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PROLOGO

Con el transcurso del tiempo, las ciencias del ambiente se benefician cada vez
més del desarrollo de metodologias analiticas innovadoras. Esto se refiere
especialmente a la identificacion, separacion y cuantificacion de las diferentes formas
bajo las cuales puede existir una especie quimica en muestras tan diversas como aguas,
suelos y sedimentos, entre muchas otras. La palabra “especiacion” se ha tornado
extremadamente popular Ultimamente y es utilizada en estudios relacionados con la
distribucién de un elemento quimico entre sus diversas formas quimicas o “especies”.
De hecho, el concepto de especiacion resulta extremadamente importante dentro de los
estudios nutricionales y de contaminacion, puesto que aporta informacion relacionada
con la biodisponibilidad y toxicidad de un dado elemento. Este ha permitido demostrar
que estos factores no solo dependen de la naturaleza del elemento y de su
concentracion, sino también de las formas (especies) y combinaciones quimicas que el

mismo presenta en el sistema bajo estudio.

Desde este punto de vista, el continuo desarrollo y aplicacion de metodologias
analiticas de ultima generacion que involucren el acoplamiento de técnicas de
separacion altamente eficientes (cromatograficas o no cromatogréaficas) con otras de
deteccion elemental de alta sensibilidad (por ej. espectrometria de absorcién atémica
[AAS], espectrometria de fluorescencia atomica [AFS], espectrometria de masas con
plasma de acoplamiento inductivo [ICP-MS] o espectrometria de emisién Optica con
plasma de acoplamiento inductivo [ICP-OES]) son actividades cruciales en la quimica
analitica moderna y permiten alcanzar un grado elevado de andlisis de especiacion
elemental a niveles de concentraciéon del orden de trazas (ug L) o aln menores.
Sumado a esto, el desafio de disminuir el impacto ambiental, siguiendo los preceptos
de la Quimica Verde, agrega otra dimensién al problema del andlisis quimico. Ante esta
situacion, el desarrollo de métodos que minimizan el consumo de reactivos -
especialmente de aquellos con alto impacto ambiental- se ha convertido recientemente
en otro de los objetivos a contemplar al momento de disefiar nuevas metodologias. Los
métodos clasicos de extraccion y preconcentracion suelen requerir grandes cantidades
de solventes organicos volatiles que implican riesgos elevados de contaminacion
ambiental y de seguridad, haciendo el reemplazo eficiente de esos solventes por

alternativas mas sustentables uno de los desafios mas importantes en la actualidad.

En los udltimos quince afos, los liquidos iénicos (ILs) han sido introducidos en la

comunidad cientifica y tecnolégica como alternativas a los solventes organicos
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convencionales volatiles. De este modo, las propiedades fisicas y quimicas particulares
de estos nuevos solventes los posicionan como solventes del futuro para reemplazar a
los solventes organicos moleculares en areas que van desde la quimica analitica hasta
procesos industriales. Dentro de las caracteristicas que hacen a estos solventes ideales
para su aplicacion en metodologias analiticas de extraccién liquido-liquido, se pueden
mencionar: su elevado punto de ebullicion, su gran estabilidad quimica y el amplio
abanico de posibilidades quimicas que brindan en términos de interacciones

intermoleculares, haciendo posible su uso con, virtualmente, cualquier analito de interés.

Entre las propiedades requeridas para la aplicacion de ILs en quimica analitica,
se destacan la necesidad de que sean insolubles en agua y mas densos que ella, para
evitar su disolucién en las muestras y facilitar la separacion de ellas, respectivamente.
Esto hace que una fraccion importante del universo de los ILs quede exceptuada de
poder ser utilizada. Ante esto, la posibilidad de combinar los ILs con soportes sélidos
para su uso en metodologias de extraccién en fase sélida abre la puerta a un vasto

rango de posibilidades de aplicaciones, incluso para ILs solubles en agua.

Entre los soportes mas atractivos para el acoplamiento de ILs, los
nanomateriales se han posicionado naturalmente como una de las alternativas mas
eficientes. Propiedades tales como su gran relacion superficie-volumen, la presencia de
grupos funcionales superficiales o, incluso, propiedades tales como el magnetismo,
hacen a los nanomateriales muy atractivos tanto para aplicaciones analiticas directas
COmo para su uso como soportes de otros extractantes. Por esto, la sinergia surgida de
la combinaciéon de nanomateriales con ILs representa un campo de investigacion de
gran interés para el desarrollo de métodos de preconcentracion y analisis de especiacion

elemental.

Por otro lado, el selenio (Se) y el telurio (Te) son elementos que, al encontrarse
en posiciones contiguas en el grupo XVI de la tabla periédica, presentan algunas
propiedades similares y otras distintivas entre ellos. El Se es un elemento de naturaleza
dual, esencial para el ser humano en un rango estrecho de concentraciones y téxico
fuera de él. Por otro lado, el Te no tiene funciones conocidas en el organismo y es toxico
a concentraciones relativamente bajas, lo cual es de suma importancia teniendo en
cuenta que sus usos y aplicaciones se encuentran en pleno crecimiento actualmente.
Ambos elementos coinciden en el hecho de que sus especies inorganicas son
significativamente mas téxicas que las organicas y que, entre las inorganicas, hay
diferencias de toxicidad entre estados de oxidacion. Esto, sumado a que las

concentraciones de estas especies suelen ser del orden de los pg L en muestras
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ambientales, motivo el objetivo de esta tesis de desarrollar metodologias analiticas

innovadoras para la preconcentracion y separacion de las especies de estos elementos.

