyoto,

Japon), empleando cubetas de cuarzo.
2.1.1.7 Balanza analitica

El pesaje con precision de los reactivos sélidos empleados fue realizado con una
balanza analitica marca Ohaus modelo Pioneer (Nueva Jersey, Estados Unidos), con

resolucién de 0,0001g.
2.1.1.8 Peachimetro

Las mediciones de pH de las diferentes soluciones se llevaron a cabo con un pH-
metro marca Horiba modelo F-51 (Kyoto, Japén), provisto de electrodo combinado de
vidrio modelo 9611-10D, con solucion interna de cloruro de potasio (KCI) de
concentracion 3 mol L. Para su calibracién diaria se emplearon soluciones estandar

(Merck, Darmstadt, Alemania) de pH 4 (acido citrico/hidroxido de sodio/acido
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clorhidrico), pH 7 (fosfato &cido de sodio/fosfato diacido de potasio) y pH 10 (acido
bérico/KCl/hidroxido de sodio).

2.1.2 Aparatos

2.1.2.1 Sistema de centrifugacion

Para la etapa de limpieza de las muestras ambientales se realizé la separacion
de fases mediante el uso de una centrifuga marca Luguimac modelo LC 15 (Buenos
Aires, Argentina), de revolucion variable, con capacidad para dieciséis tubos de
centrifuga de 15 mL, rango de programaciéon de 0 a 99 minutos con resolucion de 1
minuto y variador electrénico de velocidad con rango de programacién de 0 a 3600 rpm

con resolucién de 1 rpm.
2.1.2.2 Estufa de secado

Los vestigios de CHCI; presentes en la solucion de sintesis de los MILs fueron
eliminados por evaporacion con estufa de secado marca San Jor serie SL SBD (Buenos
Aires, Argentina), la cual presenta un rango de temperaturas que abarca de los 50 a los

200 °C con resoluciéon de 0,1 °C.
2.1.2.3 Plancha calefactora

La sintesis de GO requirio la utilizacién de plancha calefactora marca Dragon

Lab (Beijing, China), cuyo rango de temperatura abarca desde los 25 a los 550 °C.
2.1.2.4 Rotavapor

La preparacién de los MILs requirié el uso de un rotavapor marca Senco modelo
R206B (Shanghai, China). Contiene un matraz de evaporaciéon de 100 mL, una

velocidad de rotacién maxima de 200 rpm y una temperatura maxima de 99 °C.
2.1.2.5 Sistema de agitacion

Las soluciones de muestra y estandares fueron agitadas utilizando un agitador
vortex marca Boeco modelo Bio Vortex V1 (Hamburgo, Alemania) y unidad de
ultrasonido marca Testlab (Buenos Aires, Argentina) que posee un control de
temperatura. Ademas, para la sintesis de los MILs se emple6 un agitador magnético

marca Thorbell (Santa Fe, Argentina).
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2.1.2.6 Micropipetas

Se pipetearon microvolumenes soluciones con micropipetas automaticas de
succion de volumen variable. Para volimenes de 2-20 pL se utilizé una micropipeta
marca Dragon Lab, para volimenes de 20-100 pL una micropipeta marca Gilson
(Wisconsin, Estados Unidos), mientras que para volimenes de 100-1000 pL se usaron

micropipetas marca Dragon Lab, Gilson y Eppendorf (Hamburgo, Alemania).
2.1.2.7 Destilador de agua y equipo de agua ultrapura

La destilacion de agua se realizo mediante un destilador de vidrio marca Figmay
(Cordoba, Argentina) el cual evita el contacto del destilado con parte metélicas, evitando
de este modo una potencial contaminacion. El agua destilada obtenida fue purificada
mediante un equipo de agua ultrapura marca Apema modelo Osmoion-U-0.5 (Buenos

Aires, Argentina).
2.1.3 Materiales

2.1.3.1 Material de vidrio

Se utilizaron materiales de vidrio volumétrico y de uso general, los cuales fueron
lavados previo a su uso por inmersién durante 24 horas en solucion al 5% (v/v) de acido
nitrico (HNOs, 65% (v/v), Merck) seguido de lavado con agua destilada y finalmente

agua ultrapura.
2.1.3.2 Imanes

Para evaluar la atraccién magnética de los MILs sintetizados se utilizaron imanes
de neodimio (50 de largo x 30 de alto x 10 mm de ancho) con campo magnético de 1,17
T y varillas magnéticas de neodimio (4 mm de diametro x 12 cm de largo) con campo
magnético de 0,25 T. Ademas, se emplearon buzos magnéticos para la agitacion de las

soluciones de sintesis.
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2.2 Reactivos

2.2.1 Agua ultrapura

Para el desarrollo experimental de esta tesis se utilizé agua ultrapura para la
preparacion de todas las soluciones acuosas utilizadas. La calidad de la misma se

evaluoé comprobando un valor de resistividad igual o menor a 18 MQ cm.
2.2.2 Preparacion de soluciones patron

2.2.2.1 Soluciones patron de As

Se prepararon soluciones patréon de 1000 mg L de As(lll) y As(V) disolviendo
0,1751 g de (meta)arsenito de sodio (AsNaO-, 99%, Fluka, Buchs, Suiza) y 0,4160 g de
arseniato acido de sodio heptahidratado (Na;HAsO..7H,0O, 99,99%, Sigma-Aldrich,
Milwaukee, Estados Unidos) en agua ultrapura llevandose a volumen final de 100 mL
en matraz aforado, respectivamente. Se ajusté el medio con HCI (37% v/v, Merck) a una
concentracion final de 0,1 mol L. Las soluciones de menor concentracion fueron
preparadas mediante la dilucion de la solucién patrén de 1000 mg L con agua ultrapura
y manteniendo la concentracién de HCI a un valor constante de 0,1 mol L.

Las soluciones patréon de concentraciéon de 1000 mg L* de MMA y DMA se
prepararon disolviendo 0,397 g de metilarseniato de sodio (CHsAsNa»03.6H,0, 98%,
Fluka) y de 0,186 g de &cido dimetilarseniato (C;H;AsO2) (98,6%, Fluka) en agua
ultrapura, respectivamente, llevandose a volumen final de 100 mL en matraz aforado

para finalmente conservarse en frasco color ambar a 4°C.
2.2.2.2 Soluciones patron de Sb

Las soluciones patron de Sbh(lll) y Sb(V) se prepararon mediante la disolucién de
0,252 g de tartrato de potasio y antimonio (lll) hidratado (CsH4K2012Sb,.H-0, 99,99%,
Sigma-Aldrich) y 0,220 g de hexahidroxoantimoniato (V) de potasio ((KSb(OH)s,99,0%,
Fluka)) en agua ultrapura, respectivamente, llevandose a volumen final de 100 mL en
matraz aforado. La solucion patron de Sb(V) tuvo una concentracion final de HCI de 0,3
mol L. Las soluciones de menor concentracion fueron preparadas mediante la dilucion
de la solucién patrén de 1000 mg L con agua ultrapura y en caso de las soluciones de

Sb(V) se mantuvo la concentracion de HCI a un valor constante de 0,3 mol L™
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2.2.3 Preparacion de modificadores quimicos de matriz para
ETAAS

Se prepard una solucién de Pd(Il) de 500 mg L? disolviendo 31,3 mg de nitrato
de paladio dihidratado (Pd(NOs3)2-2H20, = 99,99%, Fluka) en 25 mL de una solucion
acuosa de HNOs al 5% (v/v).

Ademas, se preparé una soluciéon de Mg(ll) de 750 mg L disolviendo 79,14 mg
de Mg(NO3)..6H,0 (99,99%, Merck) en 10 mL de agua ultrapura al 5% (v/v) de HNOs.
Las soluciones de menor concentracion fueron preparadas mediante la dilucion de la

solucién de magnesio de 750 mg L™ con agua ultrapura.

Se prepar6 una solucién de Ni(ll) de 250 mg L* disolviendo 10,86 mg de
Ni(NO3)2:-4H-O (Sigma-Aldrich) de 99,9% de pureza en 10 mL de agua ultrapura al
5%(v/v) de HNO:.

2.2.4 Reactivos utilizados como agentes complejantes

Se prepararon soluciones de: a) 1,5-7,5 x 10 = mol L* de dietilditiocarbamato de
sodio ((C2Hs)2NCSSNa.3H.0, DDTC) de 99,0% (Sigma-Aldrich) b) 0,025-25 x 10 % mol
L de dietilditiofosfato de amonio (C2Hs0).P(S)SNH4, DDTP) con una pureza de 95,0%,
(Sigma-Aldrich), y ¢) 1-5 x 10 * mol L™ de amonio pirrolidinditiocarbamato (CsHsNS,NH3,
APDC) de 99,0% (Sigma-Aldrich) en 10 mL de metanol (99,8% (v/v), Sintorgan, Buenos
Aires, Argentina).

Se prepard una solucién de molibdato de amonio 0,08 mol L* disolviendo 4,9 g
de (NH4)sM07024.4H20 (99,0%, Fluka) en agua ultrapura, llevandose a volumen final de

50 mL en matraz aforado.

Ademas, se prepararon soluciones de 1 x 10 2 mol L de: a) 2-(5-bromo-2-
piridilazo)-5-(dietilamino)-fenol (5-Br-PADAP) pesando 18,0 mg de C1sH17BrN4O (98,0%,
Sigma-Aldrich), b) 1-(2-piridilazo)-2-naftol (PAN) pesando 12,8 mg de CisHi1NsO
(97,0%, Sigma-Aldrich) y c¢) 4-(2-piridilazo)resorcinol (PAR) pesando 11,2 mg de
C11H9N30- (96,0%, Sigma-Aldrich) y disolviendo las respectivas cantidades en metanol,

llevAndose a volumen final de 50 mL en matraz aforado.
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2.2.5 Preparacion de soluciones reguladoras

Se prepard una solucion reguladora de pH formada por los pares acido citrico-
citrato de 0,2 mol L™ a partir de una solucién 0,2 mol L de &cido citrico (99,5%, Sigma-
Aldrich) y ajustada a pH entre 3y 4 con 0,1 mol L' de NaOH (98,0%, Sigma-Aldrich).

Se prepar6 una solucion reguladora de pH formada por los pares &cido acético-
acetato de 0,5 mol L™ a partir de una solucién 0,5 mol L* de acido acético (99,7%,
Merck) y ajustada a pH 4, 5y 6 con solucién 0,1 mol L** de NaOH.

Se prepard una solucion reguladora de pH TRIS: 2-amino-2-hidroximetilpropano-
1,3-diol y su acido conjugado a partir de una solucién 0,05 mol L** de TRIS (99,8%, J.T.
Baker, New Jersey, Estados Unidos), y ajustada a pH entre 7y 7,5 con 0,1 mol L de
NaOH.

Ademas, se prepar6 una solucion reguladora de pH Borax de 0,1 mol L a partir
de una solucién 0,1 mol L* de tetraborato de sodio (Na.B4O-) (99,5%, Merck) y ajustada

a pH 9,5 con solucién 0,1 mol L™ de HCI.
2.2.6 Preparacion de reactivo utilizado como agente reductor

La solucion del agente reductor ioduro de potasio (KI) 50% (p/v) se prepar6
disolviendo 12,5 g de Kl (99,9%, J. T. Baker) en 25 mL de agua ultrapura.

2.2.7 Preparacion de reactivos utilizados para ajustar la fuerza
ionica

Las siguientes sales fueron empleadas para ajustar la fuerza iénica de las
soluciones de muestra y estandares durante las técnicas de microextraccion aplicadas
en la presente tesis: a) cloruro de sodio (NaCl) al 30% (p/v) pesando 7,5 g de NaCl (=
99,9%, Merck), b) nitrato de sodio (NaNOs) al 50% (p/v) pesando 12,5 g de NaNOs
(99,0%, Sigma-Aldrich), c) perclorato de sodio (NaClO,) al 50% (p/v) pesando 12,5 g de
NaClO4 (99,0%, Merck) y d) bicarbonato de sodio (NaHCO3) al 10% (p/v) pesando 2,5
g de NaHCOs3 (99,0%, Biopack, Buenos Aires, Argentina). Las respectivas cantidades

se disolvieron en 25 mL de agua ultrapura.
2.2.8 Reactivos usados como diluyentes y dispersantes

Se utilizaron los siguientes solventes organicos como diluyentes y/o

dispersantes de la fase de MIL en los métodos propuestos: acetonitrilo (99,9%), acetona
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(99,8%) y CHCI3 (99,0%) de JT Baker, diclorometano (99,8%) de Sigma, metanol
(99,8%) y etanol (99,0%) de Sintorgan.

2.2.9 Cationes o aniones interferentes

Para la evaluacion de potenciales interferentes, las soluciones de aniones y
cationes fueron preparadas a partir de reactivos de calidad pro-andlisis o superior y
desde soluciones patrones de 1000 mg L™, se llevaron a cabo las diluciones necesarias
para obtener las concentraciones deseadas en cada caso. Todos los reactivos que se
utilizaron para el desarrollo experimental de la presente tesis doctoral fueron de calidad

"reactivo analitico" o superior.
2.2.10 Reactivos utilizados para sintesis de MILs

Se utilizaron los siguientes ILs clasicos como reactivos de partida para la sintesis
de los MiILs estudiados en la presente tesis. Cloruro de 1-octil-3-metilimidazolio
([Csmim]Cl) y cloruro de trihexil(tetradecil)fosfonio ([Pe,s,6,14]Cl) (95,0%) de Sigma-
Aldrich, mientras que el bromuro de 1-dodecil-3-metil imidazolio ([Cizmim]Br) fue
sintetizado en nuestro laboratorio segun la metodologia propuesta por Baltazar y
colaboradores, a partir de metilimidazolio y bromuro de dodecilo [1]. Por otro lado, se
utilizaron las siguientes sales de Sigma-Aldrich como reactivos de partida para la
sintesis de MILs: cloruro de hierro (lll) hexahidrato (FeCls;.6H.0) al 98,0% de pureza,
cloruro de cobalto (llI) hexahidrato (CoCl,.6H-0) al 97,0%, cloruro de manganeso (ll)
monohidrato (MnCl».H,O) al 97,0%, cloruro de disprosio (lll) hexahidratado
(DyCl3.6H,0) al 99,9% y hexacianoferrato de potasio (KsFe(CN)g).

2.2.11 Reactivos utilizados para la sintesis de GO

Para la sintesis de GO se utilizaron los siguientes reactivos: polvo de grafito
comercial (99,9%, Sigma-Aldrich), H.SO. (95,0%, Merck), KMnO. (99,0%, Sigma-
Aldrich) y H202 (30,0%, Sigma-Aldrich).

140



2.3 Sintesis y caracterizacion de liguidos iGnicos

magneticos

2.3.1 Sintesis de liguidos i6bnicos magnéticos con catién

imidazolio

Los MiILs tetracloroferrato (Ill) de 1-octil-3-metil imidazolio ([Csmim][FeCl4]) y
tetracloroferrato (I1) de 1-dodecil-3-metil imidazolio ([C12mim][FeCl.]) fueron sintetizados
en base al método reportado por Wang y colaboradores [2]. Brevemente, se prepararon
mezclas estequiométricas de solucion de cloruro de [Csmim]Cl o [C12mim]Br al 50% (v/v)
en CHCI; con FeClz-6H20 disuelto en una solucién de HCI 5 mol L2, La mezcla se agit6
durante 3 h a temperatura ambiente. Luego los productos fueron lavados con agua
ultrapura para eliminar el exceso de FeCls. Finalmente, los MILs fueron secados al vacio
a 90 °C durante 48 h. Por otro lado, los MILs hexacianoferrato (lll) de 1-octil-3-metil
imidazolio ([Cemim]s[FECNs]) y hexacianoferrato (lll) de 1-dodecil-3-metil imidazolio
([Ci2mim]s[FeCNs]) fueron preparados segun el método reportado por Jiang y
colaboradores [3], realizando el mismo procedimiento descripto anteriormente, pero con
la utilizacién de KsFe(CN)s disuelto en una solucién de HCI 5 mol L. Todos los MILs
tipo imidazolio obtenidos fueron solubles en agua, lo que dificulté la formacion de un
sistema bifasico que permitiera potencialmente una eficiente separacion de fases y una
alta recuperacion del analito presente en una muestra acuosa. La estructura quimica y
propiedades de los MiILs tipo imidazolio sintetizados se muestran en la Tabla 2.3.1.

Ademas, en la Figura 2.3.1a, se puede observar un esquema de la reaccion de sintesis.

2.3.2 Sintesis de liguidos iGnicos magnéticos con catién

fosfonio

Los MiLs tetracloroferrato (Ill) de trihexil(tetradecil)fosfonio ([Ps,s,6,14][F€Cla]),
hexaclorodisprosiato (m de trihexil(tetradecil)fosfonio ([Pé,6,6,14]3[DyClg)),
tetracloromanganeso (ll) de trihexil(tetradecil)fosfonio  ([Pe,6,6,14]2[MNCls]) vy
tretraclorocobalto (II) de trihexil(tetradecil)fosfonio ([Ps,s,s,14]2[COCl4s]) se sintetizaron
siguiendo el método previamente reportado por Del Sesto y colaboradores [4].
Brevemente, consisti6 en mezclar cantidades estequiométricas de FeCls;.6H20,
CoCl,.6H,0, MnCl,.H,0O y DyCl;.6H,0 (disueltos en HCI 5 mol L) con [Ps,s,6,14]Cl al
50% (p/v) en CHCIs. La mezcla se mantuvo en agitacion constante utilizando un agitador

magnético durante 24 h a temperatura ambiente. Luego, se realizaron varios lavados

141



con agua ultrapura con el fin de eliminar el exceso de acido y sales. Posteriormente, el
exceso de CHCI; se eliminé utilizando un evaporador rotatorio y el producto obtenido se
secO durante 12 h a 60 °C. Los MILs obtenidos fueron insolubles en agua. La estructura
quimica y propiedades de los MILs tipo imidazolio sintetizados se muestran en la Tabla
2.2. Ademaés, en la Figura 2.3.1b, se puede observar un esquema de la reaccién de

sintesis.

A N_N
W3(3/\/'\’\4+r"\CH3 +  FeClm | Hcg Y N e, [Fecn]

& (]

(Camin]CI (o bien KsFe(CN)g)

(En HCI 5 mol L) [Csmim][FeCls]
(o bien [C1zmim]Br) (o bien [C1zmim][FeCla],
(Disuelto en CHCIs) [Camim],[Fe(CN)e] o
[C1zmim],[Fe(CN)s])
b) — -
CsH
<9 cr CHQ
HeCy~” ™ PL + MCm = | 4 .
~TTCH, (En HCI 5 mol L) ° 4\/\p\/\CAHg [MCi
ol M =Fe, Mn, Dy o Co
812 m=203 Hz5C12
[Ps,6,6,141Cl n=1,203 L _|
(Disuelto en CHCI3) x=406 [Ps,6,8,14]n/[MCIx]

Figura 2.3.1 Reacciones de sintesis para los MILs evaluados. (a) Tipo imidazolio y (b) tipo
fosfonio.
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Tabla 2.3.1 Estructura quimica y propiedades de los MILs sintetizados.

Formula quimica Estructura quimica

Suceptibilidad Densidad Viscosidad

magnética (g cm?)
(emu K mol™) 25°C

(cP)
25°C

MiLs tipo imidazolio [4, 5]

N B N
[Csmim][FeCla] Hice~ " N cp, | [Feck]
N B N
[C1zmim][FeCld] Hacry > N7 g, | [Fecu]
N B N
[Csmim]s[Fe(CN)e] HaCs” > NPT Nch, | [FeeN)g®

3

4,01 1,39
4,01 N.R®
< 4,01 ~1,39

77

N.R®

~ 77
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[\

N N 3-
[Crzmim]s[Fe(CN)s] HuCrs N NI ey, | [FeCNy < 4,01 N.R® N.R®
3
MiLs tipo fosfonio [6, 7]
G
[Pé,6,6,14][F€Cla] HiCons P g, | [FeC] 4,29 1,008 650
Ha5C12
— . —
3_
[Po,6,6,141s[DyCle] MG P~ | (2] 6.51 0,981 18390
Hz5Cy2
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[Pe,6,6,14]2[MNCl4]

[Pé,6,6,14]2[COCl4]

[Mncu]z’

[Coc@}

4,23

2,10

0,949

0,962

75230

83450

®N.R.: No reportado
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2.3.3 Caracterizacion de liguidos i6nicos magnéticos

Todos los MiILs sintetizados fueron caracterizados por FTIR-ATR. Los

principales grupos funcionales se confirmaron en cada MIL. Ademés, se comparé la

informacion espectral con la reportada por otros autores [8-10]. En la Figura 2.3.2 y

2.3.3, se observan los espectros obtenidos para los MILs de tipo imidazolio y fosfonio,

respectivamente. Las frecuencias de absorcion de grupos funcionales encontradas

fueron: C-H (cadenas carbonadas) en rangos de 3100-2800 cm, 1600-1400 cm? y

750-600 cm?, P-C (enlace de P de fosfonio con cadena de carbono) a

aproximadamente 1465 cm™, C-N (grupo ciano) en el rango de 2100—-2000 cm™ y N-C

(enlace de N imidazolio con cadena de carbono) en el rango de 1600-1300 cm™.

[Crzmim][FeCl] |\ I

[C1zmim]a[Fe(CN)e]

c)
[Csmim][FeCla]

d)
[Cemim]a[Fe(CN)e]

C-H
C-H

a) | \

N-C

N-C

C-H

T T T T T -
4000 3500 3000 2500 2000 1500

Numero de onda (cm-1)

T
1000

T
500

Figura 2.3.2 Espectros IR de MILs tipo imidazolio sintetizados. (a) [Cizmim][FeCls], (b)

[C1zmim]s[Fe(CN)e], (c) [Camim][FeCla]y (d) [Camim]s[Fe(CN)g].
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a)

[Pe,6,6,12]2[CoCls]

[Ps,s,6,14][FeCl4]

C-H
c)

[Ps.6,6,14]2[MNCl4]

d)

[Pe.5,6,14]3[DyCle]

C-H
T T

T T T T T T
4000 3500 3000 2500 2000 1500 1000 500

Ndmero de onda (cm-")

Figura 2.3.3 Espectros IR de MiILs tipo fosfonio sintetizados. (a) [Ps,s,6,14]2[C0Cls], (b)
[Pe,6,6,14][FeCls], (C) [Ps,6,6,14]2[MNCla] y (d) [Ps,6,6,14]3[DyCle].

Ademas, los MILs se caracterizaron mediante espectroscopia UV-Vis. Esta
técnica analitica es ampliamente utilizada para estudiar la interaccién entre la materia y
la radiacién electromagnética en esa region del espectro. Se basa en la capacidad de
las moléculas de absorber radiacion electromagnética a ciertos valores de longitud de
onda, lo que genera informacién valiosa sobre su estructura y composicion. Cuando los
compuestos inorganicos que contienen iones metalicos con electrones desapareados
en orbitales d o f, por ejemplo, los metales de transicion 3d (Mn, Fe, Co), interactian
con la radiacion UV-Vis, ocurren transiciones electronicas. Los ligandos de un complejo

metalico influyen en las propiedades electrénicas del metal central, lo que da lugar a
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diferentes transiciones electrénicas que pueden ser observadas mediante

espectroscopia UV-Vis [11].

Para realizar este estudio, se prepararon las siguientes soluciones preparadas
en acetonitrilo: 3 mg mL? de los MILS [Ps,s,6,14]2[MNCls] y [Ps,6,6,14]3[DyCls], 3 mg mL?
del MIL [Ps,6,6,14]2[COCl4] diluyéndolo en una relaciéon 1:3 y 0,32 mg mL? del MIL
[Pé6,6,6,14][FECl4] diluyéndolo en una relacién 1:10. En los espectros UV-Vis de los MILs
tipo fosfonio, se observaron dos bandas de absorcion en la regiéon de 500-700 nm
correspondientes al anién [CoCls]* (Figura 2.3.4a), dos bandas de absorcién en la
region de 300—450 nm para el [FeCl4] (Figura 2.3.4b) y bandas de absorcién en la region
de 200-400 nm correspondientes a los aniones [MnCls]* y [DyCe]* (Figura 2.3.4c y
2.3.4d), los cual son comparables con los espectros correspondientes reportados
previamente en la literatura [12]. Los espectros de los MILs tipo imidazolio fueron
similares al espectro observado en la Figura 2.3.4b, debido a que poseen el mismo anion
[FeCla]".

a) 0.890A b0 420A
© N 0] 1 f\
& (0,100 § (0,100 '.
5 /div) 1 5 /div) }I
(7] (2]
O o -
< ] < \_
-0,090A[ -0,070A
T T T T T T T T T T T
300,0 nm (100/div) 1000,0 nm 200,0 nm (100/div) 1000,0 nm
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)
©) 2.000A d) 2 000a
© ] © .y
8 g
S (0,500 § (0,500
£ /div) o £ /div) -
(=) o]
[72] (2]
e 0
< ] < .
0,000A L 0,000A L
T I T T T T T T
200,0 nm (100/div) 1100,0 nm 2000nm  (100/dv)  1100,0 nm
Longitud de onda (nm) Longitud de onda (nm)

Figura 2.3.4 Espectros UV-Vis correspondientes a los MiLs: (@) [Ps,s,6,14]2[COCl4], (b)
[Ps,6,6,14][FE€Cl4], (C) [Ps,6,6,14]2[MNCla] y (d) [Ps,6,6,14]3[DyCle].
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Finalmente, en la presente Tesis Doctoral se evalud la susceptibilidad magnética
de los MILs tipo fosfonio, debido a que fueron los que se pudieron aplicar y estudiar en
los diferentes métodos propuestos. Como se indicé en la seccion 1.5 de la presente
Tesis, esta propiedad mide el grado de magnetizaciébn exhibido por un material en
respuesta a un campo magnético aplicado [13], como se describe en la siguiente

ecuacion:
X=M/H

donde y es la susceptibilidad magnética, M es la magnetizacién del material y H

es el campo magnético aplicado.

Esta propiedad se estudi6 utilizando el equipo SQUID, el cual es uno de los
detectores mas sensibles para medir el flujo magnético alcanzando resoluciones de 10
7T o mejores [14]. Su elevada versatilidad le permite cuantificar campos magnéticos,
gradientes de campo magnético, corrientes, voltajes, desplazamientos y susceptibilidad
magnética. En consecuencia, los SQUID tienen utilidades en diversos ambitos para
medir desde diminutos campos magnéticos creados por el cerebro humano hasta
campos geomagnéticos variables en lugares distantes, ademas de captar ondas
gravitacionales y analizar el ruido de espin en un conjunto de nlcleos magnéticos [15].
Estos magnetémetros generalmente operan en una amplia gama de temperaturas de
entre 1,8 y 330K, aplicando grandes campos de hasta 7 T [16]. Sin embargo, su principal
limitacion radica en los costos operativos, ya que un solo andlisis de temperatura o
intensidad de campo puede extenderse durante horas, implicando un consumo

considerable de helio liquido, un producto costoso [13].

El magnetometro SQUID utiliza un sistema de bobinas y cables
superconductores para transmitir corriente desde la muestra al detector SQUID. La
muestra se desplaza verticalmente en bobinas captadoras superconductoras, lo que
induce corriente debido al cambio en el flujo magnético. Esta corriente fluye a la bobina
de entrada del SQUID a través de cables superconductores, formando un circuito
cerrado que relaciona la corriente con el flujo magnético de la muestra. El sensor SQUID
Se encuentra en un entorno protegido, generalmente un escudo de niobio sumergido en
helio liquido, aislado de la cAmara de muestra [17]. Este aislamiento permite ajustar las
condiciones internas sin limitaciones impuestas por materiales superconductores. Estos,
cuando se enfrian méas alld de su temperatura critica (Tc), transportan corriente
constante sin resistencia ni alimentacion externa. En SQUID industriales, los materiales
superconductores predominantes son el niobio y el 6xido superconductor YBa,CuzO7.y.

El niobio, con una Tc de 9,25 K, se enfria mediante inmersion en helio liquido (con punto
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de ebullicion de 4,7 K). Por otro lado, el YBa,CusO7«, con una Tc de 93 K, se enfria con
nitrégeno liquido, que tiene un punto de ebullicion mas alto que el helio liquido, siendo

mas accesible y econémico [18].

La bobina de entrada del SQUID conecta la corriente transportada desde el
transformador de flujo a un anillo superconductor. Este anillo tiene "uniones débiles"
llamadas Uniones Josephson, que permiten el flujo de corriente sin resistencia. En un
anillo superconductor enfriado por debajo de la Tc con un campo magnético aplicado, el
campo se expulsa del circuito, pero permanece en el centro del anillo. Al quitar el campo
aplicado, la corriente critica fluye en la superficie interior del anillo, manteniendo el

campo atrapado en el centro y permitiendo su cuantificacion [13].

Para la evaluacion de la susceptibilidad magnética de los MILs, se colocaron 80
mg del MIL de [Ps,6,6,14]3[DYyCle], 24,1 mg del MIL [Pe,6,6,14]2[C0OCl4], 119,8 mg del MIL
[Ps,6,6,14]2[MNCls], y 17,35 mg del MIL [Ps,s,6,14][FECls] en capsulas de gelatina
transparentes. Se obtuvo una dependencia lineal de la magnetizacion con el campo
magnético a 300 K con un intervalo de campo magnético de + 20 000 Oe, obteniendo
valores de 1,84; 290 y 3,90 emu K mol! para los MILS [Peg,s,6,14]2[MNCl4],
[Ps,6,6,14]2[COCl4] Y [Pe,6,6,14][FECl4], respectivamente (Figuras 2.3.5), en concordancia
con los valores reportados anteriormente en la literatura [6, 7]. En contraste, en el caso
del MIL [Pes,e6,6,14]3[DyClg], no fue posible determinar la susceptibilidad magnética de
manera cuantitativa, cuyo valor reportado es de 12,9 emu K mol? [19]. No obstante, se
logré evaluar y corroborar esta propiedad mediante la utilizacion de un iman de
neodimio. Ademas, en la seccibn 2.3 de esta Tesis, se confirma la correcta
funcionalizacién y magnetizacion del GO con el MIL [Ps,s,6,14]3[DyCls] mediante los
resultados obtenidos de los espectros IR y la observacion de las imagenes TEM. En
este caso, el sorbente magnetizado pudo ser separado y recolectado con una varilla

magnética tal como se muestra en la Figura 3.3.8 del capitulo 3.3 de la presente Tesis.
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Figura 2.3.5 Curvas de M en funcién de H para calcular la susceptibilidad magnética de a)
[Ps,6,6,14]2[MNnCl4], b) [Ps,6,6,14]2[COCl4] y C) [Ps,6,6,14][FECla].
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2.4 Sintesis y caracterizacion de oxido de grafeno

2.4.1 Sintesis de 6xido de grafeno

En la Figura 2.4.1 se esquematiza la sintesis de GO siguiendo una version
modificada del método de Hummer [20]. Brevemente, a un volumen de 50 mL de H,SO4
concentrado se le afiadio una cantidad de 1,0 g de polvo de grafito comercial en un bafio
de agua con hielo a 10 °C. Luego, se incorporaron gradualmente a la mezcla 4,0 g de
KMnOj4 bajo constante agitacion. Se mantuvo la agitacion durante 2 h a 10 °C, luego se
retiré el bafo y la mezcla se agité a 35 °C durante 1 h. Posteriormente, la solucién
obtenida se dejé enfriar durante 15 min y luego se agregaron lentamente 100 mL de
agua ultrapura en un bafio de hielo. Luego de eso, la mezcla se agité durante 1 h'y
posteriormente se diluyé a 300 mL con agua ultrapura. Para reducir el exceso de KMnO,4
se afladieron 10 mL de H,0- al 30% (v/v) y se dejé reposar la solucion durante la noche.
Después de la separacion de fases, el sélido se deposité en el fondo y la solucién acuosa
superior se elimind usando una pipeta de transferencia. En la siguiente etapa, el material
de sorcién se lavé con 400 mL de HCI al 5% (v/v) para eliminar los iones metélicos
contaminantes, seguido de varios pasos de lavado con agua ultrapura hasta que el valor
de pH del sobrenadante fue de 5,0. Se elimind el sobrenadante y el nanomaterial se
seco en estufa a 60 °C durante 5 h.

& -
%X — I \W - Adicion de 300 ml_ de
Py agua ultrapura y
= @& @ \ @ @\ / @ @ 10 mL de H0z
N [ | / Y -Reposo por 15 h
-50 mL H2804+ 1 g grafito + 4 g KMnOs - Agitacion magnética - Adicién de 100 mL
-Barfio de hielo (10 °C), control de T° por1ha35°C de agua ultrapura
cada 30 min - Bario de hielo
-Agitacion magnética por 2 h , agitando 1 h ,

|

\ |

- -

. - Separacion del - Lavado con 400 mL - Separacion del
Oxido de grafeno -Secado en estufa sobrenadante de HCI 5 % (v/v) sobrenadante
aB0°Cpor5h - Lavado con - Dejar reposar caon una pipeta

agua ultrapura
hasta pH 5

Figura 2.4.1 Esquema general de la sintesis de GO mediante el método de Hummer modificado.
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2.4.2 Caracterizaciéon de GO y GO@MIL

Se realiz0 la caracterizacion mediante la técnica FT-IR en modo de ATR del GO,
el MIL [Pe,6,6,14]3[DyCle] y GO@MIL evaluados en la seccién 3.3 de la presente Tesis.
Se obtuvieron espectros en el rango de 4000-400 cm™ con una resolucién de 0,5 cm™?
(Figura 2.4.2). El espectro obtenido del MIL fue comparable con otros reportados en la
literatura [10, 21]. En la Figura 2.4.2a, se pueden observar varias bandas
correspondientes al cation fosfonio de los MILs a 2955 cm™, 2854 cm?® y 720 cm™
atribuidas al estiramiento C-H y una banda a 1465 cm™ atribuida al estiramiento P-C. En
cuanto al espectro obtenido del GO, fue similar a otros reportados anteriormente [22,
23]. Las bandas de grupos funcionales caracteristicos de GO: C=0 (1750-1850 cm?),
C=C (1500-1600 cm™), C-O and C-O-C (1000-1280 cm™) se muestran en la Figura
2.4.2b. En comparacion con los espectros individuales obtenidos del MIL y el GO, el
espectro GO@MIL evidencié los principales picos que corresponden a ambos
componentes, pero ligeramente desplazados debido a los diferentes entornos quimicos,
lo que confirmd la funcionalizacién de la superficie del GO con el MIL (Figura 2.4.2c).
Esto podria sugerir que el MIL se adsorbi6é sobre la superficie del GO, lo que podria
ocurrir a través de interacciones idnicas, electrostaticas y de Van der Waals, debido a la
naturaleza i6nica del MIL y a la presencia de grupos funcionales cargados en la
superficie del GO.

Por otro lado, para la caracterizacion TEM, se agregaron 1,5 mg de GO a 4 mL
de agua ultrapura y se dispersaron por ultrasonido durante 5 min a temperatura
ambiente. Ademas, también se prepararon mezclas de 1,5 mg de GO y 20 uL de cada
MIL sintetizado en 4 mL de agua ultrapura para los MILs que contenian Mn y Dy, y en
una solucién de HCI 0,1 mol L para el MIL que contenia Fe con el fin de mantener el
Fe(lll) estable en solucién acuosa [21]. Sin embargo, no se lograba dispersar las
soluciones de forma eficiente debido a que las nanoparticulas se magnetizaban y se
atraian entre si. Luego, se colocé una gota de cada dispersion directamente sobre una
rejilla de cobre y se secOd a temperatura ambiente. En la Figura 2.4.3a, se muestran
laminas delgadas y transparentes de GO, generalmente dispersas en una sola capa. En
cuanto a las imadgenes TEM de GO@MIL, se observé que las nanoparticulas se
agrupaban formando grandes clusters posiblemente debido a la atraccion magnética
entre ellas, verificando asi que los MILs estaban adsorbidos en la superficie del GO
(Figura 2.4.3b, 2.4.3c y 2.4.3d).
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Figura 2.4.2 Espectros FTIR de: (a) MIL ([Ps,s,6,14]3DyClg), (b) GO y (c) GO@MIL.

Figura 2.4.3 Imagenes TEM de: (a) GO, (b) GO@[Ps,s,6,14]3[DyCle], (¢) GO@[Ps,s,6,14][FeCla] y
(d) GO@[Ps,s,6,14]2[MNCl4].
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2.5 Recoleccion y preparacion de las muestras

Todos los materiales de muestreo se lavaron previamente durante toda la noche
con HNO; al 5% (v/v) y luego se enjuagaron con agua ultrapura. Todas las muestras se
recolectaron en botellas limpias de polietileno de alta densidad (HDPE) lavadas con

HNOs, las cuales se enjuagaron tres veces con la muestra antes del muestreo.

2.5.1 Recoleccion y preparacion de las muestras de agua, suelo

y sedimento

2.5.1.1 Muestras de agua

Para el muestreo de agua del grifo, se recogi6 un volumen aproximado entre 0,5
y 1 L de agua en una botella de HDPE de un grifo doméstico. Previamente, el agua se
dejo correr durante 20 min a los efectos de evitar contaminaciones localizadas debido a
las caferias y conexiones. La muestra de agua de grifo se analizé6 inmediatamente
después de la etapa de muestreo. Asimismo, se recogié un volumen de entre 1 a1,5L
de muestras de agua de mar, de rio, mineral, de humedal, de pozo, de digue, de lluvia.
El agua de mar se obtuvo en las costas de la ciudad de Vifia del Mar (Valparaiso, Chile).
La muestra de agua de rio se tomdé del rio Mendoza (Lujdn de Cuyo, Mendoza,
Argentina). La muestra de agua mineral embotellada se obtuvo de un supermercado
local. Por otro lado, el agua de humedal se obtuvo en la ciudad de Las Heras (Mendoza,
Argentina). Ademds, se extrajo agua subterranea de un pozo en la ciudad de
Guaymallén (Mendoza, Argentina) y el agua de dique se obtuvo de la ciudad de
Potrerillos (Mendoza, Argentina). Finalmente, la muestra de agua de lluvia fue
recolectada durante un evento de lluvia ocurrido en la ciudad de Mendoza (Mendoza,
Argentina). Luego, las alicuotas de cada muestra fueron filtradas con filtros de
membrana de politetrafluoroetileno (PTFE) de tamafio de poro de 0,45 pum (Millipore
Corporation, Bedford, MA, EE. UU.) y se almacenaron a 4 °C.

2.5.1.2 Muestras de suelo y sedimento

Se tomaron muestras de suelo de diferentes lugares de la ciudad de Mendoza
(Mendoza, Argentina) y se recogieron muestras de sedimentos del dique de la ciudad
de Potrerillos (Mendoza, Argentina). Las muestras se transportaron inicialmente en
bolsas de almacenamiento y se secaron a 80 °C durante 1 h antes del almacenamiento.

Los lixiviados de suelo y sedimentos se prepararon de acuerdo con el método reportado
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por Casiot et al [24] para extraer la fraccion soluble en agua del As (Figura 2.5.1).
Brevemente, se mezclaron 50 mL de agua desionizada y 10 g de muestra sélida seca.
La mezcla se agité durante 2 h por agitacion magnética y luego se centrifugd a 3500
rpm durante 40 min. Finalmente, los sobrenadantes se filtraron empleando papel de filtro

de poros de 14 um (J. Prolab, modelo Qualy, Sdo José dos Pinhais, Brasil) antes del

analisis.
=

- 10 g de suelo

o sedimento
- 50 mL de agua

ultrapura
- Agitacién por 2 h - Centrifugacién a - Filtracién y obtencién de
3500 rpm por 40 min la fraccion inorganica

soluble en agua

Figura 2.5.1 Representacién esquematica del procedimiento de lixiviado de suelo y sedimento.

2.5.2 Procedimiento de limpieza de muestras de agua, suelo y

sedimento

Antes de aplicar el procedimiento de MIL-LLME propuesto en el capitulo 3.1, se
realiz6 un proceso de limpieza (clean up) de las muestras siguiendo el método propuesto
por Fiorentini et al. [25] pero con algunas modificaciones (Figura 2.5.2). Un volumen de
4 mL de muestra o de una solucién conteniendo 4 pg L™ de patrén de As(lll) y 4 ug L?
de patron de As(V), se ajusté a pH 9,5 con 1 mL de solucién tampé6n de NaB,O~ 0,1
mol L' y se mezcl6 con 500 pL de 1 x 10 > mol L de solucién del agente complejante
para interferencias metalicas 5-Br-PADAP. La solucién se dej6 reposar durante 5 min.
Luego, se afadieron 500 yL de CHCI; para extraer los complejos formados con los
metales concomitantes presentes en los lixiviados. Después, la mezcla se agitd
mediante vortex durante 6 min y se centrifugé a 3000 rpm durante 5 min. Finalmente, el
sobrenadante se transfirid a otro tubo con una pipeta de transferencia para continuar

con el analisis de especiacion de As inorgéanico.
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= ==
-4 mL de muestra - Adicion de 500 pL - Agitacién por - Centrifugacion a - Separacion del
-1 mL de 0,1 mol L de CHCl; vortex 6 min 3000 rpm por 5 min ~ sobrenadante libre
de borax (pH = 9,5) ~ de iones
-500 L de 1 x 103 mol L’ interferentes

de 5-Br-PADAP

Figura 2.5.2 Diagrama ilustrativo del proceso de limpieza de las muestras.

2.5.3 Recolecciéon y preparacion de las muestras de te y miel

Las muestras de miel e infusiones de té evaluadas en el capitulo 3.3 de la
presente Tesis fueron preparadas de la siguiente manera: Las muestras de miel se
compraron en mercados locales de la ciudad de Mendoza y se almacenaron
inmediatamente a 4 °C. Para la clasificacion segun la escala de Pfund, se prepararon
soluciones de muestra de miel como se informé anteriormente y se determiné su
tonalidad por espectrofotometria a 635 nm [26]. Debido a su alta viscosidad, las
muestras de miel se diluyeron con agua ultrapura en una relacion 1:100 (p/v) antes del
andlisis por el método propuesto. Las muestras de hojas de té de hierbas también se
obtuvieron de los mercados de la ciudad de Mendoza. Para la preparacion de infusiones
de té, 1 bolsa de hojas de té de hierbas (aproximadamente 2 g) se mantuvo en contacto
durante 3 min con 200 mL (una taza) de agua ultrapura hirviendo, segun el
procedimiento de preparacion de té recomendado por el fabricante. Las alicuotas de
muestra se filtraron con el uso de filtros de membrana de PTFE con un tamafio de poro
de 0,45 pm.
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Capitulo 3
Resultados

y

discusion



3.1 Analisis de especiacion de As en muestras
ambientales asistido por dos liquidos i0nicos

magneticos

3.1.1 Introduccioén

El As es un metaloide altamente toxico que puede estar presente en el agua,
suelo, sedimentos, alimentos, la atmdsfera y en los organismos vivos. Las diversas
fuentes naturales (por ejemplo, actividad volcanica) y antropogénicas (por ejemplo,
actividad minera) pueden aumentar la presencia de As en el ambiente [1]. Sin embargo,
la movilidad del As en el ambiente varia segun la forma quimica del elemento. Por
ejemplo, las especies de As(V) generalmente forman precipitados con Cu, Fe y Al en
los suelos, por lo tanto, pueden movilizarse con menos facilidad que las especies de
As(lll). Sin embargo, la movilidad de ambas especies puede variar segun las
condiciones especificas del suelo, como el pH y la presencia de otros minerales o iones
[2]. Por otro lado, la toxicidad de As en los sistemas ambientales y biol6gicos depende
en gran medida de la naturaleza quimica de sus especies. En este sentido, las especies
inorganicas de As son mas téxicas que sus compuestos organicos, mientras que la
toxicidad del As aumenta considerablemente cuando su estado de oxidacion se reduce
de As(V) a As(lll) [3]. Por lo tanto, el analisis de especiacién de este metaloide es muy
importante para los estudios ambientales y bioldgicos. Las vias de exposicion al As
pueden diferir entre regiones, dependiendo de las caracteristicas geoldgicas del
acuifero y las actividades locales, como el consumo de agua subterraneay la ingestion
de mariscos y pescados contaminados con As. Muchos efectos en la salud como
hiperqueratosis, enfermedad pulmonar restrictiva, enfermedad vascular periférica y
gangrena, se atribuyen a la ingesta prolongada de agua y alimentos contaminados con
As [1]. Ademas, la Agencia Internacional para la Investigacion del Cancer (IARC)

clasifico a este elemento como carcind6geno para los humanos, perteneciente al grupo |
[4].

El andlisis de especiacion de As generalmente implica la combinacion de
técnicas cromatogréficas o no cromatograficas para la separacion eficiente de las
diferentes especies quimicas del elemento seguido de la deteccion mediante una
técnica suficientemente sensible [5]. Sin embargo, algunas de estas técnicas altamente
sensibles, como HPLC-ICP-MS, siguen siendo costosas para algunos laboratorios

analiticos de rutina y su acceso es limitado. Por otro lado, la técnica ETAAS se ha
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utilizado ampliamente debido a su simplicidad, sensibilidad, robustez y por ser menos
costosa que ICP-MS [6]. Ademas, ETAAS permite la inyeccién directa de unos pocos
uL de muestra o solventes organicos, lo que representa una de las principales ventajas
cuando se usa como detector elemental combinado con técnicas de LLME. Estas
técnicas de preconcentracion implican una metodologia de preparacion de muestra
miniaturizada con un volumen muy pequefio de solvente extractante en relacion con el

volumen de muestra [7].

Los ILs han sido un buen reemplazo de los solventes orgénicos clasicos en las
técnicas de LLME para la determinacion de As en diferentes muestras usando varios
detectores, como por ejemplo, la HG-AAS [8], ETAAS [3], AFS [9] y HPLC-ICP-MS [10].
Estos solventes evitan muchos problemas asociados a la contaminacién ambiental que
pueden ocurrir potencialmente con solventes organicos volatiles. Sin embargo, se
requieren ILs con mayor densidad que el agua para lograr una efectiva separacion de
la fase extractante después de la extraccion del analito. Ademas, la separacién de fases
generalmente requiere una etapa de centrifugacion, lo cual incide desfavorablemente
en los costos y en la frecuencia del andlisis [11]. Hoy en dia, la utilizacion de MILs en
diferentes aplicaciones analiticas ha sido de gran utilidad para resolver los
inconvenientes que presentan los ILs clasicos. Los MILs mantienen las propiedades
especificas de los ILs, pero ademas, pueden ser atraidos por un campo magnético
externo [12]. El magnetismo intrinseco de los MILs le confiere la capacidad de separar
la fase sedimentada de la fase superior utilizando simplemente un iman, eliminando asi
los pasos que requieren mucho tiempo para la separacion de fases, como la
centrifugacion y/o filtracion [13]. ElI MIL [Pee614][FECls] se ha aplicado en técnicas de
LLME generalmente para la extraccion de biomoléculas y compuestos organicos [14,
15]. Sin embargo, estos solventes han sido poco explorados como fases de extraccion

para iones metalicos [16, 17] y menos aun en el andlisis de especiacion quimica [3, 18].

En esta parte del trabajo de tesis doctoral, se desarroll6 un método basado en la
aplicacion de dos MILs mediante LLME para la determinacion sensible y selectiva de
especies inorganicas de As en muestras de origen ambiental, particularmente agua,
suelo y sedimento. En el método propuesto, el MIL [Pse614]3s[DyCls] se empled para
separar el As(lll) de la solucion acuosa después de la formacion de un complejo con
APDC. Posteriormente, se aplicé un segundo MIL ([Ps¢e.14][FeCls]) para la extraccion y
preconcentracion de las especies de As(V) que permanecieron en la fase acuosa, pero
sin usar un agente complejante. Se estudiaron y optimizaron cuidadosamente los
diferentes parametros para las etapas de separacion y extraccién, como la formacién del

complejo entre As(lll) y APDC, volumen de MIL, concentracion de HCI, fuerza idnica y tipo y tiempo de
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agitacién. El método MIL-LLME propuesto fue asistido por la deteccién elemental mediante ETAAS
para la determinacion de As, evitando el empleo de instrumentacion mas costosa como
HPLC-ICP-MS, lo que permitiria el analisis de especiacion de As en laboratorios
analiticos de rutina. Ademas, se evalué la sustentabilidad del método propuesto y se
compar6 con otros trabajos reportados en la literatura basados en MIL-LLME-ETAAS
para la extraccion y determinacion de As, con el uso del software Analytical GREEnness
calculator (AGREE) [19].

3.1.2 Método desarrollado para el analisis de especiacion de As

en muestras de origen ambiental

A continuacioén, se presenta el procedimiento analitico al cual se arribé en este
trabajo de tesis doctoral para la determinacién de especies inorganicas de As y
posteriormente, en secciones subsiguientes, se realiza la discusiéon de los experimentos
implicados para su desarrollo. Basicamente, se tomd un volumen de 5 mL de
sobrenadante obtenido mediante el tratamiento de limpieza de la muestra detallado en
la seccién 2.5.2, se mezcld con 45 pL de HCI al 37% (v/v) (alcanzando una acidez final
de 0,1 mol L) y 4 uL de 3 x 10 mol L de solucién de APDC, dejando reposar durante
5 min para lograr la formacion del complejo As(lll)-APDC. Posteriormente, se afiadieron
100 pL del solvente extractante [Pe6.6,14]3s[DyCls] al 33% (p/v) en CHCI; para extraer el
complejo. Después, la mezcla se agité durante 7 min formando una solucion turbia que
luego se centrifugé a 3000 rpm por 5 min. Finalmente, la fase acuosa superior que
contenia solo la especie As(V) se transfirié a otro tubo con una pipeta de transferencia

(las condiciones 6ptimas se muestran en la Tabla 3.1.1).

Luego se adicionaron 790 puL de HCI al 37% para ajustar la acidez del
sobrenadante a una concentracion de 2 mol L? y se realizd la extraccion y
preconcentracion de As(V) agregando 60 pL del MIL [Pg66,14][FECls]. Después de agitar
durante 8 min por vortex, la fase organica se recogié completamente sumergiendo una
varilla magnética y posteriormente diluyendo la fase MIL recolectada en 100 pyL de
CHCIls. Luego, se inyectaron 20 pL de esta solucion en el horno de grafito de ETAAS
para la determinacion de As (condiciones que se muestran en la Tabla 3.1.1). La
calibracion se realizé con estandares acuosos preparados en las mismas condiciones y
sometidos a los métodos de limpieza y extraccion que las soluciones de muestra
analizadas en este trabajo. En la Figura 3.1.1 se puede observar un esquema del

método MIL-LLME-ETAAS propuesto para el andlisis de especiacion de As inorganico.
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3.1.2.1 Determinacion de As inorganico total

El As inorganico total se determiné siguiendo el mismo procedimiento indicado
para las especies de As(V) usando el MIL [Pegg,6.14][FECls] como fase de extraccion. Sin
embargo, en este caso, fue necesario ajustar la acidez del medio a 0,5 mol L de HCI
para lograr la misma eficiencia de extraccion para As(lll) y As(V). Asi, se logro la
extraccion simultdnea de ambas especies sin la necesidad de oxidar el As(lll) a As(V).

Las condiciones 6ptimas se muestran en la Tabla 3.1.1.
3.1.2.2 Determinacion de As(lll)

La concentracion de As(lll) se obtuvo por la diferencia entre la concentracion de

As inorganico total y la concentracion de As(V).

Tabla 3.1.1 Condiciones experimentales para el analisis de especiacion de As.

Condiciones para la extraccion de As(lll)

Volumen de muestra 5mL
Concentracién de HCI 0,1 mol L1
Concentracion de APDC 2,4 x10% mol L1

100 pL (33 mg de [Ps.6.6,14]3[DyCls] en 100

Tipo y concentracién de MIL
uL de CHCIs)

Tipo y tiempo de agitacién Vértex, 7 min

Condiciones para la extraccion de As(V)

Concentracion de HCI 2 mol L

Volumen de diluyente 100 pL de CHCIs

Tipo y volumen de MIL [Pe.6,6,14][FECl4], 60 pL
Tipo y tiempo de agitacién Vértex, 8 min

Condiciones para la extraccion de As inorganico total

Concentracion de HCI 0,5 mol L

Volumen de muestra 5mL

Volumen de diluyente 100 pL de CHCIs
Tipo y volumen de MIL [Ps.6.6,14][FeCla], 60 pL
Tipo y tiempo de agitacién Vértex, 8 min
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Figura 3.1.1 Diagrama esquematico del método MIL-LLME-ETAAS propuesto para la

determinacion de especies inorganicas de As en agua, suelo y sedimento.

3.1.3 Seleccion del liguido i6nico magneético para la extraccion

de especies de As

En general los MILs que contienen Fe(lll) en sus estructuras quimicas presentan
mayor susceptibilidad magnética que los MILs conteniendo Fe(ll) [16]. El hecho de que
los MILs con Fe(lll) presentan un valor de susceptibilidad magnética mas elevado y, por
lo tanto, presentan una mayor atraccion hacia un campo magnético externo que aquellos
con Fe(ll), se debe a que el Fe(lll) forma complejos de alto espin con 5 electrones no
apareados en su orbital mas externo, mientras que los complejos de Fe(ll) tienen 4
electrones no apareados. EI mismo fenémeno se observa con MILs que contienen Mn(ll)
y Dy(lll), porque estos elementos tienen 5y 7 electrones no apareados en su orbital mas
externo, respectivamente. Por otro lado, los MILs que contienen Co(ll) muestran una
menor susceptibilidad magnética porque este elemento tiene 3 electrones no apareados

en su orbital d mas externo [20]. Ademas, los MILs que contienen CI- tienen una mayor
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susceptibilidad magnética ya que el CI genera una baja diferencia de energia
octaédrica, por lo tanto, un mayor nimero de electrones no estan apareados, generando
compuestos altamente paramagnéticos [21]. EI comportamiento descripto se indica en
la Figura 3.1.2.

Fe(lll) d® Mn(ll) d5
Alta susceptibilidad magnética Alta susceptibilidad magnética
F 3 F 3 F 3 F 3 » ry
dxy dyz dzx dxy dyz dZX
F 3 F 3 F 3 F 3
dx2 - y2 dz2 dx2_y2 d.2
Co(ll) d” Dy(Ill) f7
Moderada susceptibilidad magnética Muy alta susceptibilidad magnética
F 3 a r 3 r 3 » F 3
dxy dy- dzx 23 fy3 %]
F 3 » F F 3 r 3 F 3
A 4 v
th2 -y dz2 oz f2yd fe2ad) fa2y?)

Figura 3.1.2 Representacion gréfica de la susceptibilidad magnética exhibida por Fe(lll), Mn(ll),
Co(ll) y Dy(lll).

La seleccion de la fase de extraccion se realiz6 mediante la evaluacion de la
eficiencia de extraccion alcanzada con diferentes MILs conteniendo el cation fosfonio en
condiciones de acidez ajustadas a 1 mol L* de HCl y sin el uso de agentes complejantes
externos para la derivatizacion del analito. Después de agitar mediante vortex, el MIL
[Ps.6,6.14]2[CoCls] se disolvi6 completamente en medio acuoso, formando una solucién
rosa caracteristica debida a la presencia de Co(ll) en solucién acuosa. Por otro lado, se
observd que las especies As(lll) y As(V) no se extrajeron con el uso de los MiLs
[Pe.6.6.14]2[MNCls] y [Ps,6.6.14]3[DYyCls]. Sin embargo, se alcanzaron eficiencias de extraccion
del 71% y 84% para As(lll) y As(V), respectivamente, con [Psge6,14][FECls]. La posible
explicacion de la extraccion de ambas especies de As mediante la implementacion del
MIL [Psg6,14][FECls] se argumentara en la seccion 3.1.6, Por lo tanto, ninguno de los
solventes estudiados era adecuado para la separacion selectiva de especies

inorgénicas de As.
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Considerando que el MIL [Pss6,14][FECls] extrajo ambas especies y, por lo tanto,
no fue selectivo, se evalu6 el uso de los MILS [Psg.6,14]2[MNCls] ¥ [Pes6,6.14]3[DyCle] €n
combinacién con reactivos complejantes para disminuir la polaridad de las especies de
manera que su particion hacia la fase MIL sea mas eficiente y asi obtener una alta
selectividad. Para este estudio se evaluaron los siguientes agentes quelantes a valores
de pH que favorecian la formacién del complejo con las especies de As de acuerdo a lo
reportado en la literatura [22-25]: DDTC (a pH 4, usando buffer acético/acetato), APDC
y DDTP (a pH 1, 0,1 mol L de HCI) a una relacion molar de 1:45 de As(lll): reactivo
complejante (logrando una concentracion final de 2,4 x 10 mol L de reactivo) (Figura
3.1.3a), y (NH4)sMo07024 2 pH 1 a una relacién molar de 1:1 x 10* de As(V): reactivo
complejante (logrando una concentracion final de 0,53 x 10 mol L* de reactivo) (Figura
3.1.3b).

De acuerdo a los resultados, con el uso del MIL de Mn(ll), las especies de As(lIl)
se extrajeron con baja eficiencia de extraccién cuando se utilizaron APDC, DDTC o
DDTP, mientras que As(V) no se extrajo en absoluto. Ademas, se lograron eficiencias
de extraccion de 16% y 95% para As(lll) y As(V), respectivamente, con (NH4)sM07024
como agente complejante. Por otro lado, la aplicacion combinada del MIL de Dy(lll) y
APDC produjo un 85% de eficiencia de extraccion para As(lll), mientras que As(V) no
se extrajo. Este Ultimo conjunto de condiciones se aplico para lograr una selectividad
total hacia la determinacion de las especies de As en este trabajo. Sin embargo, debe
mencionarse que debido a una disminucién significativa de la sefial de As causado por
el MIL [Pe6,614]3s[DyCle], la determinacién de este elemento en esta matriz organica no
pudo realizarse por la técnica ETAAS. Por lo tanto, este solvente de extraccion era

adecuado solo para extraer As(lll) y separar las especies.
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Figura 3.1.3 Efecto de diferentes agentes complejantes en (a) eficiencia de extraccion As(lll) y
(b) eficiencia de extraccion de As(V) (5 mL de muestra a 0,1 mol L't HCI). [ [Ps.6.6.14]2[MNCla]
y[ |[Pss.6,14]3s[DyClg]. Otras condiciones experimentales se exhiben en la Tabla 3.1.1 (intervalo

de confianza del 95%, n = 6).
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3.1.4 Optimizacion de las variables involucradas en la

separacion de especies de As

En esta seccion, se evaluaron diversas variables con el fin de optimizar la
eficiencia de extraccion de As(lll) utilizando APDC como reactivo quelante y el MIL
[Pss.6,14]3[DyCls] como fase de extraccion. En primer lugar, se estudiaron el pH y la
concentracion del agente complejante, dado que desempefian un papel crucial en la
formacion y estabilidad del complejo As(Ill)-APDC. Ademas, se evaluo el volumen de
muestra, el cual es considerado una variable fundamental en el desarrollo de los
métodos de preconcentracion, debido a que altos volimenes de muestra generalmente
permiten obtener elevados factores de preconcentracion y de refuerzo de la sensibilidad.
Por ultimo, se evalud y tipo y tiempo de agitacion con el propdsito de incrementar la
transferencia del analito a la fase MIL y obtener la méxima eficiencia de extraccion en el
menor tiempo posible.

Debido a la alta viscosidad del MIL [Peg614]3s[DyCls], se evaluaron diferentes
solventes organicos para facilitar su manipulacién. Se disolvieron 50 mg del MIL en 150
uL de diferentes solventes organicos. Utilizando acetona, acetonitrilo, metanol y
diclorometano se observé la solubilizacién parcial del MIL. Por otro lado, el MIL se
disolvié completamente en CHCIs. Por lo tanto, se estudiaron diferentes volimenes de
este solvente en un rango entre 50 pyL y 150 pL, resultando 6ptimo 150 uL para la
disolucion completa de la fase MIL. Una vez seleccionado el tipo de agente quelante, se
realizé un estudio de pH en un rango de 1 a 7, considerando que el complejo As(lll)-
APDC es estable en un rango de 0 a 6 [22]. De acuerdo a los resultados se obtuvo una
maxima eficiencia de extraccion a pH 1 (Figura 3.1.4). Asimismo, la concentracion de
reactivo quelante es otra variable critica para ser optimizada en estas metodologias.
Ademas, es un punto critico establecer la concentracion minima de reactivo para la
formacion total del complejo mientras se logra la mayor eficiencia de extraccién. El
efecto de la concentracién de APDC se investigd en el rango de 0,8 a 4 x 10° mol L.
Segun los resultados, la concentracion minima requerida para lograr la maxima
eficiencia de extraccion en este punto del desarrollo experimental del trabajo fue de 2,4
X 10° mol L de APDC (Figura 3.1.5). Esto podria explicarse considerando que a
concentraciones mas bajas que 2,4 x 10° mol L, los moles de APDC disponibles para
formar el complejo con As(lll) pudieron haber sido insuficientes para alcanzar una
eficiente formacion y extraccién, mientras que a una concentracion mayor podria
presentarse una competencia entre el complejo As(ll)-APDC y el APDC libre en

solucion por la extraccion en la fase MIL.
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Figura 3.1.4 Estudio de pH para la extraccién de 4 pg L* de As(lll) con APDC y el MIL
[Ps.6,6,14]3[DyCls]. Las condiciones experimentales se muestran en la Tabla 3.1.1 (intervalo de
confianza del 95%, n = 6).
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Figura 3.1.5 Influencia de la concentracion de APDC en la eficiencia de extraccion de 4 ug L*
de As(lll) utilizando el MIL [Ps,6,6,14]3[DyCls]. Otras condiciones experimentales se describen en la
Tabla 3.1.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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El efecto del volumen de muestra se estudié en un rango de 4-10 mL. De esta
manera, se obtuvo una eficiencia de extraccion maxima del 92,7% con 5 mL (Figura
3.1.6), mientras que la sefial de As comenzd a disminuir para volimenes de muestra
superiores a ese valor. Este fenbmeno puede explicarse debido a una dispersion
limitada de la fase organica influenciada por una agitacion ineficaz ante un mayor
volumen de solucién [26]. La agitacion de la solucién de muestra facilita el proceso de
transferencia de masa del analito desde la fase acuosa a la fase organica e incrementa
la eficiencia de extraccion. En este trabajo, se evaluaron dos modos de agitacion, por
vortex y por ultrasonido, por tiempo de 1 a 10 min. La eficiencia de extraccion aumenté
hasta el 98,0% con vortex por 7 min y luego se redujo ligeramente (Figura 3.1.7). Este
efecto podria explicarse considerando una descomposicion parcial del complejo As(lll)-
APDC durante un tiempo de agitacion prolongado, lo que podria favorecer la
transferencia de As libre desde el MIL hacia la fase acuosa. Esta descomposicion fue
mas marcada ante la agitacién por ultrasonido la cual se considera mas enérgica que

vortex [27], explicando entonces las eficiencias de extraccion menores.
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Figura 3.1.6 Efecto del volumen de muestra durante la separacién de As(lll) y As(V). Otras

condiciones experimentales se indican en la Tabla 3.1.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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Figura 3.1.7 Efecto del tipo y tiempo de agitacién sobre la eficiencia de extraccion. (A) Vértex
y (e) ultrasonido. Otras condiciones experimentales se detallan en la Tabla 3.1.1 (intervalo de

confianza del 95%, n = 6).

3.1.5 Estudio de las condiciones para la extraccion vy

determinacion de As(V)

Como se menciond anteriormente en esta seccion, tanto la especie As(lll) como
As(V) pudieron extraerse con el MIL [Pege14][FECl4] sin la aplicacion de un agente
complejante. Por lo tanto, después de la separacion de As(lll), este MIL se utilizé para
la extraccion y preconcentracion de As(V) que aun permanecia en la fase acuosa. Sin
embargo, dado que la estabilidad quimica del MIL podria verse comprometida a valores
de pH superiores a 2 por la presencia de altas concentraciones de Fe(lll) y la posible
formacion de un precipitado de Fe(OH); [16], la eficiencia de extraccidén se evalué en
condiciones fuertemente 4cidas. Se evalud la concentracién de HCI en un rango de 0,1
a3 mol L'y se obtuvo un éptimo resultado a 2 mol L (Figura 3.1.8). Ademas, se estudi6
la influencia del tipo y el tiempo de agitacién usando vortex y ultrasonido en el rango de
0 a 10 min. En este caso, la mayor eficiencia de extraccion (85,0%) se alcanz6 con

agitacion por vortex durante 8 min (Figura 3.1.9).
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Figura 3.1.9 Efecto del tipo y tiempo de agitacién sobre la eficiencia de extraccién de 4 ug L1 de
As(V). (m) Vortex y (e) ultrasonido. Las condiciones experimentales se indican en la Tabla 3.1.1

(intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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El volumen de la fase extractante es una variable critica en técnicas de LLME ya
gque condiciona fuertemente tanto la eficiencia de extraccion como el factor de refuerzo
de la sensibilidad obtenido después de la preconcentracion [28]. En este trabajo, se
propuso el MIL [Ps 66,14][FECls] como solvente de extraccion para la especie As(V) debido
a su alta hidrofobicidad, y por lo tanto, su capacidad para formar sistemas bifasicos [12].
Sin embargo, la alta viscosidad de la fase de extraccibn de MIL, especialmente
observada después de que el MIL se colectara con la varilla magnética, hizo que su
inyeccion directa en el horno de grafito de ETAAS fuera un procedimiento ineficiente.
Por lo tanto, se evaluaron diferentes volumenes de CHCIs; en un rango de 50-250 pL
(utilizando en todos los casos 50 uL de MIL) para la dilucién parcial de la fase MIL. De
esta manera, se obtuvo una maxima sefial de absorbancia con 100 pyL de CHCIs,
considerando que, a volimenes menores y mayores, la sefial disminuy6 por un posible
efecto de matriz tanto del MIL como del CHCl; (Figura 3.1.10). Después de la
optimizacion del diluyente, se evaluaron distintos volimenes de la fase MIL entre 30 y
70 pL, diluidos en 100 pL de CHCI; después de la separacion con la varilla magnética.
Como se muestra en la Figura 3.1.11, la eficiencia de extraccion aumentd cuando el
volumen MIL aumenté hasta 60 pL. Sin embargo, para volimenes de MIL superiores a
60 uL la sefial se redujo, mas probablemente por la fuerte influencia de la matriz

organica sobre la sefial de absorbancia del As.

Es importante mencionar que, en un trabajo previo del grupo en el que se
desarrollé la presente tesis doctoral, se evalué el efecto de la interferencia espectral
causada por el Fe en la sefal de As durante las mediciones por ETAAS. Para este
estudio, se inyectaron 20 pL de una solucién acuosa conteniendo 100 ug L de estandar
de As(lll) en presencia de diferentes cantidades de Fe (similar a las inyectadas en 20
ML de fase de MIL) [16]. En ese estudio se concluyé que el Fe interfirié fuertemente en
la sefial de As a partir de una solucién conteniendo una masa de 0,2 mg de Fe. Sin
embargo, esa masa de Fe fue significativamente menor que la contribucion realizada
cuando se inyecto la fase del MIL (0,8 mg de Fe en 20 pL solucién al 50% (p/v) de
[Ps,6,6,14][FECls] en CHCIs). Adicionalmente, dicha masa de Fe fue también menor que
la contribucién correspondiente a la inyeccion de la fase MIL en este trabajo de la tesis
(0,6 mg de Fe en una alicuota de 20 pL de una solucion compuesta por 60 uL del MIL
[Ps,6,6,14][FECl4s] y 100 uL de CHCIs). Una posible explicacion a estos resultados podria
deberse a un comportamiento térmico diferente de la fase de MIL comparado con una
solucion acuosa de Fe, debido a que los ILs tienen la capacidad de volatilizarse en forma

de pares idnicos estables [16].
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Figura 3.1.10 Influencia del volumen de CHCIz como diluyente de la fase MIL en la sefial de 100
pug Lt de As. Otras condiciones experimentales se reportan en la Tabla 3.1.1 (intervalo de

confianza del 95%, n = 6).
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Figura 3.1.11 Efecto del volumen del MIL [Pss.6,14][FeCls] sobre la eficiencia de extraccién de 4
pg Lt de As(V) para 5 mL de solucion de muestra. Otras condiciones experimentales se detallan

en la Tabla 3.1.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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Para la dispersion de la fase MIL, se usaron tres solventes: metanol, etanol y
acetonitrilo como agentes dispersantes en un rango de 50 a 150 pL. Sin embargo, no
existieron diferencias significativas con respecto a la eficiencia de extraccion obtenida
sin la adicion de dispersantes, por lo tanto, el uso de estos solventes se descart6 para
los siguientes estudios (Figura 3.1.12), lo cual ademas permitié reducir la cantidad de
solventes requeridos para el método propuesto e incrementé su sustentabilidad
ambiental. Por otro lado, el estudio de la fuerza i6nica juega un papel importante en los
métodos de extraccion convencionales. En este caso, se evaluaron concentraciones en
un rango de 1-4% de NaCl, NaNOzy NaClOa. Los resultados mostraron que la adicion
de sales no tuvo un efecto significativo sobre la eficiencia de extraccién. Por lo tanto, los
siguientes experimentos se realizaron sin el agregado de sales al sistema de extraccion
(Figura 3.1.13).
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Figura 3.1.12 Influencia del tipo de dispersante en la eficiencia de extraccion de 4 ug L de As(V).
o pL, 50 uL,D 100 pL y 150 pL. Otras condiciones experimentales se exhiben en la

Tabla 3.1.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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Figura 3.1.13 Estudio del tipo de sal en la eficiencia de extraccion de 4 ug L1 de As(V).
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3.1.6 Optimizacién de la extraccion y determinacion de As

inorgéanico total

En este trabajo, se observé que ambas especies inorganicas de As se extrajeron
conjuntamente y con alta eficiencia de extraccion, cuando el MIL [Psg6,14][FeCls] se
utilizé como solvente de extraccion y sin la necesidad de agregar un agente complejante.
Con el fin de encontrar las condiciones adecuadas para obtener la misma eficiencia de
extraccion para ambas especies y poder trazar una Unica curva de calibracién para la
cuantificacion de ambas especies de As, se estudié la influencia de la concentracion de
HCI en la determinacion de As total. Segun los resultados, las especies As(lll) y As(V)
se extrajeron simultdneamente con una eficiencia de extraccion de aproximadamente el
85,0%, a una concentracién de 0,5 mol L* de HCI, como se muestra en la Figura 3.1.14.
Este fendmeno podria explicarse debido a la formacion de complejos neutros
protonados de las especies inorganicas de As en un medio fuertemente acido, tal como
se observa en las Figuras 1.1.1 y 1.1.2 del capitulo 1 de la presente tesis doctoral,

favoreciendo su particion hacia la fase MIL [29].
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Figura 3.1.14 Influencia de la concentracién de HCI en la eficiencia de extraccién de As total (4
Hg L2 de As(lll) y 4 pg L2 de As(V)) usando 60 uL del MIL [Pes.612][FeCla. Il As(ll) y [ ]As(V).
Otras condiciones experimentales se describen en la Tabla 3.1.1 (intervalo de confianza del 95%,
n =6).

3.1.7 Estudio de las condiciones operacionales de ETAAS para

la deteccion de As en liquidos iOnicos magnéticos

Después de definir los parametros para la separacién y preconcentracion de las
especies de As, se realiz6 una completa optimizacion de las condiciones de medicion
por la técnica ETAAS (Figura 3.1.15). En primer lugar, se evalué el efecto de
modificadores de matriz para disminuir posibles interferencias y maximizar la
sensibilidad analitica. Se realizaron inyecciones de diferentes volumenes (10-20 uL) de
modificadores de matriz (300 mg L'* Mg, 500 mg L Pd y 250 mg L Ni). Los resultados
demostraron que con la mezcla de 10 uL de Pd y 10 yL de Mg se obtuvo una mayor
sefial de absorbancia. Posteriormente, se evaluaron diferentes volimenes de inyeccion
(5-30 uL) de la fase MIL (diluida en CHCIs). En base a estos experimentos, se obtuvo la
senal de absorbancia mas alta cuando se inyectaron 20 uL de MIL. Por el contrario, los
volumenes superiores a 20 uL produjeron un fondo espectral considerable. Este efecto
se atribuyd a la interferencia espectral causada por una cantidad significativa de Fe
presente en la fase MIL inyectada en el horno de grafito [30]. Por otro lado, la
optimizacion del programa de horno de grafito se realiz6 evaluando diferentes

temperaturas y rampas de pirélisis y atomizacion. De esta manera, se realizo la
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aplicacion de etapas secuenciales de pirélisis para permitir una degradacion y
eliminacion gradual de la materia organica presente en la matriz del MIL. En un rango
de 400 a 550 °C (etapa de pirdlisis 1) y de 1200 a 1350 °C (etapa de pirdlisis 2), las
temperaturas éptimas de pir6lisis fueron 500 °C y 1250 °C, respectivamente. Después
de seleccionar las temperaturas de pirdlisis, se estudié el efecto de la temperatura de
atomizacién sobre la absorbancia de As en el rango de 2150 a 2300 °C. La temperatura
de atomizacién 6ptima fue 2200 °C. Otras condiciones de deteccion se muestran en la
Tabla 3.1.2.
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Figura 3.1.15 Evaluacién de las curvas de temperatura de pirélisis (A) y atomizacion (e)
inyectando 20 pL de una solucién de 100 ug L de As(V). (1) Etapa de pirdlisis 1, (Il) Etapa de
pirélisis 2y (lll) Etapa de atomizacion. Otras condiciones experimentales se reportan en la Tabla

3.1.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

En la Figura 3.1.16 se puede observar la sefial obtenida en las condiciones
Optimas de extraccién aplicando el método MIL-LLME-ETAAS propuesto a una solucion

de estandar de 4 pug L™ de As.
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Figura 3.1.16 Sefal obtenida tras la inyeccién de 20 uL de la fase MIL en CHCIs, luego de aplicar

el método MIL-LLME-ETAAS propuesto en condiciones optimas a una solucién de 4 ug L? de

As.

Tabla 3.1.2 Condiciones instrumentales 6ptimas en ETAAS para la determinacion de As.

Condiciones instrumentales

Longitud de onda

Ancho de banda espectral

Corriente de la lampara de descarga sin electrodo
Volumen de Inyeccion de MIL

Modificadores de matriz

193,7 nm

0,7 nm

300 mA

20 pL

10 ug Pd(NOs)2

6 ug Mg(NO3)2

Programa de temperatura del horno de grafito

) Tiempo de )
Temperatura Tiempo de Flujo argén
Etapa espera ]
(°C) rampa (s) (mL min?)
(s)
Secado 1 110 15 30 250
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Secado 2 130 15 15 250

Pirdlisis 1 500 15 20 250

Pirdlisis 2 1250 10 20 250
Atomizacién 2200 0 3 0

Limpieza 2400 1 2 250

3.1.8 Evaluacién de especies potencialmente interferentes

La metodologia de extraccion propuesta en este trabajo se aplicé a muestras de
lixiviado de suelo y sedimento que se obtuvieron mediante el procedimiento presentado
en la seccion 2.5.1.2 y muestras de agua. Sin embargo, bajo condiciones de los
lixiviados se obtuvo una baja eficiencia de extraccion (menos del 60%). Por lo tanto, se
evalud la aplicaciéon de una etapa de limpieza previo a la determinacion de As, centrada
en las interferencias de metales que pueden ocurrir en altas concentraciones (por
ejemplo, Fe, Al etc.) y podrian interferir principalmente en la complejaciéon de As o bien
en un valor elevado de fuerza i6nica que condicionara tanto la complejacién como la
extraccion del analito. Primero, se estudiaron diferentes agentes complejantes del tipo
piridilazo que son conocidos por sus excelentes capacidades de complejacion de varios
elementos a excepcién del As. Se incluyeron en el estudio los reactivos PAN, PAR y 5-
Br-PADAP a una concentracion final de 10* mol L* y a pH 6, 7 y 9,5 respectivamente,
para la complejacion y extraccion de estas interferencias en un pequefio volumen de
CHCIs. Estos reactivos complejantes podrian reaccionar con varios metales bajo dichas
condiciones, pero no con especies de As [31]. En este estudio, se alcanzé una maxima
eficiencia de extraccion del 100% utilizando 5-Br-PADAP como agente complejante
(Figura 3.1.17a). Luego, se analizaron diferentes concentraciones de 5-Br-PADAP de 8
a 12 x 10° mol L%, La concentraciéon éptima del agente quelante fue 10 mol L (Figura
3.1.17b). Ademas, se evalud el volumen de la fase extractante para la eliminaciéon de
interferentes usando diclorometano y CHCI; (200-600 pL) con un tiempo de agitacion
por vortex de 2 a 10 min. Los resultados éptimos fueron obtenidos con 500 pL de CHCls

y 6 min de vértex, respectivamente (Figura 3.1.17c y 3.1.17d).
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Figura 3.1.17 Evaluacion de las variables involucradas en la etapa de limpieza de las muestras
de agua, suelo y sedimento. (a) Tipo de agente complejante, (b) Concentracién de 5-Br-PADAP,
(c) Tipo y volumen de agente de extraccion: volumen de [ IcHels y = diclorometano, (d) Tipo

y tiempo de agitacion: (m) vortex y (e) ultrasonido.

Varios iones, incluyendo Fe®**, Zn?*, Ca?*, Cu?*, Co?*, Ni?*, Na*, K* y Mg?, CI,
NOs, SO.* a los niveles de concentracidon que se encuentran generalmente en las

muestras en estudio, se agregaron a una solucién estandar de 4 ug L As(V) y se aplicd
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el procedimiento descrito anteriormente. Se consideré que los iones concomitantes
interfieren cuando causan una variacién de la sefial analitica en + 5%. La recuperacién
del analito no fue influenciada por cationes de hasta 300 ug L™ y por aniones de hasta
2000 ug L. Sin embargo, algunos iones de metales pesados pueden formar complejos
hidrofébicos con APDC [32] y posteriormente podrian co-extraerse con As(lll). Sin
embargo, en este trabajo se utilizé una cantidad en exceso de agente complejante,
ademas, se aplicd un proceso de limpieza para extraer esos metales y reducir su

interferencia. Por lo tanto, no se observaron efectos significativos de interferencia.

3.1.9 Selectividad del método para la determinacién de As(lll) y
As(V)

Se evalud la selectividad del método MIL-LLME propuesto para la determinacion
de As(V) y As(lll). Se analizaron soluciones estandar acuosas conteniendo las dos
especies a diferentes relaciones de concentracion. Como se menciond anteriormente,
el As(V) se extrajo en condiciones de 2 mol L™ de HCI usando el MIL [Ps,s,6,14][FECl4] Yy
luego de la separacion de As(lll) con APDC empleando el MIL [Ps,s,6,14]3[DyCls]. Por otro
lado, el As inorganico total se determiné mediante extraccion mutua de As(lll) y As(V)
con el MIL [Peg,s,6,14][FECls] @ 0,5 mol L de HCI. Por lo tanto, la concentracion de As(lll)
se obtuvo por diferencia entre la concentracién del As inorganico total y el As(V). El
estudio se realiz6 con concentraciones de ambas especies de As en el rango de 0,15-3
ug L2, resultando en relaciones de As(V)/As(lll) en el rango de 0,05-20. Se obtuvo una
elevada selectividad en condiciones experimentales O6ptimas, con valores de
recuperacion entre 93,0% y 100% (Tabla 3.1.3).

En este trabajo, se observd que la selectividad del método propuesto podria
verse comprometida cuando las especies organicas de As (por ejemplo, MMA y DMA)
estuvieran presentes en la misma solucién que las inorganicas. De hecho, las especies
organicas de As se extrajeron conjuntamente (57% para MMA 'y 65,1% para DMA) junto
con As(V) cuando se utiliz6 el MIL [Ps,s,6,14][FECls]. Lo mas probable es que esto se
deba, al igual que las inorganicas de As(lll) y As(V), a la protonacion de MMA y DMA en
condiciones acidas fuertes, lo que llevdé a obtener especies menos polares que se
extrajeron en el solvente [33]. Sin embargo, se obtuvieron especies de As inorganico en
la fraccion soluble en agua resultante del tratamiento de lixiviacion aplicado a las
muestras de suelo y sedimentos. Este procedimiento proporciond la selectividad

necesaria para la determinacion de As(lll) y As(V).
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Tabla 3.1.3 Selectividad del método propuesto para las especies inorganicas de As.

As(V) As(lll)
As(V)/As(lll) relacién Agregado Hallado Recuperacion Agregado Hallado Recuperacion

(Mg L) (Mg L) (%) (g L) (Mg L) (%)

20 3 2,97 £ 0,08 99,0 0,15 0,14 £ 0,02 93,0

10 2,5 2,40 £ 0,05 96,0 0,25 0,24 £ 0,02 96,0

1 1 1,00 + 0,04 100 1 0,99 + 0,04 99,0

0,5 1 0,99 + 0,04 99,0 2 1,97 £ 0,06 98,5

0,05 0,15 0,15+ 0,02 100 3 2,96 + 0,08 99,0
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3.1.10 Rendimiento analitico

El factor de refuerzo de la sensibilidad (EF) se obtuvo a partir de la relacion de
las curvas de calibracion antes y después de la aplicacion del método MIL-LLME
propuesto para un volumen de muestra de 5 mL. La curva de calibracion sin
preconcentracion se realizé mediante la inyeccion directa de 20 uL de solucion estandar
de As en ETAAS a diferentes concentraciones. La ecuacion de regresion para la curva

de calibracion desarrollada sin preconcentracion fue:
A =0,0012 C + 0,0007 1)

donde A es la absorbancia y C es la concentracién de As en pg L™, con un
coeficiente de correlacion de 0,9958. La curva de calibracion obtenida después de la
preconcentracion para la determinacién de As por ETAAS en muestras de agua, suelo
y sedimento fue lineal de 0,05 a 13 pg L™, con un coeficiente de correlacion de 0,9975

(Figura 3.1.18). La ecuacion de regresion fue:
A =0,0431 C + 0,034 ()

Por lo tanto, se obtuvo un EF de 35. Los limites de deteccion (LODs) y
cuantificacion (LOQs) se calcularon en funcion de la sefial en la interseccién mas tres
veces la desviacion estandar de la solucién en blanco en la ecuacion de regresion [34].
Los LODs fueron 17 ng L™, 0,11 ng gty 0,13 ng g* para As(V) y 20 ng L, 0,13 ng g*
y 0,14 ng g para As(lll) en muestras de agua, suelo y sedimento, respectivamente.
Asimismo, los LOQs fueron 56 ng L, 0,38 ng g'y 0,41 ng g*para As(V) y 66 ng L%,
0,43 ng gty 0,46 ng g?! para As (lll) en muestras de agua, suelo y sedimento,
respectivamente. En las condiciones optimizadas, las desviaciones estandar relativas
(RSDs) resultantes del andlisis de 6 réplicas de 5 mL de solucién estandar de 4 ug L?
de As fueron 3,1% y 3,9% para As(V) y As(lll), respectivamente. Finalmente se obtuvo
una eficiencia de extraccion del 99% después de la optimizacion de todas las variables

involucradas en el método propuesto (Tabla 3.1.1).

Ademas, los resultados del método MIL-LLME propuesto y otros que utilizan ILs
clasicos como solventes de extraccion se presentan en la Tabla 3.1.4. EI método
propuesto presenta un rango lineal mas extendido que otros métodos LLME para As.
Ademas, la metodologia desarrollada obtuvo LODs que son comparables o mejores que

otros trabajos reportados anteriormente.

Adicionalmente, se estudi6 el grado de sustentabilidad del método propuesto y
se comparo6 con los trabajos indicados en la Tabla 3.1.4 utilizando el software AGREE,

el cual se basa en los 12 principios de la quimica analitica verde [19]. Para el analisis,
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se consideraron las etapas de tratamiento de la muestra, separacion y extraccion de las
especies y deteccion elemental. AGREE establece un valor numérico de penalizacion
(de 0 a1, siendo 1 el puntaje mas alto posible de sustentabilidad) a factores relacionados
con todo el proceso analitico, incluidas las cantidades y toxicidad de los solventes o
reactivos utilizados, generaciébn de residuos, muestras analizadas por hora,
automatizacién y miniaturizacién. De acuerdo a los resultados se obtuvo un valor de
0,36 el cual es igual o comparable con respecto a los métodos reportados en la literatura
detallados en la Tabla 3.1.4. Los bajos valores obtenidos en estos trabajos podrian
explicarse por el hecho de que, aunque se aplicaron métodos miniaturizados y se
sustituyeron los solventes organicos volatiles e inflamables por ILs como fase de
extraccion, se necesitaron solventes organicos para diluir la fase extractante o como
agentes dispersantes. Ademas, no se emplearon reactivos obtenidos a partir de fuentes
renovables y optaron por la técnica de deteccion ETAAS, la cual consume una cantidad
significativa de energia. Por lo tanto, resulta crucial considerar para las tendencias
futuras el desarrollo de métodos automatizados, que consuman poca energia y hagan

uso de reactivos biodegradables, a fin de mejorar su eficiencia y sostenibilidad.

0,7
0,64
0,54
0,44
0,34
0,2—.

0,14

Sefal de absorbancia de As

0,0

0 2 4 6 8 1'0 12 14
Concentracion de As (ug L")

Figura 3.1.18 Grafica de calibracion para As obtenida con el método de preconcentracion

propuesto y bajo las condiciones experimentales indicadas en la Tabla 3.1.1 (intervalo de

confianza del 95%, n = 6).
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Tabla 3.1.4 Métodos analiticos reportados en la literatura para la determinacion de As por IL-LLME-ETAAS.

Extractante Agente Dispersante Analisis Separacion LOD RSD EF? Rango Muestra Grafico Ref.
(cantidad) quelante  (volumen) de magnética (ng L) (%) lineal (volumen) (AGREE)
especiacién (ug L)
Agua de mar,
mineral, () .'Q
[Ps.6.6,14]Cl ] .
MHPA® N.R.b Si No 20 4,1 125 0,01-3,8 subterranea,
(10 L) | W4 sl
grifo y rio Q a
(5mL)
RS
[Csmim][PFs]° Metanol ) Vino
DDTC Si No 5 4,7 46 0,05-6
(40 mg) (100 L) (4 mL) 0 g, 28]
s
G
[Ps.6.6,14][FeCl4] Acetonitrilo ) Miel
DDTP No Si 12 3,9 110 0,02-5 ‘ ,
(50 uL) (100 uL) (5 mL) % ’ [16]
&a
Agua, suelo 7
[Camim][FeCla]¢ ) ] g ) y & 3
APDC N.R.E Si Si 29 2,5 N.RP  0,05-10 sedimento [18]
(75 pL) 8 g
(10 mL) g
G0
[Camim][FeCl4] ) ) Vegetales
MHPA N.R.b Si Si 7 29 166,7 0,02-10 ‘ , [3]
(65 pL) (10 mL)
g’
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Agua, sueloy @ Q

[Pe.6,6,14][FeCl4] Método
APDC N.R.p Si Si 17 3,1 35 0,05-13 sedimento

(60 pL) 5 mL) Q‘. ) propuesto

agF: calculado como la relacion de las pendientes de las curvas de calibracién para As con y sin el paso de preconcentracion.
bN.R.: No reportado

¢Hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio

dTetracloroferrato de 1-butil-3-metilimidazolio

eHeteropoliacido de molibdeno
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3.1.11 Estudios de exactitud y determinaciéon de As en muestras

de agua, suelo y sedimento

La metodologia analitica propuesta se empleé para la determinacién de As(lll) y
As(V) en varias muestras de agua, suelo y sedimento con matrices de diversa
composicién. Las concentraciones halladas estuvieron en el rango de 1,20-2,71 pg L*
para As(lll) y <LOD-1,60 pg L* para As(V) (Tabla 3.1.5). El método propuesto fue
confiable y eficiente para el andlisis de especiacion de As inorgénico, incluso en matrices
complejas como las de agua de mar, suelo y lixiviado de sedimento. Cabe mencionar
también, que las concentraciones encontradas en este trabajo coincidieron con las
reportadas previamente por otros autores para muestras de agua, suelo y sedimentos
con matrices similares [18, 24, 36].

Ademas, se realiz6 un estudio de recuperacion como una alternativa valida en el
andlisis de especiacion elemental para evaluar el efecto de matriz [37]. Por tanto, se
realizaron estudios de recuperacion a tres niveles de concentracion de As en todas las
muestras en estudio. Los valores de recuperacién obtenidos en este trabajo estuvieron
en el rango de 90,0-105% para As(lll) y 91,1-105% para As(V) (Tabla 3.1.5), lo que
indic6 que el método MIL-LLME fue selectivo y confiable para la determinacién de

especies inorganicas de As en muestras de agua, suelo y sedimento.
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Tabla 3.1.5 Resultados del andlisis de especiacion de As en muestras de agua, suelo y sedimento.

As(lll) As(V)
Muestra Agregado Hallado Recuperacion Agregado Hallado Recuperacion

(ng L) (ng L) (%) (ng L) (ng L) (%)

0 1,55+ 0,10 0 N.D.p
Agua de mar 3 4,71+0,18 105 3 2,78 £ 0,11 92,7
6 7,55+ 0,29 100 6 5,60 £ 0,17 93,3
9 10,7 £ 0,41 102 9 8,54 + 0,26 94,9

0 1,73+ 0,11 0 0,95+ 0,10

Agua de rio 3 4,85+0,18 104 3 4,10+ 0,12 105
6 7,47 + 0,29 95,7 6 7,13+0,22 103

9 10,8 £ 0,42 101 9 9,95+ 0,30 100

0 2,21+0,13 0 N.D.p

Agua de grifo 3 5,15+ 0,20 98,0 3 3,14+0,13 105
6 7,99 + 0,31 96,3 6 6,15+ 0,19 102

9 11,2+ 0,43 99,9 9 9,30+ 0,28 103

0 1,30 £ 0,12 0 1,60 £ 0,12
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Agua de dique 3 4,30 £ 0,16 100 4,57 +0,14 99,0
6 7,19 + 0,28 98,2 7,6+0,23 100
9 10,2 + 0,39 98,9 10,3 + 0,32 96,7

0 1,20£ 0,15 1,60 £ 0,10
Agua 3 3,90 £ 0,18 90,0 4,40 £ 0,15 93,3
subterranea 6 7,00 + 0,26 96,7 7,30 + 0,22 95,0
9 9,39 + 0,36 91,0 9,80 + 0,30 91,1

0 271013 N.D.>

Lixiviado de 3 5,80 + 0,22 103 3,04 + 0,11 101
sedimento 6 8,77+0,34 101 5,98+ 0,18 99,7
9 11,7 + 0,44 99,9 9,10 + 0,28 101

0 2,04 £ 0,11 N.D.5

Lixiviado de 3 5,01 + 0,19 99,0 3,05+ 0,13 102

suelo
6 7,76 + 0,30 95,3 6,15+ 0,19 102
9 10,8 + 0,41 97,3 9,10 + 0,28 101

3[(Hallado-Base)/Adicion] x 100

bNo detectado



3.1.12 Conclusiones especificas

En este trabajo se presenta un método eficiente basado en la técnica LLME y la
implementacion combinada de dos MILs para separar y determinar las especies de
As(lll) y As(V) en diferentes tipos de muestras complejas de agua, suelo y sedimento.
La metodologia propuesta proporcion6 una alta eficiencia de extraccion y LODs en el
orden de unos pocos ng L. Ademas, la técnica de LLME asociada con ETAAS fue
altamente selectiva y sensible para la separacion de especies inorganicas de As ante el

empleo del MIL [Peg6.14]3[DYyCls] y APDC como agente complejante de As(lll).

Adicionalmente, se demostré que el MIL [Peg,6,6,14][FECls] €S un excelente
solvente de extraccion para ambas especies inorganicas de As sin requerir agentes
complejantes organicos para la derivatizacion del analito. Esto ademas evitd la
aplicacion de etapas tediosas para el tratamiento de muestras previo a la determinacion
de As inorgénico total, tales como el uso de reactivos oxidantes o tratamientos térmicos.
Asimismo, la aplicacién del MIL [Pe,s,6,14][FECls] aporté simplicidad al método debido a
que se pudo separar facilmente de la soluciébn acuosa por accion de un campo
magnético externo proporcionado por una varilla magnética, evitando asi una de las
etapas mas lentas de la aplicacion de la técnica LLME como es la centrifugacion para
alcanzar la separacion de las fases. De esta manera, el método propuesto puede
considerarse una herramienta valiosa para el analisis de especiacion de As a niveles
ultratraza, especialmente en laboratorios de rutina dedicados al control ambiental, en
donde se requieren métodos practicos, de bajo costo y con posibilidad de ser realizados

por analistas con una formacion bésica.
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3.2 Andlisis de especiacion de Sb inorganico en
muestras de agua asistido por un liquido idnico

magneético

3.2.1 Introduccioén

El Sb es un elemento toxico que se encuentra en el ambiente y se origina a partir
de fuentes naturales y antropogénicas. La exposicion prolongada a este elemento
genera diversos efectos como dafio en el sistema respiratorio, incluyendo
neumoconiosis y cancer de pulmoén [38]. Con respecto a sus especies, el Sb(lll) se
adsorbe mas fuertemente que el Sb(V) sobre la superficie de diversos minerales,
especialmente éxidos e hidréxidos que contienen Fe(lll) y Mn(lV) a valores de pH entre
2y 10. En consecuencia, la movilidad y la biodisponibilidad de Sb(V) en el ambiente es
mayor que la observada para Sb(lll) [39]. Con respecto a la toxicidad del elemento, ha
sido reportado que las especies inorganicas de Sb son mas téxicas que sus compuestos
organicos. Ademas, el Sb(lll) es al menos 10 veces mas téxico que Sh(V). Considerando
entonces la dependencia que existe en el comportamiento del Sb en el ambiente, sus
efectos en sistemas bioldgicos, acumulacion y toxicidad, entre otros aspectos, con sus
diferentes especies quimicas, queda claro que el analisis de especiaciéon de este
elemento es muy necesario para evaluar completamente los riesgos potenciales
asociados a su presencia en diversos sistemas. Mas aln, la determinacion de Sb desde
bajos niveles de concentracion es un aspecto de suma relevancia y que demanda tener

disponibilidad de métodos analiticos de alta sensibilidad y selectividad [38].

Con el objetivo de realizar una determinacion exacta y sensible de Sb a niveles
de ultratraza (concentracion de este elemento que suele hallarse en muestras de agua),
se requiere un paso de preconcentracion acoplado a una técnica de deteccion
instrumental. De hecho, se han reportado varios métodos analiticos basados en técnicas
de LLME para la preconcentracion de Sb utilizando diferentes detectores, incluidos
fluorescencia de rayos X de reflexion total (TXRF) [40], vaporizacion electrotérmica
acoplado a ICP-MS (ETV-ICP-MS) [41], ICP-OES [42] y ETAAS [43]. Se han utilizado
diferentes solventes y materiales en fase sélida para la preparacion de muestras para
andlisis elemental. Sin embargo, se han propuesto ILs como solventes alternativos en
técnicas de microextraccion para la determinacion de metales, evitando el gran consumo

y generacion de compuestos volatiles e inflamables [44].
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Sin embargo, la mayoria de los métodos de microextraccibn para la
determinacion de Sb reportados en la literatura requieren un paso de centrifugacion para
la separacion de fases, lo que aumenta el tiempo total de analisis. Consecuentemente,
los MILs se han propuesto como solventes de extraccion alternativos en LLME debido
a que pueden recolectarse y separarse facilmente de la matriz liquida mediante un iman
externo, evitando asi un paso de centrifugacion [12]. Los MILs han sido ampliamente
utiizados en técnicas de LLME para la preconcentracion y determinacion de
biomoléculas y analitos organicos [14, 15]. Ademas, se han aplicado MILs de tipo
fosfonio como solventes de extraccion en LLME para la preconcentracion de metales
[16, 45]. Sin embargo, el uso de esta clase de MIL ha sido escasamente explorado en
el analisis de especiacion [46] mientras que varios trabajos han informado solo el uso
del MIL basado en el catién imidazolio para el andlisis de especiacion elemental [3, 18].

En la presente seccidn del trabajo de tesis doctoral, se presenta el desarrollo de
un método analitico basado en la técnica LLME empleando un MIL para la eficiente y
selectiva determinacion de especies inorganicas de Sb en muestras de agua por la
técnica ETAAS. En la metodologia propuesta, se utiliz6 DDTP como agente complejante
para Sb(lll) y el MIL [Pesg.6.14][FeCls] para la extraccion y preconcentracién del complejo
Sh(lll)-DDTP presente en la solucién acuosa. La 6ptima eficiencia de extraccién se
obtuvo mediante la realizacion de un estudio multivariado, minimizando el niamero de
experimentos y, por lo tanto, el consumo de reactivos, costo y tiempo necesarios. Este
trabajo informa la primera aplicacion de MIL para la exitosa determinacion de especies
inorganicas de Sb a niveles ultratraza en muestras de agua de diversos origenes.
Adicionalmente, se evalué el grado de sustentabilidad del método propuesto y se
compard con otros trabajos reportados en la literatura basados en la aplicacion de ILs

para la extraccion y determinacion de Sb, con el uso del software AGREE [19].

3.2.2 Microextraccion y preconcentracion de especies

inorganicas de Sb en muestras de agua

Se presenta a continuacion el procedimiento analitico implementado en este
trabajo de tesis doctoral para la separacion y determinacion de especies inorganicas de
Sh. Las siguientes secciones se dedican a discutir en profundidad los experimentos
relacionados con su desarrollo. Basicamente, se mezclé un volumen de 6 mL de
muestra o 6 pg L de solucién estandar de Sb(lll) con 1 mL de HCI al 37% (v/v)
(concentracion final de HCIl de 2 mol L) y 12 L de solucién de DDTP 3 x 103 mol L,
dejando reposar por 5 min para obtener el complejo Sb(lll)-DDTP. Posteriormente, se

afadieron 20 pL de NaCl al 30% (p/v) y 10 uL de acetonitrilo para ajustar la fuerza iénica
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y dispersar la fase de extraccion, respectivamente. Luego, se realizo la extraccion y
preconcentracién de Sb(lll) utilizando 45 pL del MIL [Psg6,14][FECl4], los cuales fueron
agregados rapidamente a la solucion de muestra mediante una micropipeta. Después
de agitar con vortex durante 4 min, la fase MIL se recogié completamente sumergiendo
una varilla magnética directamente en la solucién de muestra. Posteriormente, la varilla
se transfirid a otro tubo para diluir la fase MIL en 140 pL de CHCIs. Luego, se inyectaron
15 pL de esta soluciéon en el horno de grafito de ETAAS para la deteccion de Sb
(condiciones que se muestran en la Tabla 3.2.1). La calibracion se realiz6 con
estandares acuosos preparados en las mismas condiciones y sometidos al
procedimiento de extraccion que las soluciones muestra analizadas en este trabajo. En
la Figura 3.2.1 se puede observar un esquema del método MIL-LLME-ETAAS propuesto
para el andlisis de especiacion de Sb inorganico.

3.2.2.1 Determinacion de Sb inorgéanico total

La reduccién selectiva de Sb(V) a Sb(lll) se realiz6 previamente al paso de
preconcentraciéon. Se afiadidé un volumen de 120 pL de solucién de Kl al 50% (p/v) a los
6 mL de muestra. Se dejé reposar la mezcla durante 5 min y se determiné el Sb
inorganico total siguiendo el mismo método indicado para el Sb(lll). Las condiciones

optimizadas se resumen en la Tabla 3.2.1.
3.2.2.2 Determinacion de Sh(V)

El Sb(V) se determiné mediante la diferencia entre la concentraciébn de Sb
inorganico total y la concentracion de Sb(lll).

Tabla 3.2.1 Condiciones experimentales para el andlisis de especiacion de Sb.

Condiciones de extracciéon para Sb(lll)

Volumen de muestra 6 mL

Concentracion de HCI 2 mol L1
Concentracion de DDTP 6 x 106 mol L

Tipo y volumen de MIL [Ps.6.6,14][FeCla], 45 pL
Volumen de diluyente 140 pL de CHCI3
Tipo y tiempo de agitacion Voértex, 4 min

Tipo y volumen de dispersante  Acetonitrilo, 10 pL
Tipo y concentracién de sal NacCl, 0,1% (p/v)

Concentracion de Ki 1% (p/v) (solo para extraccion total de Sb)
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1 mL HCI 37% (pfv)

12 uL DDTP 3 x 103 mol L D
10 pL Acetonitrilo

20 pL NaCl 20% (p/v)
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Inyeccion de 15 pL Separacién magnética
deMILen ETAAS del MIL enriquecido
con Sb(ll)-DDTP

140 ILCHCl: N/

Figura 3.2.1 Diagrama esquematico del método MIL-LLME-ETAAS desarrollado para la

determinacion de especies inorganicas de Sb en muestras de agua.

3.2.3 Estudio comparativo y seleccion de liquidos idnicos

magneéticos

En este trabajo, se evalué el rendimiento alcanzado por diferentes MILs de tipo
fosfonio conteniendo diversos aniones con elementos paramagnéticos, incluidos [FeCla]
, [DyClg]* y [MnCl4]*(que proporcionan alta susceptibilidad magnética) [47], los cuales
fueron estudiados como solventes de extraccion. Las extracciones se desarrollaron a
diferentes concentraciones de HCI entre 0,1 y 3 mol L?, utilizando APDC (a una
concentracion de 6 x 10°® mol L?) como agente quelante de Sb(lll) y los MILs
[Pe.s.6,14][FECla], [P666,14]3[DYCls] Y [Pss66.14]2[MNCls]. Se observé en este punto del
desarrollo del método que las eficiencias maximas de extraccion logradas para cada
MIL a la concentracién 6ptima de HCI fueron aproximadamente 85% a 2 mol L™ HCI,
70% a 0,5 mol Lt HCl y 60% a 0,5 mol L HCI, respectivamente (Figura 3.2.2).

199



Por otro lado, la especie Sb(V) no fue extraida por ninguno de los MILs
ensayados en este trabajo, lo cual expuso la selectividad de la metodologia que luego
fue evaluada y sus resultados mas adelante en esta seccién del trabajo de tesis. Este
resultado puede explicarse ya que la complejacion por APDC solo es selectiva hacia la
especie Sh(lll) pero ademas se confirmd que la interaccion directa entre los MILs y la
especie Sb(V) no ocurrié [48]. En este sentido, los resultados indicaron que el Sb no
formé pares idnicos con los MILs en estudio y, por ende, la extraccion directa de Sb no
fue factible. Por otro lado, es importante mencionar que las altas viscosidades de
[Pe.6.6,14]3[DYCle] ¥ [Ps,66,14]2[MNCla] hicieron impractica sus aplicaciones (dispersion,
manipulacion, separacion), por lo que debieron disolverse en un solvente organico
apropiado. Por lo tanto, la extraccion de la fase organica utilizando dichos MILs se volvié
compleja con el uso de un iman y fue necesaria la aplicacion de un paso de
centrifugacion para la separacion completa de la fase MIL. Por lo tanto, el MIL
[Ps.s.6,14][FeCls] fue seleccionado para desarrollar el método propuesto basado en la
técnica DLLME. En la Figura 3.2.3, se muestra la separacion del MIL de Fe con una
varilla magnética.

90
2\0, 80 1
j
pe)
8
®© 70 4
=
)
S
®© 60 1
o
C
Q
O
T 50 1
40 I

' I ' | v I ! 1 ' I ' 1
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0 2,5 3,0
Concentracion de HCI (mol L)
Figura 3.2.2 Efecto de la concentracién de HCI en la eficiencia de extraccién de Sb(lll) utilizando

[Pe.6,6.14][FeCla] (m), [Ps,6,614]3[DyCls] (A) y [Ps66,14]2[MNCls] (8) como solventes de extraccion.
Otras condiciones se mencionan en la Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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Figura 3.2.3 Separacion de las gotas del MIL [P 6,6.14][FECl4] con una varilla magnética.

3.2.4 Seleccion del reactivo quelante

Para lograr una alta selectividad y aumentar la hidrofobicidad de los analitos
haciendo factible su particibn en la fase MIL, se evaluaron diferentes reactivos
guelantes, incluidos APDC, DDTC y DDTP a una concentraciéon de 6 x 10° mol L?
(aproximadamente una relacion molar de analito a reactivo 1:100). Este estudio fue
desarrollado con el uso del MIL [Ps66,14][FeCls] como fase extractante a 2 mol L* de HCI.
Se obtuvieron eficiencias de extraccién de 83,1%, 86,0% y 93,8% para Sb(lll) con
DDTC, APDC y DDTP, respectivamente (Figura 3.2.4) mientras que la especie de Sb(V)
no se extrajo. Aunque no hubo diferencias notables en la eficiencia de extraccion de Sb
entre los reactivos quelantes utilizados en este trabajo, es importante sefialar que el
DDTP tiene una alta estabilidad en medios acidos en comparacion con los
dietilcarbamatos [49]. Por lo tanto, se seleccion6 DDTP como reactivo complejante para

experimentos posteriores.

201



HH

HH

o

o

1 "
=

70 4
60 1
50 4

40

Eficiencia de extraccion (%)

30 - 1

20

1 v ] v I v )
Sin complejante  APDC DDTC DDTP
Tipo de agente complejante

Figura 3.2.4 Efecto de diferentes agentes complejantes en la eficiencia de extracciéon de 6 ug L-
1 de Sh(lll) (a 2 mol Lt de HCI). Otras condiciones se indican en la Tabla 3.2.1 (intervalo de
confianza del 95%, n = 6).

El efecto del pH sobre la formacion del complejo Sh(lll)-DDTP se estudié en
condiciones fuertemente acidas con el uso de HCI o H>.SO, en el rango de 0,5 a 3 mol
L. EI MIL se descompuso y se solubilizé completamente en la solucién acuosa en todas
las concentraciones de H,SO,, probablemente debido a la mayor reactividad quimica
gue presente este acido con respecto al HCI. Por otro lado, se obtuvo una 6ptima
eficiencia de extraccion de 93,8% ajustando el medio a 2 mol L* de HCI (Figura 3.2.5).
Como se menciond anteriormente en este trabajo, el complejo Sb(lll)-DDTP es estable
en medio de HCI, mientras se conoce que el Fe(lll), uno de los principales componentes
del MIL utilizado para la extraccion, es estable a valores de pH inferiores a 2 [16]. Por lo
tanto, se seleccioné una concentracion de HCl de 2 mol L' para los siguientes

experimentos.
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Figura 3.2.5 Efecto de la concentracion de HCI sobre la eficiencia de extraccion de Sb(lll) del
método MIL-DLLME. Otras condiciones se indican en la Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del
95%, n = 6).

Entre todos los agentes complejantes ensayados en este trabajo, el DDTP
produjo una mayor eficiencia de extracciébn que otros quelantes. Sin embargo, la
concentracion del agente complejante es otro parametro crucial que debe optimizarse
en los métodos basados en DLLME. En este trabajo, se evalu6 el efecto de la
concentracion de DDTP para determinar la completa formaciéon del complejo desde una
concentracion de 0,05 a 50 x 10°® mol L (equivalente al rango de relacién molar de
analito a reactivo de 1:1-1:1000). La mayor eficiencia de extraccion se obtuvo con una
concentracion de 6 x 10° mol L de DDTP, lo cual equivalié a una relacién molar de
analito a reactivo de 1:100 aproximadamente (Figura 3.2.6). De este modo, a
concentraciones mas bajas, es posible que no se alcance una formacién completa del
complejo Sb(ll)-DDTP debido a que una concentracion mas elevada del reactivo
complejante es necesaria para el desplazamiento del equilibrio. Por otro lado,
concentraciones mayores del reactivo complejante podrian causar efectos de
interferencia durante las mediciones en ETAAS debido al mayor aporte de materia
organica en los extractos o incluso podria deberse a un efecto competitivo entre el

complejo y el reactivo por su extraccion en el MIL.
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Figura 3.2.6 Influencia de la concentracion de DDTP sobre la eficiencia de extraccién de 6 ug L
1 de Sh(lll) utilizando el MIL [Pe 6.6.14][FeCls] como fase de extraccion en 6 mL de muestra. Otras

condiciones se mencionan en la Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

3.2.5 Optimizaciobn multivariada de los parametros de

microextraccion

En este trabajo se desarroll6 un estudio multivariado de diferentes variables que
potencialmente podrian influir sobre la eficiencia de extraccion de Sb(lll) utilizando el
MIL [Pess14][FECls. Se aplicé el software Design Expert® 7.0 (StatEase Inc.,

Minneapolis, USA) para procesar todos los resultados y realizar el andlisis estadistico.
3.2.5.1 Estudio de variables categoricas

Se aplicaron diversas pruebas para preseleccionar los factores 6ptimos de cada
variable categérica que podrian afectar la eficiencia de extraccion de Sh(lll) con el
método propuesto. Se estudio el efecto del tipo de agitacion (vértex y ultrasonido) en el
rango de 0 a 10 min y luego se analizaron diferentes agentes dispersantes (acetona,
acetonitrilo, etanol y metanol) en el rango de 0 a 50 pyL. En una etapa final, se investigd
la influencia de la fuerza i6nica, debido a que la adicion de sal puede incrementar el

rendimiento de extraccion de algunos analitos en funcion del efecto de desplazamiento
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salino [50]. En este caso, se ensayaron diferentes sales (NaCl, NaClO, y NaNOs) a una

concentracion final de 1,5% (p/v) cada una.

De acuerdo con los resultados obtenidos, la agitacion con vortex (6 min),
acetonitrilo (25 puL) como agente dispersante y NaCl (0,5% (p/v)) para ajustar la fuerza
i6nica, fueron las variables seleccionadas como categoéricas. Otras condiciones
experimentales fueron las indicadas en la Tabla 3.2.1. Como se observa en la Figura
3.2.7a, la agitacion por ultrasonido fue ineficaz a diferencia de la agitacion por voértex. El
efecto de la radiacion ultrasonica genero alteraciones visibles en la fase MIL, incluyendo
cambio de color de amarillo a blanco, solubilizacion parcial, pérdida del magnetismo
intrinseco, reduciendo asi la eficiencia de extraccion. Por otro lado, el acetonitrilo
aumento la eficiencia de extracciébn en comparacion con el resultado obtenido sin
dispersante. La eficiencia de extraccion alcanzada cuando se utilizé el resto de los
dispersantes fue menor debido a la sobredispersion del solvente de extraccion (Figura
3.2.7b). Finalmente, entre las sales ensayadas para ajustar la fuerza iénica, solo el NaCl
aumento significativamente la eficiencia de extraccion en comparacion con la situacion
experimental en ausencia de sal (Figura 3.2.7¢). Después de realizar estos estudios, la

eficiencia de extraccion se increment6 de 93,8 a 95,0%.
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Figura 3.2.7 Estudio de los factores categéricos involucrados en el método propuesto. (a) Tipo
de agitacion: (m) vortex y (@) ultrasonido. (b) Volumen de dispersantes: [ 25 uL y ] 50 pL.

(c) Fuerza idnica: [ sinsal, ] Nacl,[_INaNO3 y[_1NaClOa. Otras condiciones se muestran
en la Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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3.2.5.2 Seleccion de factores estadisticamente significativos

En la siguiente etapa, se analizaron diferentes variables numéricas mediante un
estudio multivariado. Los factores e intervalos definidos para este estudio fueron: tiempo
de agitacion (3 a 6 min), concentracion de NaCl (0 a 0,5% (p/v)), volumen de dispersante
(10 a 40 pL de acetonitrilo), volumen de MIL (30 a 60 pL) y volumen de muestra (5 a 8
mL). Se determind la especie Sb(lll) midiendo la altura méaxima de las sefiales de
absorbancia obtenidas después de la preconcentracion de 6 ug L™ de Sb(lll). EI modelo
elegido en el software fue Plackett Burman y requirio un total de 15 experimentos (Tabla
3.2.2). Mediante un orden lineal se obtuvo un modelo significativo y concéntrico, cuya
falta de ajuste no fue significativa. Ademas, no se requirio transformacion de respuesta.

Tabla 3.2.2 Condiciones experimentales para la seleccion de factores significativos.

Tiempo ) Volumen Volumen
Concentracion Volumen
de de de
Ensayo o de NaCl ; de MIL Respuesta
agitacién dispersante muestra
: (% (p/v)) (ML)
(min) (HL) (mL)
1 4,5 0,25 25 45 6,5 0,254
2 6 0 40 60 5 0,284
3 4,5 0,25 25 45 6,5 0,247
4 3 0,5 40 60 5 0,251
5 3 0,5 40 30 8 0,171
6 6 0,5 10 30 5 0,266
7 6 0 40 60 8 0,186
8 3 0,5 10 60 8 0,224
9 6 0,5 10 60 8 0,239
10 4,5 0,25 25 45 6,5 0,261
11 6 0,5 40 30 5 0,268
12 3 0 10 30 5 0,188
13 3 0 40 30 8 0,131
14 3 0 10 60 5 0,201
15 6 0 10 30 8 0,217
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Luego de realizar el ensayo de ANOVA y el diagrama de Pareto proporcionados
por el software, se seleccionaron las variables con efectos significativos en el modelo.
Como se muestra en la Figura 3.2.8, el volumen de MIL y el volumen de dispersante no
fueron variables significativas. Por lo tanto, se decidi6 utilizar 45 pL de MIL y minimizar
el volumen de acetonitrilo como dispersante (10 pL) para los siguientes estudios. La
concentracion de NaCl fue una variable probablemente significativa y mostré un efecto
positivo sobre la sefial. Por otro lado, el tiempo de agitacion y el volumen de la muestra
fueron variables significativas donde el tiempo de agitacién mostré un efecto positivo en
la sefal y el volumen de la muestra mostré6 un efecto negativo en la sefal. Estos
resultados se pueden explicar considerando que cuanto mayor sea el tiempo de
agitacion, se promueve una mayor transferencia de masa del analito. Por otro lado, altos
volimenes de muestra pueden causar una agitacion ineficaz, disminuyendo asi la

eficiencia de extraccion.

Tiempo Volumen
de de
456 agitacién muestra
© [ | Concentracion P .
T 342 — de NaCl Limite de Bonferroni: 3,75131
2
<
D Volumen volumen
T 228 | | deMIL  de
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©
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Figura 3.2.8 Diagrama de Pareto para determinar los efectos significativos de las variables en la
eficiencia de extraccion de Sb(lll). B Efecto significativo positivo y Bl efecto significativo
negativo. Las condiciones experimentales 6ptimas se enumeran en la Tabla 3.2.1 (intervalo de

confianza del 95%, n = 6).
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3.2.5.3 Analisis de superficie de respuesta

De acuerdo con el comportamiento del modelo obtenido en la etapa anterior, se
estudiaron las variables significativas y probablemente significativa en los siguientes
rangos: tiempo de agitacion (4 a 6 min), volumen de muestra (5 a 7 mL) y concentracién
de NaCl (0,1 a 0,5% (p/v)). Se seleccion6 el disefio Box-Behnken y requiri6 15
experimentos (Tabla 3.2.3). Con un modelo de orden cubico se obtuvo un modelo
conceéntrico y significativo. No se requirié transformacion de respuesta y se obtuvo un
coeficiente de variacion de 1,07% con R? de 0,9982 y R? ajustado de 0,9871,
demostrando una buena correlacion entre la informacion experimental y el modelo

ajustado.

Tabla 3.2.3 Condiciones experimentales para la superficie de respuesta.

Tiempo de Volumen de  Concentracion de Eficiencia de
Ensayo agitacion muestra NaCl extraccion

(min) (mL) (% (p/v)) (%)
1 4 7 0,3 93,3
2 5 5 0,5 89,6
3 6 5 0,3 90,0
4 5 7 0,5 71,6
5 6 6 0,5 68,3
6 5 5 0,1 95,0
7 6 7 0,3 90,3
8 5 7 0,1 94,5
9 4 5 0,3 89,6
10 5 6 0,3 85,0
11 4 6 0,1 96,6
12 5 6 0,3 86,3
13 4 6 0,5 83,6
14 6 6 0,1 80,3
15 5 6 0,3 84,5

La superficie de respuesta obtenida para el sistema se presenta en la Figura
3.2.9. Los resultados mostraron que la eficiencia de extracciébn maxima fue de 98,0%,
minimizando el tiempo de agitacion a 4 min, con una concentracion de NaCl de 0,1%
(p/v) y usando el punto central del volumen de la muestra de 6 mL. Por lo tanto, se
desarrollaron diferentes experimentos con las nuevas condiciones de extraccion para

verificar la eficiencia de extraccion de Sb(lll). Ademas, cabe destacar que la especie
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Sh(V) no se extrajo en las condiciones experimentales previamente seleccionadas para
lograr la maxima eficiencia de extraccién, lo que confirma una vez mas la selectividad

del método.

Volumen de muestra
(6 mL)

98,0

89,7

82,5

752

68,0

Eficiencia de extraccion (%)

5,50
4
940 0,5 6,00

0
Concentracion de NaCl Tiempo de agitacion
(%(p/v)) (min)

Figura 3.2.9 Grafico de superficie de respuesta para la determinacion de Sb(lll). Influencia de la
concentracion de NaCl (% (p/v)) y el tiempo de agitacion (min) en la eficiencia de extraccion (%)
de Sb con un volumen de muestra inicial constante de 6 mL. Las condiciones experimentales
Optimas se muestran en la Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

3.2.6 Estudio del volumen de diluyente

Debido a la elevada viscosidad de la fase MIL, su inyeccién directa en el horno
de grafito de ETAAS fue poco reproducible. Consecuentemente, durante la metodologia
fue necesario diluir dicha fase en un solvente organico adecuado para facilitar su
inyeccion en el horno. Por lo tanto, una vez optimizadas las condiciones de
microextraccion y preconcentracion, se evalu6 el mezclado de la fase del MIL (45 pL)
con diferentes volimenes de CHCI; dentro de un rango de 95-155 pL para la dilucion de
la fase MIL. De acuerdo con los resultados, se obtuvo una maxima sefial de absorbancia
con 140 pL de CHCIs (Figura 3.2.10).
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Figura 3.2.10 Estudio de la influencia del volumen de CHCIz como diluyente de la fase MIL sobre
la sefial de Sb(lll). Otras condiciones se mencionan en la Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del
95%, n = 6).

3.2.7 Reduccion de Sb(V) a Sb(lll)

Una vez optimizadas las condiciones de extraccién, se evalud la aplicacién de Kl
como agente reductor para obtener el Sb presente bajo la forma de la especie Sb(lll) y
con el objeto permitir la extraccion bajo la forma del complejo Sb(lll)-DDTP para la
determinacién de Sb total [49]. En este estudio, se prepararon soluciones de 6 ug L de
Sb(V) que luego se sometieron al método de preconcentracion propuesto. El efecto de
la concentraciéon de Kl se en un rango de 0,5 a 1,5% (p/v). Se observé que las
concentraciones de Kl inferiores al 1% (p/v) no eran suficientes para reducir
completamente el Sb(V), probablemente debido a la presencia de otras especies
interferentes que podrian coexistir en la solucién de muestra y pudiese reaccionar con
el reductor mencionado, mientras que concentraciones superiores al 1% (p/v) de Ki
generaron picos de absorbancia de una forma no gaussiana. Finalmente, se seleccion6
una concentracion de 1% (p/v) de Kl para la 6ptima reduccion, extraccion y deteccion
del analito (Figura 3.2.11).
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Figura 3.2.11 Efecto de la concentracion de Kl sobre la eficiencia de extraccién de Sb total
aplicando el método MIL-LLME-ETAAS. Otras condiciones se reportan en la Tabla 3.2.1

(intervalo de confianza del 95%, n = 6).

3.2.8 Efecto del liquido i6nico magnético sobre la deteccion de
Sb por latécnica ETAAS

Después de haber seleccionado los valores adecuados de las variables para la
Optima preconcentracién y microextraccion de especies inorganicas de Sh, la
optimizacion de las condiciones de ETAAS tuvo que realizarse con atencion debido a la
alta complejidad de la matriz de la fase MIL conteniendo el analito. Primero, se investigo
el efecto de los modificadores quimicos para reducir la interferencia espectral y
aumentar la exactitud analitica. Se inyectaron diferentes volimenes (10 a 30 uL) de
diferentes modificadores quimicos (300 mg L de Mg y 500 mg L* de Pd). Por lo tanto,
se seleccion6 un volumen de 10 yL de Pd para este estudio, ya que normalmente
proporciona una correcta estabilizacién térmica de Sb en el horno de grafito [30].
Posteriormente se ensayaron diferentes volimenes de inyeccion de la fase MIL (diluida
con 140 pL pL de CHCIs) entre 15 y 30 pL. Durante estos experimentos, la sefial de
absorbancia mas alta se obtuvo con 15 pL de MIL, mientras que cuando los volimenes
fueron superiores a 25 pL, se obtuvo un fondo espectral significativo. Este resultado se

puede explicar debido a la interferencia espectral producida por la considerable cantidad
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de Fe presente en el MIL inyectado en el horno de grafito junto con el Sb. Por tanto, se
realizé un estudio para evaluar la influencia de la concentracion de Fe en la sefal de
absorbancia de Sb a los efectos de explicar este comportamiento. Se inyecté un
volumen de 15 uL de una solucién acuosa estandar de 6 ug L Sb(lll) con diferentes
masas de Fe (similares a las inyectadas en 15 yL de fase MIL disuelta en CHCIs). Los
resultados mostraron que valores de masa superiores a 0,15 mg de Fe provocaron un

efecto de interferencia en la sefial de Sb (Figura 3.2.12).

Es importante mencionar que el efecto interferente se evidencio a partir de una
masa de Fe de 0,15 mg, inyectada en este estudio, la cual fue menor que la masa de
Fe presente cuando se inyecto la fase MIL en un horno de grafito (es decir, 0,3 mg de
Fe en 15 pL de una solucién conformada por 45 pL de MIL y 140 yL de CHCIs). Este
fendbmeno podria explicarse al considerar que el Fe pudiese presentar un
comportamiento térmico diferente dependiendo de si se inyecta en solucién acuosa o si
se lo hace en presencia de la fase MIL. Refuerza esta hipétesis, observaciones previas
reportadas en relacion a los ILs y su capacidad de volatilizarse a altas temperaturas en
forma de pares idnicos estables [51]. Por tanto, la volatilizacién del MIL durante la etapa
de pirdlisis del programa de temperatura ETAAS podria ser responsable de la
eliminacion parcial del Fe, evitando asi un efecto de interferencia significativo durante la
determinacion de Sb. Ademas, el efecto de matriz potencial causado por la alta carga
organica de la fase MIL se superdé mediante una optimizacion cuidadosa del programa

de temperatura del horno de grafito.
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Figura 3.2.12 Efecto de la masa de Fe(lll) sobre la sefal de absorbancia de Sb. Se inyecté un
volumen de 20 pL de 200 pg L de solucidon estandar acuosa de Sh. Las condiciones

instrumentales de ETAAS se indican en la Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

Para eliminar la matriz organica de forma gradual, sin pérdida de Sbh, se
estudiaron diferentes temperaturas y rampas de pirélisis y atomizacion del programa de
horno de grafito. En un rango de 450 a 650 °C (paso de pirdlisis 1) y de 1250 a 1450 °C
(paso de pirdlisis 2), las temperaturas Optimas de pirdlisis fueron 650 °C y 1350 °C,
respectivamente (Figura 3.2.13). En este estudio, fueron necesarias dos etapas de
pirdlisis para permitir una degradacion gradual de la compleja matriz del MIL inyectado
junto con el analito. Posteriormente, se investigd el efecto de la temperatura de
atomizacion sobre la absorbancia de Sb en el intervalo de 2000 a 2200 °C y los mejores
resultados se obtuvieron a 2100 °C (Figura 3.2.13). Se pueden observar todas las
condiciones de deteccién en la Tabla 3.2.4. En la Figura 3.2.13 se puede observar la
sefial de absorbancia obtenida en las condiciones 6ptimas de extraccion aplicando el

método MIL-LLME-ETAAS propuesto sobre una solucién estandar de 6 ug L™ de Sb.
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Figura 3.2.14 Sefial de absorbancia obtenida al aplicar el método MIL-LLME-ETAAS propuesto
en condiciones 6ptimas a una solucién de 6 pg L* de Sh.
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Tabla 3.2.4 Condiciones instrumentales de la técnica ETAAS para la determinacion de Sb.

Condiciones instrumentales

Longitud de onda 217,6 nm

Ancho de banda espectral 0,7 nm

Corriente de la lampara de catodo hueco 25 mA

Volumen de Inyeccién de MIL 15 uL

Modificadores de matriz 5 pg Pd [como Pd(NOs3)2] (10 pL de

solucion de 500 mg L de Pd)

Programa de temperatura del horno de grafito

Etapa Temperatura dz(::nf;?a Tiempo de Flujo argon
(°C) ©) espera (s) (mL min?)
Secado 1 110 1 30 250
Secado 2 130 15 30 250
Pir6lisis 1 650 15 20 250
Pirdlisis 2 1350 15 20 250
Atomizacién 2100 0 5 0
Limpieza 2400 1 2 250

3.2.9 Estudio de especies potencialmente interferentes

En el presente trabajo de tesis doctoral, se evalué el efecto de especies
potencialmente interferentes sobre la determinacion de Sb realizada con el método
propuesto. Para ello, se analizaron soluciones estandar de 6 ug L Sb(lll) conteniendo
diferentes iones concomitantes que posiblemente podian encontrarse en las muestras
analizadas y a las concentraciones que normalmente pueden presentarse en ellas. Se
consider6 que los iones concomitantes interferian si causaban una variacion de + 5%
en la sefial analitica. Luego de los experimentos, los resultados obtenidos indicaron que
la recuperacién analitica no se vio influenciada por la presencia de los iones
concomitantes hasta 100 mg L de Fe®", Ca?*, Mn?*, Na*, K*, Mg?*, CI, SO4*> y NO3". De
esta manera, no se observaron efectos interferentes significativos en la determinacion
de Sb mediante el método MIL-LLME-ETAAS propuesto.
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3.2.10 Selectividad del método analitico para la determinacion
de Sh(lll) y Sb(V)

En este trabajo se ensayd la selectividad del método propuesto para la
preconcentracién y determinaciéon de Sb(lll) en presencia de Sb(V). Como se ha
mencionado anteriormente, el Sb(lll) se extrajo con DDTP como agente complejante a
una concentracion de 2 mol L™ de HCI y con el MIL [Pg,s,6,14][FECls] como solvente de
extraccion. Por otro lado, la reduccion selectiva de Sb(V) a Sb(lll) se realiz6 con Kl para
determinar el Sb total, por lo que la concentracién de Sb(V) se obtuvo restando de la
concentracion de Sb total la concentracién de Sh(lll). Este estudio fue desarrollado con
concentraciones de ambas especies de Sb en el rango de 0,25 a 6 pug L, resultando en
relaciones molares Sb(lll)/Sb(V) en el rango de 0,04 a 24 (Tabla 3.2.5). Los resultados
obtenidos evidenciaron valores de recuperacion entre 94,0% y 100%, lo que demuestra
la alta selectividad del método MIL-LLME-ETAAS propuesto.
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Tabla 3.2.5 Selectividad del método MIL-LLME-ETAAS para la determinacion de especies de Sh(lll) y de Sh(V).

Sb(lll) Sb(V)
Relacién molar Agregado Hallado Recuperacion Agregado Hallado Recuperacion

Sb(ll)/Sb(V) (ng L) (ng L) (%) (ng L) (ng L) (%)
24 6 5,97 £ 0,07 99,5 0,25 0,25 £ 0,02 100

7 3,5 3,40 £ 0,06 97,1 0,5 0,47 £ 0,04 94,0

1 2 2,00 + 0,04 100 2 1,99 + 0,04 99,5

0,5 1 0,95 £ 0,03 95,0 2 1,96 £ 0,05 98,0

0,14 0,5 0,48 £ 0,02 96,0 3,5 3,44 £ 0,08 98,3

0,04 0,25 0,24 £ 0,02 96,0 6 5,94 £ 0,08 99,0
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3.2.11 Rendimiento analitico

El EF se calculé a partir de la relacion de pendiente de las curvas de calibraciéon
antes y después de la aplicacion de la metodologia MIL-DLLME propuesta. La curva de
calibracion obtenida correspondiente al analisis sin preconcentracion se obtuvo
mediante inyeccion directa en el horno de grafito del equipo de ETAAS de 15 pL de
soluciones estandar de Sb a diferentes concentraciones. La ecuacién de regresion para

la curva de calibracion realizada sin preconcentracion fue:
A =0,0006 C + 0,0001 (3)

donde A es la absorbancia y C es la concentraciéon de Sb en pg L™, con un
coeficiente de correlacién de 0,998. Por otro lado, la curva de calibracion obtenida luego
de la preconcentracion para la determinacion de Sb por ETAAS en muestras de agua
fue lineal de 0,08 a 20 pg L™, con un coeficiente de correlacion de 0,9971 (Figura 3.2.15).

La ecuacion de regresion fue:

A =0,0209 C + 0,0105 4)

0,5

0,44 .

0,3~ i

Sefial de absorbancia de Sh

o 5 10 15 20
Concentracion de Sb (ug L™)

Figura 3.2.15 Curva de calibracion obtenida para la determinacion de Sb con el método de
extraccion y preconcentracion propuesto y bajo las condiciones experimentales indicadas en la

Tabla 3.2.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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Con base en estos resultados, se obtuvo un EF de 35 con el método propuesto.
Los LODs y LOQs se obtuvieron de acuerdo con la sefial en la intersecciéon mas tres
veces la desviacion estandar de la solucion en blanco en la ecuacién de regresion [34].
El LOD y LOQ fueron 0,02 pg Ly 0,066 pg L para Sb(lll). Las RSDs resultantes del
andlisis de seis réplicas de 6 mL de solucién estandar con 6 pg L de Sb fueron 3,1%
para Sb(lll) y 3,5% para Sb(V). Ademas, se lograron valores de recuperacion de 98,0%
y 92,6% para Sb(lll) y Sb(V) respectivamente, bajo las condiciones experimentales
Optimas mencionadas en la Tabla 3.2.1.

La recuperacion de extraccion eficiencia de extraccion (ER), definida como el
porcentaje de analito total extraido en la fase MIL, se calcul6 de la siguiente manera:
_ M CwmiLX VmiL

ER = x 100 =——— x 100 5
Mac CacX Vac ( )

donde mwiL y maq Son la masa de analito en la fase MIL final y en la fase acuosa inicial,
respectivamente. CwiLy VmiL SON la concentracion y el volumen del analito en la fase MIL,
respectivamente, mientras C.cy Vac SON la concentracion y el volumen del analito en la

solucién acuosa, respectivamente [26].

Ademas, el rendimiento del método MIL-LLME propuesto se comparé con otros
reportados en la literatura utilizando ILs como extractantes (Tabla 3.2.6). Este método
proporciond un LOD comparable o mejor que otros trabajos reportados anteriormente.
Ademas, este trabajo informé la primera aplicaciéon de un MIL para el andlisis de
especiacion de Sh. El uso del magnetismo intrinseco de este compuesto simplificé la
separacion de fases debido a que evito la aplicacién del clasico paso de centrifugacion
el cual consume mucho tiempo. Ademas, fue posible realizar el analisis de especiacion
elemental sin necesidad de usar técnicas costosas y que implican un elevado consumo
de solventes y tiempo como es el caso de la técnica HPLC-ICP-MS que normalmente

se utiliza para los estudios de especiacion.

Por dltimo, se evalu6 el grado de sustentabilidad del método propuesto y se
compard con los trabajos indicados en la Tabla 3.2.6 utilizando el software AGREE [19].
Para este estudio, se consideraron las etapas de preparacion de la muestra y deteccion
elemental. Segun los resultados, se obtuvo un valor de 0,41 el cual es mejor o
comparable con respecto a los métodos reportados en la literatura, los cuales se detallan
en la Tabla 2.3.6. En este trabajo, se emplearon solventes a la escala de microlitros, lo
que permiti6 minimizar la generacion de residuos y, ademas, se utiliz6 un MIL en
reemplazo de solventes organicos volatiles e inflamables para la extraccion del analito.

Sin embargo, es importante sefialar que la técnica de deteccion empleada, ETAAS,
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conlleva un alto consumo de energia. Ademas, se utilizaron acetonitrilo como agente
dispersante y HCI para generar un medio fuertemente &cido, por lo tanto, estas

condiciones afectaron negativamente en la sustentabilidad del método.

221



Tabla 3.2.6 Métodos analiticos reportados para la determinacién de Sb basados en diferentes ILs y detectores.

Extractante Analisis de  Separacion Técnica LOD RSD EF? Rango Muestra Grafico Ref.
(cantidad) especiacion magnética de (ug L) (%) lineal (volumen) AGREE
deteccion (Mg L)
ﬁ“"
[Camim][PFe]° Solucién acuosa
No No AFS 0,1 57 NRf N.R.e , [52]
(300 pL) (10 pL) - )
L
Allquat 336¢ Bebidas é Q [42]
. No No ICP-OES  0,0025 2,5 250 0,0083-250 ‘ ,
(40 % V/V) (10 mL) %« a
Agua mineral, de rio L7
[Camim][PFe] ? . Y ‘
No No ETAAS 0,01 42 112 0,02-50 grifo ol (53]
5 uL
(5uL) (1,9 mL) QG. %
Agua mineral, de grifo y éa“
EPBED® No No HG-AFS 0084 <9 28  0,20-100 subterranea
[54]
(100 mL)
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Agua de grifo, dique, & .'Q

[Pe.6,6,14][FeCla] mineral, humedal,
Si Si ETAAS 0,02 3.1 35 0,08-20 subterranea, lluvia y rio ‘% aﬂ Método
(45 L) {7
propuesto
(6 mL)

aEF: calculado como la relacion de las pendientes de las curvas de calibracion para Sb con y sin el paso de preconcentracion.
bHexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio

¢ Cloruro de tricaprililmetilamonio

dBromuro de 3-(1-etil imidazolio-3-il)propil-metacrilamido y dimetacrilato de etileno

®N.R.: No reportado
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3.2.12 Determinacion de especies inorganicas de Sb en

muestras de agua

El método propuesto desarrollado en esta parte del trabajo de tesis doctoral se
aplicé para la determinacién de Sb(lll) y Sb(V) en muestras de agua con diversa
composicion y complejidad matricial. Se analizaron muestras de agua mineral, agua de
grifo, agua de dique, agua de humedal, agua subterranea, agua de lluvia y agua de rio
(Tabla 3.2.7) cuyos sitios de muestreo se detallan en la seccién 2.5.1.1. Las
concentraciones halladas se encontraron en el rango de <LOD-2,76 ug L para Sb(lll)
y <LOD-2,24 ug L* para Sb(V). Estos resultados concuerdan con aquellos previamente

reportados por otros autores para muestras de agua con matrices similares.

La exactitud del método analitico propuesto se evalué mediante la determinacién
de Sb total en un CRM, en este caso se analizé agua natural NIST SRM 1643e
“Oligoelementos en agua” con una concentracién declarada de Sb de 58,30 £ 0,61 pg
L. Dado que el valor de concentracién certificado en el CRM fue superior al limite
superior del rango lineal obtenido en este trabajo, se tuvo que aplicar una diluciéon de 10
veces previo al analisis. En este trabajo, la concentracion total de Sb encontrada en el
CRM por el método MIL-LLME-ETAAS desarrollado fue de 58,17 + 0,69 ug L%,
demostrandose una exactitud satisfactoria del método. De esta forma, dicho valor de
concentracion de Sb en el CRM no fue estadisticamente diferente del valor de Sb
declarado en el CRM (t-student; a = 0,05). Adicionalmente, se realizé un estudio de
recuperacion para evaluar la exactitud del método frente a las diferentes matrices de las

muestras bajo estudio [37].

Los resultados obtenidos tras el andlisis de las muestras y los estudios de
recuperacion realizados a tres niveles de concentracion de Sb en todas las muestras en
estudio se informan en la Tabla 3.2.7. Como puede apreciarse, se obtuvieron valores de
recuperacion en el rango de 94,5-101% para Sb(lll) y 95,0-102% para Sb(V), lo que
demuestra la confiabilidad del método propuesto para el analisis de especiacion de Sh

inorganico en muestras de agua de diferentes origenes y composiciones.
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Tabla 3.2.7 Resultados del andlisis de especiacién Sb en muestras de agua (intervalo de confianza del 95%; n = 6).

Sbo(lll) Sb(V)
Muestra Agregado Hallado Recuperacion Agregado Hallado Recuperacion

(ng L) (ng L) (%) (ng L) (ng L) (%)

0 1,24 £ 0,10 0 1,51+ 0,12

Agua de dique 2 3,18 £ 0,29 97,0 2 3,47 £ 0,32 98,0
6 7,20+ 0,71 99,3 6 7,49+0,73 99,7

10 11,2+ 0,95 99,6 10 11,5+ 0,96 99,9

0 N.D.b 0 N.D.p
Agua mineral 2 1,92 £ 0,15 96,0 2 1,94 + 0,16 97,0
6 5,93 £ 0,55 98,8 6 5,97 £ 0,56 99,5

10 9,97 £ 0,90 99,7 10 10,2 £ 0,91 102

0 1,98 £ 0,17 0 2,15+ 0,20
Agua de lluvia 2 3,89 £ 0,37 95,5 2 4,05+ 0,39 95,0
6 7,85+ 0,77 97,8 6 8,01 +0,79 97,7
10 11,8 + 0,97 98,2 10 12,0 £ 0,98 98,5

0 1,21 £ 0,09 0 1,45 + 0,11
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Agua de rio 2 3,14 +0,28 96,5 2 3,40+ 0,31 97,5
6 7,15+ 0,69 99,0 6 7,38+ 0,72 98,8
10 11,3+ 0,95 101 10 11,4 £ 0,95 99,5
0 N.D. 0 N.D.
Agua de grifo 2 1,98 £ 0,30 99,0 2 1,97 £ 0,28 98,5
6 5,91+ 0,68 98,5 6 5,95 + 0,80 99,2
10 9,90 £ 0,88 99,0 10 10,0 £ 0,90 100
0 2,76 £ 0,25 0 2,24 + 0,21
Agua subterranea 2 4,65+0,43 94,5 2 4,14 £ 0,40 95,0
6 8,60 + 0,85 97,3 6 8,11+0,79 97,8
10 12,6 £ 0,99 98,4 10 12,1+ 0,98 98,6
0 1,67 £ 0,13 0 1,33 £ 0,11
Agua de humedal 2 3,60+0,33 96,5 2 3,28+ 0,30 97,5
6 7,57 + 0,74 98,3 6 7,22+0,70 98,2
10 11,6 + 0,97 99,3 10 11,2+ 0,96 98,7

a[(Hallado-Base)/Adicion] x 100
bN.D.: No detectado

226



3.2.13 Conclusiones especificas

En esta parte del trabajo de tesis doctoral se desarrollé un método simple y eficaz
para el analisis de especiacién de Sb inorganico en muestras de agua de diferentes
origenes utilizando el MIL [Ps,s,6,14][FECl4] como una excelente fase de extraccion, junto
con el uso de DDTP como agente complejante para aportar selectividad. Luego de la
optimizacion de diversos factores relacionados con el proceso de extraccion mediante
la aplicacién de un estudio multivariado, se obtuvieron excelentes valores de LOD y
recuperacion para la determinacién de Sb(lll) y Sb(V) en muestras de agua mineral,
agua de grifo, agua de dique, agua de humedal, agua subterranea, agua de lluvia y agua
de rio. Asimismo, la aplicacion combinada de la técnica multivariada para la optimizacion
del rendimiento del método analitico propuesto y la correcta seleccion de los valores de
las variables, permiti6 también reducir los experimentos necesarios y acortar
significativamente el tiempo involucrado en dicha tarea, minimizando ademas costos y

contribuyendo a una menor generacion de residuos.

Este método representa la primera aplicaciéon de un MIL para la extracciéon y
preconcentracion de Sb. El uso de este solvente como fase extractante puede
considerarse una alternativa ecolégica puesto que evitd el uso de disolventes organicos
volatiles, inflamables y potencialmente toxicos. Ademas, la separacion de la fase MIL
enriguecida con el analito se realiz6 sin necesidad de aplicar una etapa de centrifugacion
y simplemente se requirié un iman, simplificando el método, reduciendo el tiempo de
analisis y evitando la necesidad de instrumentacion adicional en el laboratorio. Por lo
tanto, el método analitico desarrollado en esta parte del trabajo de tesis doctoral puede
considerarse una excelente alternativa para el analisis sensible y selectivo de especies
inorganicas de Sb y cuya aplicacion puede ser de alto beneficioso para la realizacion de

analisis, especialmente en laboratorios de rutina dedicados al control ambiental.
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3.3 Método simple y sustentable para el andélisis de
especiacion de Sb inorganico en muestras de agua, téy
miel combinando 6xido de grafeno y un liquido i6énico

magnetico

3.3.1 Introduccién

El Sb es un metaloide téxico distribuido de forma ubicua en el ambiente que
genera preocupacion a nivel mundial por su contaminaciéon y el impacto en la salud
humana [41]. Diversos efectos sobre la salud humana se producen por el consumo
prolongado de agua de bebida y alimentos contaminados con Sb y sus compuestos [55].
Ademas, como se ha mencionado en el capitulo 3.2., su toxicidad, movilidad y
biodisponibilidad estan fuertemente influenciadas por sus formas quimicas inorganicas
y organicas, ademas de los diferentes estados de oxidacion en las cuales se presente
el Sb en un determinado sistema ambiental o biolégico. De esta manera, las especies
inorganicas de Sb son reconocidas por ser mas toxicas que las organicas, mientras que
la toxicidad del Sb(lll) es superior a la del Sb(V) [56]. Por lo tanto, es de gran importancia
identificar y determinar las diferentes especies de este elemento para evaluar sus
posibles riesgos para la salud y el impacto ambiental. Ademas, la Agencia Internacional
para la Investigacion del Cancer (IARC) ha clasificado al Sb.Os; como posiblemente
cancerigeno para los humanos (Grupo 2B), mientras que los efectos cancerigenos del

Sh,S3 en humanos no han sido identificados (Grupo 3) [57].

El Sb se encuentra naturalmente en agua potable y alimentos en
concentraciones inferiores a 1,0 ug L™ y 1,0 yg g, respectivamente, mientras que las
concentraciones de sus diferentes especies se encuentra en el orden de los ng L [58].
Por lo tanto, se requieren técnicas de deteccion analitica de alta sensibilidad para su
exacta cuantificacion. La técnica ICP-MS es una de las més Utiles para la determinacion
de elementos a nivel de trazas debido a su muy alta sensibilidad, amplio rango lineal,
informacion isotdpica y analisis multielemental, en comparacion con otras técnicas como
la AAS [59]. Sin embargo, el andlisis de especiacion elemental directo por ICP-MS no

es factible y es necesaria una etapa de separacién previa.

Se han reportado diversos métodos de preconcentracion y separacion para la
determinacién de especies de Sb basados en diferentes técnicas, incluyendo LLME [60,
61], SPME [62] y MSPE [63]. Como se mencioné en el capitulo 1.6, la técnica D-u-SPE
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consiste en la dispersién de pocos ug o ng de un sorbente solido de tamafio hanométrico
en una muestra acuosa. El uso de nanomateriales en SPE aumenta el contacto entre la
solucion de muestra y el sorbente, minimizando asi el consumo de reactivos y
reduciendo el impacto ambiental del método [64]. El grafeno es un nanomaterial a base
de carbono ampliamente utilizado en D-u-SPE debido a su elevada area superficial v,
ademas, su superficie puede modificarse con el fin de incorporar grupos funcionales
para interacciones utiles [65]. En este sentido, el GO se obtiene como resultado de la
oxidacién del grafeno y este nanomaterial es muy propicio para la aplicacion como
sorbente ya que al poseer grupos carboxilo e hidroxilo éstos pueden interactuar con los
compuestos que contienen nitrégeno y oxigeno a través de un enlace de hidrégeno o
interacciones electrostaticas [66]. Sin embargo, este tipo de nanomaterial tiene un
tamafio de particula pequefio y forma dispersiones estables en soluciones acuosas. Por
lo tanto, su separacion y recoleccion suelen ser complejas y requieren una etapa de

centrifugacion, lo cual aumenta el tiempo total de analisis [67].

Por otro lado, los MILs al tener un elemento paramagnético (por ejemplo, Co,
Dy, Fe, Mn) en sus estructuras, les proporcionan un magnetismo intrinseco, por lo que
se pueden separar facilmente de las soluciones acuosas usando un iman [11]. Ademas,
podrian retenerse en la superficie del GO para agregar magnetismo y hacer posible la

recoleccion del material de sorcion mediante un campo magnético externo.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar un método basado en la aplicacion
combinada de GO y el MIL [Pes,s,6,14]3[DyCls] para el analisis de especiaciéon de Sb
inorganico. La implementacion de GO como material sorbente proporcion6 una elevada
area superficial y una fase sélida de extraccién altamente dispersada en la solucion
acuosa, mientras que por otro lado el MIL facilitd significativamente la etapa de
recoleccién y separacion del nanomaterial una vez enriquecido con el analito. Los
diferentes factores que afectaron la separacion y extraccién de especies de Sb se
optimizaron mediante un estudio multivariado, reduciendo asi el nimero de
experimentos y consumo de reactivos. El método analitico propuesto se aplicd con éxito
para la separacion sensible y selectiva y la determinacion de Sb(lll) y Sb(V) en muestras
de agua de grifo, infusiones de té y miel. Finalmente, se evalu6 la sustentabilidad del
método D-u-SPE-ICP-MS y se compar6 con otros trabajos reportados en la literatura
con el uso del software AGREE [19].
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3.2.2 Separacion y determinacion de especies inorganicas de Sb

en las muestras bajo estudio

A continuacion, se detalla el procedimiento analitico empleado en este trabajo
de tesis doctoral para el analisis de especiacion de Sb en muestras de agua de grifo,
infusiones de té y miel. En secciones posteriores, se describen y discuten los
experimentos necesarios para su desarrollo. En resumen, una alicuota de 8 mL de
muestra (0 50 pg L Sb(lll) y 50 ug L Sb(V) de soluciones estandar para los estudios
de optimizacién) se ajustdé a pH 6 mediante el agregado de 200 pyL de 0,5 mol L de
buffer &cido acético—acetato. Luego, se agregaron 96 uL de solucién de DDTC 3 x 103
mol L (dejando reposar 1 min para la formaciéon del complejo Sb(lll)-DDTC), y 64 L
de NaNOs al 50% (p/v) para ajustar la fuerza iénica. Posteriormente, se realiz6 la
extraccion del complejo agregando 3 mg de GO y agitando la mezcla continuamente
mediante voértex durante 10 min. Luego, se agregaron 40 uL del MIL [P g6,14]3[DyCle]
para magnetizar las nanoparticulas de GO. Después de agitar la mezcla por vortex 1
min, el sorbente magnetizado con el MIL se recogié por completo introduciendo una
varilla magnética en la solucion. Finalmente, se determiné de forma directa el Sb(V) que
quedaba libre en la solucion acuosa colocando el tubo de centrifuga en el
automuestreador del instrumento ICP-MS para la determinacién del elemento. Una
representacion esquematica del método propuesto se detalla en la Figura 3.3.1. Las

condiciones experimentales 6ptimas se describen en la Tabla 3.3.1.

La concentracion de Sb inorganico total se cuantific6 mediante la introduccién
directa de la muestra en el equipo de ICP-MS, sin el paso previo de separacién de las
especies de Sb mediante la implementaciéon del GO@MIL. Asi, la concentracién de
Sh(lll) se calculé restando la concentracion de Sb(V) a la concentracion Sb inorganico

total.
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Tabla 3.3.1 Condiciones experimentales para la separacion y determinaciéon de especies

inorganicas de Sb en agua, té y miel.

Condiciones 6ptimas para la extraccion y separaciéon de Sh(lll)

Volumen de muestra 8 mL

pH 6,0

Concentracion de DDTC 3,6 x 105 mol Lt

Tipo y concentracion de sal 0,4% (p/v) de NaNO3

Masa de sorbente 3 mg de GO

Tipo y volumen de MIL 40 pL del MIL [Ps,6,6,14]3[DyCle]
Tipo y tiempo de agitacién Vértex, 10 min

40 uL MIL
[Ps,s,6,14]3[DyCle]

W

- 200 uL buffer
acético/acetato 0,5 mol L'
-96 uL DDTC 3 x 103 mol L
- 64 uL NaNO350% (p/v)
- 50 pg L1 Sh(ll

- - 50 ug L' Sh(V)

o %mg de GO
_ {4

@ Sb(lll)—DDT_C
& Sb(V)
I ¥
8 mL de muestra Vértex (10 min) T Vértex 1
Varilla (Tmny g
I magnética || 1l
| GO@MIL 1

g ‘,é ® | S HsCL\ ok
| : :::I N
| L A

- ® |co@MIL

Determinag:iéa de Sb SELV) S ’$

por ICP-MS Sl

Figura 3.3.1 Diagrama esquematico del método propuesto para el analisis de especiacion de

Sh inorgénico en muestras de agua, te y miel.
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3.3.3 Seleccién de agentes complejantes para la extraccion

selectiva de Sb

Las propiedades hidrofébicas/hidrofilicas del GO permiten la adsorcion de
analitos organicos a través de interacciones no covalentes (electrostéatica, enlace H e
interaccion de electrones - deslocalizados), mientras que los iones metalicos
interactian con grupos funcionales en la superficie del GO por coordinacién e
interacciones electrostaticas [68]. Sin embargo, en este trabajo se obtuvo una eficiencia
de extraccién de 38,6% para Sb(lll) utilizando 5 mg de GO como sorbente extractante.
Debido a la baja eficiencia de extraccion obtenida, fue necesaria la adicién de un
reactivo quelante especifico que derivatizara la especie Sb(lll) a los efectos de disminuir
su polaridad y aumentar su absorcion en la superficie del GO. En este sentido, se
investigaron tres complejantes a 3,6 x 10° mol L* en condiciones de pH donde la
formacion de los complejos con Sb(lll) fue estable y selectiva de acuerdo a lo reportado
en la literatura [49, 69]: APDC y DDTC a pH 4 y DDTP a 2 mol L HCI. Segln los
resultados, se obtuvieron eficiencias de extraccion del 81,5%, 89,7% y 82,9% utilizando
APDC, DDTC y DDTP, respectivamente (Figura 3.3.2).
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20 T T T T 1 ! I
Sin complejante  APDC DDTC DDTP

Agente complejante

Figura 3.3.2 Efecto de diferentes reactivos quelantes sobre la eficiencia de extraccion de Sh(lll).

Otras condiciones se muestran en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).
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Posteriormente se realizé un estudio de pH en un rango de 3 a 7 debido a que
este parametro puede influir significativamente tanto en la formacibn como en la
estabilidad del complejo Sb(lI)-DDTC. De acuerdo con los resultados, se seleccion6 un
pH de 6 como éptimo para la extraccion selectiva de Sh(lll) (Figura 3.3.3), mientras que
no se produjo la extraccion de Sb(V) debido a que esta especie no forma complejo con
DDTC en las condiciones estudiadas [70]. Ademas, como se observa en la Figura 1.2.1
de la seccion 1.2 de la presente Tesis, el Sh(V) esta presente bajo formas anibnicas a
pH 6 por lo que tampoco interaccionaria, para favorecer su extraccion, con los grupos
funcionales oxigenados con carga negativa del GO. De esta forma, se demostro la

selectividad del método.
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Figura 3.3.3 Influencia del pH en la eficiencia de extraccién de Sb(lll) utilizando DDTC como
agente complejante y GO como sorbente extractante. Otras condiciones se pueden observar en

la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

Adicionalmente, se evalu6 el efecto de la concentracion de DDTC en el rango
1,8-9,0 x 10°® mol L para incrementar la eficiencia de extraccién del complejo. Como
se muestra en la Figura 3.3.4, las concentraciones inferiores a 3,6 x 10° mol L no
fueron suficientes para lograr la formacion completa del complejo Sb(l11)-DDTC. Por otro
lado, concentraciones superiores a 3,6 x 10° mol L disminuyeron la eficiencia de
extraccion. Esto podria explicarse por el hecho de que el exceso de reactivo quelante

podria extraerse directamente sobre la superficie del sorbente, reduciendo los sitios
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disponibles para la adsorcion del complejo. Por lo tanto, se seleccioné una
concentracion de 3,6 x 10° mol L** de DDTC (relacién molar de analito a reactivo de

aproximadamente 1:100) para los siguientes experimentos.

(o}
«)]
1
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92 4
90 -

88 +

Eficiencia de extraccion (%)
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1I,8 | 3:6 ' 5,'4 | 7',2 ' 9:0
Concentracion de DDTC (x 105 mol L)

Figura 3.3.4 Evaluacion del efecto de la concentracion de DDTC sobre la eficiencia de extraccion
de Sb(lll) a pH 6 para un volumen de 8 mL de muestra. Otras condiciones de extraccion fueron

las que se muestran en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

3.3.4 Optimizacion multivariada de las variables de extraccion

En el presente trabajo de investigacion se desarroll6é un estudio multivariado, en
el cual se evaluaron diferentes variables que influyen en la extraccion de Sb(lll). El
procesamiento de los resultados propuestos en dicho disefio y el analisis estadistico se

realizaron mediante el software Design-Expert 7.0.
3.3.4.1 Analisis de las variables categéricas

En una primera instancia, se evaluaron las variables categoricas del sistema de
extraccion propuesto con el objetivo de preseleccionar sus factores éptimos. Se estudio
el efecto del tipo de agitaciéon por vortex y por ultrasonido en el rango de 2 a 10 min.
Posteriormente se estudio la influencia de la fuerza idénica debido a que la adicion de sal

puede aumentar la eficiencia de extraccion de determinados analitos en funcion del
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efecto salino [11]. Para ello se utilizaron las siguientes sales: NaCl, NaHCOs3;, NaNOs y
NaClOg4, a una concentracién final de 1,0% (p/v). Con base en los resultados obtenidos,
se seleccionaron la agitacion por vortex y el NaNOs para estudios posteriores. Otras
condiciones experimentales fueron las indicadas en la Tabla 3.3.1. Como se muestra en
la Figura 3.3.5a, la agitacion por ultrasonido fue menos eficiente en comparacion con la
agitacion por vortex, resultando las maximas eficiencias de extraccién (80,5% y 95,5%,
respectivamente) a los 10 min. Este fendmeno podria explicarse por la posible
degradacién parcial del complejo Sb(lll)-DDTC provocada por la alta energia del

ultrasonido [71].

Por otro lado, entre las sales evaluadas para ajustar la fuerza io6nica (Figura
3.3.5b) solo el NaNOs al 1,0% (p/v) mejoro la eficiencia de extracciéon (hasta un 97,5%)
con respecto a la ausencia de sal (95,5%), mientras que el resto de las sales en estudio
disminuyeron la eficiencia de extraccion del analito. Estos resultados podrian deberse a
que, entre todos los aniones evaluados, el NOs es el mas caotrépico, es decir, rompe la
estructura del agua. Por lo tanto, la superficie del GO estaria menos rodeada de
moléculas de agua y habria mas sitios disponibles para interactuar con el analito [45,
72].
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Figura 3.3.5 (a) Estudio del tipo y tiempo de agitacion sobre la eficiencia de extraccion de Sbh(lll).
(w) Vortex y (e) ultrasonido. (b) Fuerza ionica. Oras condiciones fueron las mencionadas en la

Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

3.3.4.2 Estudio de |la seleccion de factores

La siguiente etapa consistié en el andlisis de diferentes variables numéricas
involucradas en el proceso de extraccion mediante una técnica multivariada. Los
factores e intervalos evaluados fueron los siguientes: volumen de muestra (5-8 mL),
masa sorbente (3-7 mg), tiempo de agitacién vortex (8-12 min) y concentracion de
NaNO; (0-0,5% (p/v)). Se utilizé un modelo factorial fraccionado de dos niveles, que
requirié un total de 11 experimentos, de los cuales 3 correspondieron a puntos centrales
del sistema (Tabla 3.3.2). Se utiliz6 un modelo factorial considerando interacciones
dobles, el cual fue predictivo, concéntrico y con falta de ajuste no significativa. Por otro

lado, no se requirié ninguna transformacion de la respuesta.
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Tabla 3.3.2 Parametros experimentales para la identificacion de factores significativos.

Volumen ; » o i
: Masa de Tiempo de Concentracion  Eficiencia de
e
Ensayo sorbente agitacion de NaCl extraccion
muestra :
(mg) (min) (% (p/Vv)) (%)
(mL)
1 6,50 5 10 0,25 97,3
2 8,0 3 8 0,50 97,6
3 5,0 7 12 0,00 96,7
4 6,5 5 10 0,25 97,2
5 8,0 3 12 0,00 94
6 50 3 12 0,50 96,2
7 6,5 5 10 0,25 97
8 8,0 7 12 0,50 96,8
9 5,0 7 8 0,50 95,3
10 50 3 8 0,00 96,2
11 8,0 7 8 0,00 97,2

Mediante el estudio ANOVA proporcionado por el software utilizado, se obtuvo
un diagrama de Pareto que permitié determinar las variables con efectos significativos
en el modelo. En la Figura 3.3.6, se puede observar que la masa de sorbente fue una
variable no significativa. En base a este resultado, se seleccionaron 3 mg de GO para
estudios adicionales con el fin de minimizar el consumo de reactivos. Por otro lado, las
3 variables restantes formaban parte de interacciones significativas y por tanto requerian

un estudio mas exhaustivo con el objetivo de optimizar sus valores.
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Figura 3.3.6 Gréfico de Pareto utilizado para determinar factores significativos involucrados en
la eficiencia de extraccion de Sb(lll). A: Volumen de muestra, B: Masa absorbente, C: Tiempo de
agitacion, D: Concentracion de sal. B Efecto significativo positivo y B cfecto significativo
negativo. Otras condiciones fueron las mencionadas en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del
95%, n = 6).

3.3.4.3 Superficie de respuesta

De acuerdo con los resultados obtenidos previamente, las variables significativas
del modelo se analizaron en los siguientes rangos: volumen de muestra de 5 a 8 mL,
tiempo de agitacion en vortex de 6 a 10 min y concentracion de NaNOs de 0,4 a 0,8%
(p/v). Se selecciond un disefo tipo Box-Behnken, el cual requirié 15 ensayos (Tabla
3.3.3). En consecuencia, se obtuvo un modelo concéntrico y significativo al elegir un
orden cubico, que no requiri6 una transformacion de la respuesta. Se obtuvo un
excelente coeficiente de variacién de 0,1% con R? de 0,9971 y R? ajustado de 0,9896,
demostrando una buena correlacion entre los datos experimentales y el modelo
ajustado. La superficie de respuesta obtenida para el sistema propuesto se puede ver
en la Figura 3.3.7. Se logré una eficiencia de extraccion maxima del 99,7% con 10 min
de tiempo de agitacion, 0,4% (p/v) de concentracion de sal y 8 mL de volumen de
muestra. Ademas, se comprobd nuevamente la selectividad del método propuesto ya

que la especie Sh(V) no se extrajo en las condiciones optimizadas.
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Tabla 3.3.3 Parametros experimentales para la superficie de respuesta.

Volumen de i Concentracion -
Tiempo de Eficiencia de
Ensayo muestra o i de NaCl »
agitacion (min) extraccion (%)
(mL) (% (p/v))

1 6,5 10 0,8 97,1
2 6,5 10 0,4 96,7
3 8 10 0,6 98
4 6,5 8 0,6 95,5
5 6,5 8 0,6 96,5
6 5 10 0,6 96,4
7 5 8 0,8 97,8
8 6,5 6 0,4 96,6
9 6,5 6 0,8 97,9
10 5 8 0,4 97,4
11 8 6 0,6 98,5
12 8 8 0,4 97,7
13 5 6 0,6 97,6
14 8 8 0,8 97,4
15 6,5 8 0,6 96,3
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Figura 3.3.7 Grafica de superficie de respuesta correspondiente para determinar las condiciones
Optimas de extraccion. Influencia de la concentracion de NaNOs (% (p/v)) y el volumen de
muestra (mL) en la eficiencia de extraccion de Sb con un tiempo de agitacién inicial constante de
10 min. Las condiciones experimentales 6ptimas se indican en la Tabla 3.3.1 (intervalo de

confianza del 95%, n = 6).

3.3.5 Estudio del tipo y volumen de MIL

Todos los MILs de tipo fosfonio sintetizados en este trabajo contenian elementos
paramagnéticos (Dy, Fe, Mn) los cuales otorgan altas susceptibilidades magnéticas. Por
lo tanto, estos MILs fueron evaluados para magnetizar la superficie del GO y promover
una recoleccion rapida y simple del sorbente desde una solucibn acuosa usando
simplemente una varilla magnética. Sin embargo, considerando que el valor de pH
elegido como 6ptimo en el estudio previo fue 6, el MIL [Ps,s6,6,14][FECls] no fue capaz de
magnetizar la superficie de las nanoparticulas debido a que el Fe(lll) presente en su
estructura, es estable hasta pH 2 [61]. Por otro lado, la alta viscosidad del MIL
[Ps,6,6,14]2[MNCls] hizo poco practica su implementacion [47]. Por lo tanto, el MIL
[Ps,6,6,14]3[DyClg] fue seleccionado como Optimo ya que es estable a pH 6 y su
susceptibilidad magnética es mayor que la de los otros dos MILs en estudio.
Posteriormente, se investigo el volumen de MIL requerido para magnetizar la superficie
de GO en un rango de 20 a 60 pL. Segun los resultados, 40 uL del MIL de Dy fue el
volumen minimo necesario para recolectar por completo las nanoparticulas GO de la

solucion de muestra (Figura 3.3.8).
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Figura 3.3.8 Magnetizacion de las nanoparticulas de GO cuando se combinan con el MIL
[Ps,6,6,14]3[DyCle].

3.3.6 Evaluacion del tipo y concentracién de eluyente

La seleccion del mejor eluyente necesario para la desorcién del complejo de
GO@MIL se realizé con 2 mL de soluciones de entre 1 a 5% (v/v) de HNOs;, HCI o
H.SO.. Ademas, fue necesaria la adicion de 400 uL de un solvente organico (metanol)
para favorecer la disolucién completa del MIL. Las mezclas se agitaron en vortex durante
10 min y luego se centrifugaron a 3000 rpm durante 5 min. Finalmente, el sobrenadante
se separd con una pipeta de transferencia y se analizé por ICP-MS. De acuerdo con
este procedimiento, el Sb(lll) no fue retroextraido en las condiciones estudiadas. Por lo
tanto, para simplificar la metodologia y evitar el uso de solventes organicos y acidos
concentrados que pudieran afectar negativamente la sustentabilidad del procedimiento
de extraccion, en el método propuesto se determind Sb(V) en la solucién acuosa

directamente por ICP-MS.
3.3.7 Estudio de potenciales interferencias

Se evaluo el efecto de los posibles iones interferentes en la determinacion de Sb
por el método propuesto. Se midieron por ICP-MS soluciones estandar de 50 ug L de
Sb(V) en presencia de cada ion concomitante a los niveles de concentracion que
normalmente se encuentran en las muestras en estudio. Se consideré que los iones
concomitantes interferian cuando provocaban una variacion de la sefal analitica de *

5%. Segun los resultados, cationes como K* y Na* fueron tolerados en concentraciones
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hasta 3000 mg L, Mg?*y Ca?* hasta 1500 mg L1, Cu?*, Fe*', Zn?*; AP*, Pb?*, Mn?* hasta
20 mg L sin efecto en la recuperacion de Sb. Ademas, aniones como CI-, NO3™ fueron
tolerados en concentraciones de hasta 2000 mg L%, PO,* y SO4?" hasta 1000 mg L*
sin efecto significativo en la determinacién de Sh. Por lo tanto, no se observaron efectos

interferentes en la determinacion de Sb por el método propuesto.

3.3.8 Selectividad analitica del método para la determinacion de

especies de Sb

Con el fin de evaluar la selectividad del método propuesto para la separacién y
determinacién de especies de Sb, se realiz6 un estudio de recuperacion. Como se
menciond anteriormente, a pH 6 solo se extrajo Sb(lll) usando DDTC como reactivo
quelante y GO como material de sorcion. Esto se debié esencialmente a la selectividad
mostrada por DDTC para la formacion de un complejo con Sb(lll), pero también porque
el complejo fue altamente retenido en la superficie del material de sorcion. En este
estudio, se lograron diferentes relaciones molares Sb(V)/Sb(lll) que van de 0,7 a 20 con
concentraciones en el rango de 0,4-5,0 ug L™ para Sb(lll) y 3,5-8,0 ug L™ para Sb(V).
En condiciones experimentales optimas se obtuvo alta selectividad y buena exactitud
con valores de recuperacion entre 97,0% y 103% para Sb(lll) y entre 97,1% y 101%
para Sb(V) (Tabla 3.3.4).
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Tabla 3.3.4 Selectividad del método propuesto para la determinacion de las especies Sb(lll) y Sb(V).

Sb(lll) Sbh(V)
Relacion molar Agregado Hallado Recuperacion Agregado Hallado Recuperacié
Sb(V)/Sb(lll) (vg L) (vg L) (%) (Mg L") (vg L) n

(%)
20 0,4 0,39 £ 0,01 97,5 8 8,10 £ 0,06 101
10 0,75 0,76 £ 0,03 101 7,5 7,48 £ 0,05 99,7
7,0 1,0 1,03 £ 0,03 103 7,0 6,80 + 0,04 97,1
3,5 2,0 2,04 £ 0,04 102 7,0 6,82 £ 0,03 97,4
2,5 2,0 1,94+ 0,03 97,0 5,0 5,04 + 0,03 100
1,5 3,0 3,10 £ 0,04 103 4,5 4,38 £ 0,02 97,3
1,0 3,5 3,52+ 0,04 100 3,5 3,562+ 0,02 100
0,7 5,0 4,86 + 0,05 97,2 3,5 3,565+ 0,01 101
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3.3.9 Rendimiento analitico del método propuesto

La curva de calibracion obtenida luego de la cuantificacién de 6 soluciones
estandar de calibraciéon de Sb mostr6 un rango lineal de 0,01 a 80 pg L™* (Figura 3.3.9).

La ecuacion de regresion para la curva de calibracién con el método propuesto fue:
A=2110C-1104,1 (5)

donde A es la sefial obtenida y C es la concentracién de Sb en ug L™, con un
coeficiente de correlacion de 0,9997. EI LOD y el LOQ se calcularon como las
concentraciones correspondientes a la sefial en la intersecciobn mas tres veces la
desviacion estandar de la solucion en blanco en la ecuacion de regresion [34]. Los LODs
y LOQs alcanzados fueron de 0,005 ug Ly 0,016 pg L para Sb(lll) y de 0,003 ug L*
y 0,010 pg L para Sb(V), respectivamente. Las RSDs se calcularon realizando seis
determinacion réplicas de 8 mL de solucién estandar conteniendo 10 pg L de Sbh, lo
que resulté en 3,2% para Sb(lll) y 2,9% para Sb(V). Ademas, se obtuvo una eficiencia
de extraccion del 99,7% para Sb(lll) en las condiciones 6ptimas mencionadas en la
Tabla 3.3.1. La frecuencia analitica, definida como el nUmero de muestras que se
pueden analizar por hora, es otro parAmetro importante en las metodologias analiticas.
[73]. En este trabajo, todo el procedimiento de extraccion, incluida la complejacion del
metal, la extraccién del complejo con el GO, la magnetizacion del sorbente con el MIL y
la posterior separacion de fases con un iman, podria llevar unos 14 min. Sin embargo,
debido a que fue posible tratar un alto nUmero de muestras simultdneamente con el uso
de varias varillas magnéticas, y utilizando una técnica de deteccion elemental de
introduccion de muestras continua como ICP-MS, se alcanz6 una frecuencia de analisis

de 18 muestras por h.
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Figura 3.3.9 Curva de calibracion para Sb obtenida bajo las condiciones experimentales

indicadas en la Tabla 3.3.1 (intervalo de confianza del 95%, n = 6).

Ademas, en la Tabla 3.3.5. se indica un estudio comparativo del rendimiento
analitico obtenido en el método propuesto con respecto a otros reportados en la
literatura basados en la determinacion de Sb por la técnica ICP-MS. Algunas cifras
analiticas de mérito obtenidas en este trabajo incluyendo el LOD y el rango lineal de la
curva de calibracion son comparables o mejores que otros informados anteriormente.
Ademas, la frecuencia analitica obtenida en este trabajo fue superior a las reportadas
en la Tabla 3.3.5. Esto podria ser de especial valor para laboratorios de rutina como los
dedicados al control de alimentos, que suelen demandar tiempos de analisis cortos.
Ademas, la magnetizacion facil y rapida de la superficie del GO mediante la adicion del
MIL simplificé la técnica D-p-SPE, evitando asi pasos para la separacion de fases (por
ejemplo, centrifugacién) que aumentan el tiempo de la metodologia. Es importante
mencionar que, si bien las nanoparticulas magnéticas (p. ej., FesOs) han sido
ampliamente utilizadas para magnetizar la superficie de materiales adsorbentes, estos
nanomateriales presentan ciertos problemas asociados con la inestabilidad de los
sistemas coloidales (agregacion o precipitacion), comprometiendo asi la separacion
magnética [74]. Por otra parte, en este trabajo se demuestra que la aplicacion de MILs
en lugar de nanoparticulas magnéticas es un procedimiento de separacion de fases mas
eficiente. Adicionalmente, el método propuesto se aplicé a muestras complejas como té

y miel, en comparacion con las mencionadas en la Tabla 3.3.5.
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Finalmente, se evalud el grado de sustentabilidad del método propuesto y se
comparo con los mencionados en la Tabla 3.3.5 utilizando el software AGREE [19]. Para
ello se analiz6 el tratamiento de la muestra y la técnica de deteccion. Como se mencion6
en la seccion 3.1.10, el software considera factores relacionados con todo el proceso
analitico, incluidas las cantidades y toxicidad de los solventes o reactivos empleados, la
generacion de residuos, cantidad de muestras analizadas por hora, posibilidad de
automatizacién y miniaturizaciéon. En base a dichas caracteristicas y de acuerdo a los
resultados, se obtuvo un valor de 0,61 para el método propuesto, el cual es comparable
o incluso superior a los reportados en la literatura sobre la determinacion de Sb por ICP-
MS. Ademas, es importante destacar que se evitd el uso de solventes organicos toxicos
y el tratamiento térmico de las muestras. Por lo tanto, podria considerarse que el método

analitico propuesto presenta un grado de sustentabilidad elevado.
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Tabla 3.3.5 Datos de rendimiento analitico informados en la literatura y analisis AGREE para la determinacién de Sb por ICP-MS.

Extractante/sorbente Técnicade Analisisde  Separacion LOD RSD Rango Frecuencia Muestra Grafico Ref.
(cantidad) extraccion especiacion magnética (Mg L) (%) lineal de andlisis (cantidad) (AGREE)
(mg L) (h™)
Agua de
lago Ty
] fortificada y ‘
Resina de gel DPTH? SPE No No 0,011 1,4 LOQ-60 12 [75]
agua de ‘§
mar S
(5,7 mL)
TDNFsP
6 mg D-u-SPE Hojas de té
( ) ! Y Si No 0,019x 10°% 57 N.R". N.RP ) & Qﬁ [41]
y CHCIs DLLME (0,19) 1\
(15 uL) g
Agua de
lago, rio
Fes0q4° g . y <aky
: . . grifo y V2
(C8-Fes04@SiO2) MSPE' Si Si 0,001 3,4 0,05-10,0 N.R" [63]
aguas ‘ ,
(20 mg) . s’
residuales
(100 mL)
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. , e
Columna monolitica Agua de rio ‘
poli(SH-GMA-EDMA)¢ CMEs¢ Si No 0,004 52 0,015-20 N.RP y lago [59]
(1 mL) -
Agua de "Q
PSTH-cpge SPE Si No 0,013 3,0 0,05-80 9 mar ﬁ [76]
(2,2mL)
&a
Agua de
0,005 "
rifo,
GO _ _ (Sb(lll)) oo "g Método
D-u-SPE Si Si 29 0,01-80 18 infusiones ‘
(3 mg) 0,003 ] ) propuesto
(Sb(V) de té y miel
(8 mL) &a #

aDPTH-gel: 1,5-bis(di-2-piridil)metileno tiocarbonohidrazida unida a gel de silice

bTDNFs: Nanofibras de diéxido de titanio

‘Fes304 (C8-Fe304@Si0z2): Nanoparticulas magnéticas recubiertas de silice inmovilizadas con octilo

dpoli(SH-GMA-EDMA): Capilar monolitico de poli(metacrilato de glicidilo-dimetacrilato de etileno) funcionalizado con cistamina

ePSTH-cpg: Resina quelante [1,5-bis(2-piridil)-3-sulfofenil metileno] tiocarbonohidrazida inmovilizada en vidrio poroso controlado con aminopropilo

MSPE: Extraccion en fase sélida magnética

9CME: Microextraccion capilar

PN.R.: No reportado
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3.3.10 Determinacién de especies inorganicas de Sb en

muestras de agua, té y miel

El método propuesto se aplicé para la determinacion de Sb(lll) y Sb(V) en
muestras de diferente composicion y complejidad. Se analizaron muestras de agua de
grifo, diversos tipos de té y miel de diferentes tonalidades (Tabla 3.3.6). Las
concentraciones de Sb encontradas en las muestras analizadas fueron del orden de
niveles de trazas y ultratrazas, de acuerdo con otros autores que analizaron muestras
similares [55, 77] y por debajo de los limites maximos permisibles establecidos por las

autoridades internacionales de control [78, 79].

La exactitud del método propuesto se evalué determinando el Sb en un CRM de
agua natural (NIST SRM 1643e "Trace Elements in Water"), con una concentracion de
Sb total declarada de 58,30 + 0,61 pg L. La concentraciéon encontrada con el método
analitico propuesto fue de 58,23 + 0,55 ug L1, demostrando una exactitud aceptable ya
que no diferia estadisticamente del valor declarado en el CRM (t-student; a = 0,05).
Asimismo, es importante mencionar que CRMs de té y miel aiun no se comercializan
debido a la gran diversidad de tipos de té que se consumen y problemas de
homogeneidad en la composicion de la miel [55, 80]. Adicionalmente, en este trabajo se
realizé un estudio de recuperacion a tres niveles, como una herramienta véalida para
estudiar el efecto de matriz [37]. Se encontraron valores de recuperacion en el rango de
96,0-101% para Sb(lll) y 97,0-100% para Sb(V), demostrando asi una aplicacion
confiable del método analitico propuesto, basado en la combinacion de GO y MIL, y su
incorporacion en la técnica D-u-SPE asociada a la deteccion ICP-MS para el andlisis de

especiacion de Sb inorganico en muestras de agua, infusiones de té y miel (Tabla 3.3.6).
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Tabla 3.3.6 Resultados del analisis de especiacion de Sb inorganico en las muestras en estudio (95% intervalo de confianza; n = 6).

Sh(lir) Sh(V)
Muestra Agregado Hallado Recuperacion Agregado Hallado Recuperacion
(ng L) (ng L) (%) (ng L) (ng L) (%)
0 1,58 + 0,12 0 0,54 + 0,05
Agua de grifo 1 2,56 +0,18 98,0 1 1,52+0,11 98,0
5 6,52 £ 0,50 98,8 5 5,49+041 99,0
10 11,5+ 0,95 99,2 10 10,5+ 0,82 99,6
0 0,76 = 0,06 0 0,20 £ 0,03
Té de manzanilla (0,152)b (0,040)b
1 1,74+ 0,14 98,0 1 1,18 £ 0,09 98,0
5 5,67 +£0,43 98,2 5 5,12+ 0,38 98,4
10 10,6 £ 0,83 98,4 10 10,1+ 0,80 99,0
0 1,04 £ 0,07 0 0,19 + 0,02
Té verde (0,208)b (0,038)°
1 2,01+£0,16 97,0 1 1,16 £ 0,08 97,0
5 5,92+ 0,46 97,6 5 5,08 £ 0,37 97,8
10 10,9+ 0,84 98,6 10 10,0 £ 0,79 98,1
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Té negro 0 1,36 £ 0,10 - 0 0,21 £ 0,03 -
(0,273)b (0,042)P
1 2,32+£0,17 96,0 1 1,18 £ 0,09 97,0
5 6,21 £ 0,48 97,0 5 5,07 £ 0,37 97,2
10 11,1+ 0,92 97,4 10 9,96 + 0,77 97,5
0 0,32 £0.04 --- 0 0,07 £ 0,01 ---
Miel &mbar extra (0,032)p (0,007)0
clara 1 1,31+ 0,09 99,0 1 1,06 + 0,07 99,0
5 5,30+ 0,39 99,6 5 5,04 +£ 0,36 99,4
10 10,4+ 0,81 101 10 10,1 + 0,79 100
0 0,35+ 0,04 0 0,11 + 0,02
Miel &mbar clara (0,035)b (0,011)°
1 1,33+0,10 98,0 1 1,09 + 0,08 98,0
5 5,28 + 0,38 98,6 5 5,05+ 0,36 98,8
10 10,3+ 0,81 99,5 10 10,0+ 0,79 98,9
0 0,39+ 0,04 0 0,14 + 0,02
Miel ambar (0,039)p (0.014)°
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1 1,36 £ 0,12 97,0 1 1,11 + 0,08 97,0
5 525+0,37 97,2 5 5,01+£0,35 97,4

10 10,2+ 0,80 98,1 10 9,92 +£0,75 97,8

3(Hallado-Base)/Adicion x 100

bConcentracion de Sbh expresada como ug Sb g de té y miel.

252



3.3.11 Conclusiones especificas

En este ultimo trabajo realizado en el contexto de la tesis doctoral, se presentd
la primera aplicacién de GO combinado con un MIL para la extracciéon y determinacién
de especies de Sb. Se desarroll6 un método analitico eficiente basado en la
combinacion de técnicas D-pu-SPE y ICP-MS, en el uso de GO y MIL, para la separacion
y cuantificacién de especies inorganicas de Sb en muestras de agua de grifo, infusiones
de té y miel. El método analitico propuesto fue altamente selectivo hacia la especie
Sb(lll) en base al empleo del reactivo quelante DDTC para la formacion del complejo
Sb(lI)-DDTC correspondiente seguido de su posterior extraccion y separacion por
adsorcion sobre la superficie de una fase sélida de alta superficie como fue el GO.
Ademas, fue posible realizar una magnetizacién efectiva de la superficie del GO a través
de un simple paso de funcionalizacion con el MIL [Ps,s,6,14]3[DyClg], que a su vez resultd
en una recoleccién practica y rapida del nanomaterial sorbente, evitdndose la necesidad

de instrumentacién adicional para la separacion de fases.

Adicionalmente, la técnica D-yu-SPE puede considerarse una alternativa
respetuosa con el ambiente ya que no se requiri6 el uso de solventes organicos volatiles
y la realizacion de un estudio multivariado permitié reducir significativamente el nimero
de experimentos y, por tanto, el consumo de reactivos y generacion de residuos.
Finalmente, este método puede ser considerado como una herramienta rapida, selectiva
y exacta para ser aplicado en el analisis de especiacion de Sb a niveles de ultratraza,

especialmente en aquellos laboratorios enfocados en el control de calidad de alimentos.
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En el marco de la presente Tesis Doctoral, se desarrollaron metodologias
analiticas novedosas que fueron disefadas y aplicadas exitosamente en base a la
implementacién de solventes de ultima generacion como son los MILs que aportaron
utiidad como fases extractantes y de recuperacidon de nanosorbentes con el
aprovechamiento de sus propiedades magnéticas. Asimismo, la baja o nula volatilidad
de este tipo de ILs constituyd un aporte significativo a incrementar la sustentabilidad
ambiental de los métodos analiticos desarrollados con respecto al empleo de solventes
organicos volatiles clasicos. En este trabajo de Tesis Doctoral se demostré la destacada
capacidad que tienen los MILs para ser implementados como solventes de extraccion
eficientes en las técnicas LLME y D-u-SPE, de manera de desarrollar métodos de
preconcentracion y separacion que permitan el andlisis de especiacion de As 'y Sb. Asi,
fue posible realizar la determinacion ultra sensible y selectiva de estos elementos y sus

especies quimica en muestras ambientales y alimentos.

Es importante resaltar que los métodos analiticos basados en la aplicacién de
estos solventes novedosos, permitieron alcanzar ventajas significativas desde el punto
de vista ambiental al emplear volimenes reducidos (en la escala de microlitros), eliminar
las pérdidas de solventes por evaporacion (poseen nula volatilidad), resultando en una
reduccién significativa de los residuos generados. Asimismo, se ha observado una
mejora apreciable en la selectividad y eficiencia analitica de los métodos desarrollados
implementando MILs, los cuales, por su magnetismo intrinseco, facilitan la separacion
de las fases. En este sentido, los MILs permitieron la separacion eficiente de las fases
mediante un campo magnético externo aplicado simplemente con una varilla, evitando
la necesidad de una etapa de centrifugacién en la técnica LLME, lo cual minimizé el
consumo de energia y tiempo. Ademas, la propiedad magnética inherente de los MILs
evitd la necesidad de adicionar magnetita para magnetizar la fase extractante, lo cual
ha sido utilizado en otros trabajos previamente reportados, simplificando ain mas el

proceso.

Adicionalmente, se observd que la aplicacion combinada de estos solventes
modernos con nanomateriales no magnéticos como el GO permiti6 potenciar
sinérgicamente sus propiedades. Este nanomaterial aporté una alta capacidad de
sorcién y una elevada area superficial especifica, lo cual permitié mejorar el rendimiento
de la metodologia para la separacién y determinacion de especies inorganicas de Sb.
Sin embargo, al formar dispersiones estables y con particulas de baja granulometria, su
completa recoleccién desde una solucién acuosa suele ser compleja. Para resolver este

inconveniente, los MILs pudieron adsorberse convenientemente sobre la superficie de

262



los nanomateriales con el objeto de magnetizarlos y permitir una facil y rpida

separacion de fases mediante la simple aplicacién de un iman externo.

Durante el desarrollo de esta tesis, se ha comprobado que los MILs que poseen
el cation fosfonio pueden ser alternativas sumamente efectivas para realizar la eficiente
extraccion y cuantificacién de diversos elementos toxicos a niveles de ultratraza en
matrices de mediana a alta complejidad, como son las muestras ambientales y
alimentos. No obstante, la implementacién de los MILs conllevé desafios analiticos
significativos, ya que fue necesario un estudio minucioso de las condiciones operativas
debido a su potencial para generar interferencias en las mediciones de los analitos con
la técnica ETAAS.

En primer lugar, se desarrollé un método basado en la aplicacion de dos MILs
para el analisis de especiacion de As inorganico mediante LLME-ETAAS en muestras
de agua, suelo y sedimento. Para ello, se requiri6é de una etapa de limpieza o "clean-up”
de las muestras para eliminar los iones potencialmente interferentes de las mismas.
Luego, el As(lll) complejado con APDC se extrajo y se separ6 mediante el MIL
[Ps,6,6,14]3[DYCle], asi el As(V) presente en la soluciéon acuosa se preconcentré con el
MIL [Pes,6,6,14][FeCls]. La fase MIL que conteniendo la especie As(V) se recolectd
mediante una varilla magnética y se diluyé en unos pocos microlitros de CHCls.
Finalmente, se inyect6 una alicuota en el horno de grafito para la determinacion de As.
El As inorgéanico total se determiné utilizando el MIL [Pe,s,6,14][FECls] como solvente de
extraccion para ambas especies. La concentracion de As(lll) se calculd mediante la
diferencia entre la concentracion de As inorganico total y As(V). La cuantificacion directa
del analito en la fase de MIL fue posible luego de un riguroso estudio de las condiciones
instrumentales en ETAAS. En este trabajo se demostré que el MIL [Pe,s,6,14]3[DyCls]
permiti6 la completa separacién de las especies inorganicas de As y que el MIL
[Pe,6,6,14][FECl4] fue un excelente solvente de extraccion para el As(V) alcanzandose una
eficiencia de extraccion del 99% bajo condiciones experimentales Gptimas. Ademas,
dicho MIL permiti6 la extraccién de ambas especies para la determinacion de As total.
Por lo tanto, la implementacién del MIL de Fe evité el uso de solventes organicos
volatiles e inflamables como fase de extraccion y el empleo de agentes oxidantes para
la cuantificacion de As inorgénico total. Adicionalmente, su magnetismo intrinseco

facilité la separacién de fases con un iman.

En segundo lugar, se realizé6 la eficiente y selectiva separacion y
preconcentracion de especies inorganicas de Sb mediante LLME basada en la
aplicacion del MIL [Pe,s,6,14][FECls] por ETAAS en muestras de agua de diversos

origenes. La especie Sb(lll) se extrajo selectivamente mediante su complejacién con
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DDTP y con el MIL [Ps,s,6,14][FECls] como solvente de extraccion. Posteriormente, se
aplicé una varilla magnética para la separacion de fases, introduciéndola directamente
en la solucién de la muestra, y luego se diluyé la fase MIL en CHCls. Posteriormente, se
inyectd6 una alicuota de esta solucion en el horno de grafito de ETAAS para la
determinacion de Sb. Bajo las condiciones Optimas se obtuvo una eficiencia de
extraccion del 98% para Sb(lll) luego de una optimizacién multivariado, lo cual minimizé
el numero de experimentos Yy, por lo tanto, consumo de reactivos, tiempo y costo. Se
aplico la reduccion selectiva de Sh(V) a Sh(lll) con Kl antes de la preconcentracién para
la determinacién de Sb inorganico total y la concentracion de Sbh(V) se calculé mediante
resta. Este método, por su parte, representé la primera aplicacion de un MIL para el
andlisis de especiacion de Sb. La determinacion directa del analito en la fase MIL se
logré tras un estudio detallado usando el programa de temperaturas de ETAAS, para
minimizar las interferencias producidas por la matriz organica evitando la pérdida del
analito. Ademas, se evalué la posible interferencia de Fe sobre la determinacién del Sb,
siendo menos significativa en presencia de la matriz del MIL que cuando se inyectaba
una solucién acuosa de Fe. Posiblemente, esto fue debido a la capacidad de los ILs
para volatilizarse a elevadas temperaturas como pares de iones estables, logrando
eliminar parcialmente el Fe durante la etapa de pirélisis en ETAAS.

Finalmente, se desarrollé6 un método simple y sustentable basado en el uso de
GOy el MIL [Pe,6,6,14]3[DYCle] para el analisis de especiacién de Sb inorganico mediante
D-u-SPE seguido de ICP-MS. En este trabajo, las especies de Sb(lll) complejadas
selectivamente con DDTC y se retuvieron en pocos mg de GO. Posteriormente, se
agregd el MIL [Pes,s,6,14]3[DyCls] para magnetizar instantdneamente la superficie del
sorbente seguido de su separacién usando una varilla magnética. Luego, la fase acuosa
que conteniendo solo Sh(V) se analiz6 directamente mediante ICP-MS. La
concentracion de Sb total se obtuvo mediante introduccion directa de la muestra en ICP-
MS. Por lo tanto, el Sh(lll) se calculd en base a la diferencia entre las concentraciones
de Sb inorganico total y Sb(V). Las condiciones experimentales de extraccion se
optimizaron mediante un estudio multivariado y se alcanz6 una eficiencia de extraccion
del 99,7%. En este trabajo se obtuvo un beneficio destacable de la combinacion
sinérgica de las propiedades del GO (elevada area superficial, alta dispersabilidad en

agua y elevada capacidad de retencion) y del MIL (magnetismo propio).

En todos los trabajos desarrollados en la presente Tesis Doctoral, se alcanzaron
rendimientos analiticos muy satisfactorios. En la Tabla 4.1 se puede observar un
resumen de los mismos. Esta afirmacion no se basa Unicamente en las cifras absolutas

obtenidas, sino que se han comparado de manera individual con trabajos reportados en
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la literatura empleando solventes o técnicas similares a las que se plantean aqui. Estos
analisis demuestran que los métodos desarrollados en la presente Tesis se igualan o

superan a aquellos publicados en revistas de alto impacto internacional.

Ademas, los métodos propuestos durante el desarrollo de la presente tesis
fueron evaluados en términos de sustentabilidad con el software AGREE, siendo
comparables o superiores a otros métodos similares reportados en la literatura (Tabla
3.1.4, 3.2.6 y 3.3.5). En el primer y segundo trabajo de la tesis (secciéon 3.1y 3.2), se
alcanzaron valores de 0,36 y 0,41, respectivamente. Los bajos valores obtenidos
podrian explicarse debido a, por ejemplo, el empleo de un solvente organico téxico
volatil e inflamable (CHCIs) para diluir la fase MIL, previo a la inyeccion de dicha fase en
el horno de grafito de ETAAS. Esto sumado a la utilizacién de &cidos concentrados para
generar el medio adecuado de extraccion, o a la baja frecuencia analitica obtenida. En
el tercer y Ultimo trabajo de la presente tesis (seccion 3.3), se alcanz6 una puntuacion
de 0,61. Este trabajo se destaca por ser una alternativa mas ecoldgica al evitar el uso
de solventes orgéanicos volatiles e inflamables y el empleo de acidos concentrados los

cuales son téxicos y corrosivos.

Con base en los tres trabajos desarrollados en esta tesis, se ha evidenciado un
enfoque innovador y prometedor en el campo de la quimica analitica al miniaturizar los
procesos, lo que conlleva a una reduccion significativa del consumo de reactivos y la
generacion de residuos. Ademas, la implementacién de MILs en lugar de solventes
organicos toxicos, volatiles e inflamables representa un avance significativo hacia
practicas mas seguras y ecoldgicas en el ambito analitico. A pesar de estos avances,
es importante mencionar que ninguno de los métodos desarrollados emple6 reactivos
obtenidos a partir de fuentes renovables, ademas, emplearon técnicas de deteccién
elemental (ETAAS e ICP-MS) que consumen una cantidad significativa de energia.
Adicionalmente, la preparacion de la muestra se realizé en modo “batch”, lo que limita
la simplicidad y la eficiencia. En este contexto, se vuelve esencial considerar el
desarrollo de métodos automatizados que no solo minimicen el consumo de energia,
sino que también hagan uso de reactivos biodegradables y renovables. Estos avances
podrian mejorar la eficiencia de los métodos analiticos, al tiempo que fomentarian

practicas mas responsables desde el punto de vista ambiental.
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Tabla 4.1 Métodos analiticos desarrollados durante la presente tesis doctoral para el analisis de especiacién de Asy Sbh.

) Solvente/sorbente Agente . LOD RSD ITi?‘ng:) Muestra Grafico »
Analito . Método o EF & Seccion
extractante complejante (gL (%) (ug L) (volumen) AGREE
[Ps,6,6,14]3[DyCls] Agua de grifo,
As(lIl) (100 pL: 33 mg de rio, mar, dique
[Ps,6,6,14]3[DyCle] en APDC MIL-LLME- 0,020 3,9 y subterranea, é Q
As(V) 100 pL de CHCIs) ETAAS 35 0,05-13 suelo y ‘ 3.1
0,017 3,1 sedimento O g
[Ps,6,6,14][FeCl4] aa
(60 L) (5 mL)
Agua de grifo,
dique, mineral, [
Sb(lll) [Ps,6,6,14][FeCla] MIL-LLME- 3,1 humedal, & Q
Sb(v) (45 uL) DDTP ETAAS 0,020 35 35 00820  gypterranea, ‘ s/ 3.2
lluvia y rio Q‘. &
(6 mL)
Agua de grifo,
GO (MIL: GO@MIL-D- .
Sb(lll) [P6.6,5,141s[DyCle]) @ 0,005 3,2 NA infusiones de
/6.6, DDTC n-SPE-ICP- 0,01-80 t&, miel 3.3
Sb(V) MS 0,003 29

N.A.: No aplicado.
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En resumen, en la presente Tesis Doctoral se han propuesto novedosas
metodologias analiticas empleando solventes modernos como son los MILs, para la
extraccion y determinacion de especies inorganicas de As y Sb en muestras de origen
ambiental y alimentos. De este modo, los MILs han demostrado alcanzar un rendimiento
analitico sobresaliente, con una aplicacién comprobada en matrices complejas como las
mencionadas, permitiendo la extraccién selectiva y posterior determinacion de las
especies inorganicas de estos elementos a hiveles de ultratraza. Ademas, estos
solventes aportan nula inflamabilidad, despreciable volatilidad y reduccion significativa
de la escala de las operaciones, sumado a su propiedad magnética inherente que
permite realizar la separacién de fases de forma mas simple y rapida, con un iman,
minimizando el tiempo y consumo de energia. Asi, la combinacion de estas propiedades
junto a la implementacién de los MILs en técnicas LLME y D-u-SPE, que permiten la
reduccion de la cantidad de solventes y materiales de extraccion debido a la microescala
en la que se realizan las operaciones involucradas, contribuye significativamente a
promover la compatibilidad ambiental de los métodos propuestos. Por lo tanto, pueden
considerarse valiosas herramientas analiticas para su aplicacion en laboratorios de
rutina orientados al control ambiental y alimentos debido también a la elevada
selectividad en la separacion de las especies quimicas y su determinacion con alta

sensibilidad analitica.

Como perspectiva a futuro, se plantea la posibilidad de continuar con el
desarrollo de métodos basados en la implementacién de MILs, para el andlisis de
especiacion de elementos como Hg y Se, entre otros. Asimismo, se continuara la
busqueda de nuevos MILs de viscosidad mas baja y con mayor susceptibilidad
magnética que los empleados en este trabajo de Tesis Doctoral, para ser empleados en
el desarrollo de metodologias de microextraccion aun mas eficientes. Ademas, se
seguira explorando la combinacion de estos solventes con nanomateriales no
magnéticos como GO, nanotubos de carbono, silica, etc, para la microextraccion y
preconcentracion de elementos. Adicionalmente, se estudiara la potencial aplicacién de
MILs en sistemas en flujo que permitan la preconcentracion y separacion de especies
guimicas. De esta manera, se aportara al desarrollo de metodologias de referencia que
puedan ser utilizadas como recursos para la formulacion de regulaciones en relacién
con las caracteristicas tanto cualitativas como cuantitativas de diversos analitos y sus

diferentes especies en diversas matrices.
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