El principal objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido el desarrollo de metodologias
analiticas utilizando ILs, nanomateriales y los materiales hibridos resultantes de su
combinacién para la preconcentracion y el analisis de especiacion no cromatografico de
especies inorgénicas de Se y Te en muestras de interés ambiental. Se han propuesto,
evaluado y desarrollado métodos analiticos fundamentados en técnicas modernas de
extraccion liquido-liquido (extraccion en punto de nube y por formacion in situ de
solvente) y de microextraccion en fase solida (dispersiva y dispersiva magnética). Se ha
descripto, ademas, el empleo de técnicas de deteccidn elemental tales como AAS y
AFS, habiendo demostrado que el acoplamiento de estas con los métodos de
preconcentracién desarrollados permite llegar a limites de deteccion comparables o
incluso mas favorables que aquellos alcanzables con técnicas mas costosas y menos
accesibles, como ICP-MS. Un aspecto destacable de las metodologias desarrolladas
surge de la posibilidad de aplicacion de las mismas sobre muestras con matrices
complejas, tales como aguas naturales (incluyendo agua de mar), lixiviados de suelos y

sedimentos e, incluso, alimentos de interés regional en algunos casos.

El texto de esta Tesis aborda inicialmente una introduccion que incluye algunos
aspectos de la quimica del Se y del Te, asi como desarrollos analiticos de los ultimos
aflos apuntados a su analisis de especiacion y preconcentracion. ContinGa con una
discusion de las propiedades y usos de los ILs, nanomateriales y sus combinaciones en
quimica analitica para la extraccién, separacion y preconcentracion de especies
inorganicas de Se y Te. Posteriormente se presenta la descripcion y discusion de las
investigaciones llevadas a cabo durante la Tesis Doctoral, que incluyen el desarrollo de
tres procedimientos innovadores de microextraccibn en fase soélida utilizando
nanomateriales e hibridos nanomaterial-IL y dos de microextracciones liquido-liquido
utilizando ILs. En todos los casos, el objetivo ha sido la busqueda de nuevas
dimensiones para la aplicacion de nanomateriales, ILs y sus combinaciones como fases
de extraccion para el andlisis de especiacion de Se y Te, asi como la comprension de

los mecanismos responsables de este comportamiento.
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Capitulo 1

INTRODUCCION

1.1. LOS ELEMENTOS

1.1.1. Selenio

El selenio (Se) es un elemento semimetalico de naturaleza ambivalente tanto
desde el punto de vista ambiental como del biol6gico. Se trata de un elemento que es
esencial para el organismo en un estrecho rango de concentraciones, mientras que su
consumo por encima de un dado umbral puede tener efectos nocivos [1]. El Se ha sido
reconocido como un componente esencial para la accién de diferentes enzimas, tales
como glutation peroxidasa y tiorredoxina reductasa, que cumplen funciones
antioxidantes y participan en diversos caminos metabdlicos, asi como en los sistemas
inmune y enddcrino [2]. Adicionalmente, se ha sugerido que algunas de las especies
organicas de Se podrian poseer propiedades beneficiosas para la salud al estar
involucradas en la prevencién de ciertos tipos de cancer [3]. El caracter dual del Se en
cuanto a sus efectos se pone en evidencia al observarse que dietas con menos de 70
Mg de Se por dia en hombres y 55 ug de Se por dia en mujeres pueden resultar en
deficiencias de este elemento, mientras que el consumo de mas de 400 pg de Se por

dia se puede considerar como toéxico en adultos [4].

Es importante destacar también que tanto la toxicidad como la biodisponibilidad
del Se dependen no solamente de su identidad quimica, sino también de las especies
en las cuales este se puede presentar. Por ejemplo, las especies inorganicas son
alrededor de 40 veces més toxicas que las especies organicas y, entre estas, el Se
inorganico en su estado tetravalente [selenito, Se(IV)] es unas 10 veces mas toxico que
en estado hexavalente [selenato, Se(VI)] [5]. La Tabla 1.1.1 presenta algunas

propiedades relevantes de las especies de Se de interés para la presente Tesis.
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Tabla 1.1.1. Propiedades de las especies de Se relevantes en la presente tesis.

) Peso
Compuesto Formula Estructura molecular PKa
o
_ | 126,96 PKar = 2,5
Selenito [Se(IV)] SeOs*
//Se\ i g/mol pKaz = 7,3
O O
O
Selenato [Se(VI] SeO.? | 14297 pKa=-3
elenato [Se €04~ Se
ZTUNO g/mol pKa2 = 1,9
O Z
O
0
Seleno-metil- - 182,04 pKa1 = 1,5
. . CsH9sNO-Se HO Se
selenocisteina g/mol pKa2 = 8,4
NH,
0
o Se 196,11 pKa1 = 2,0
Selenometionina CsH11NO2Se g ™~
g/mol pKa2 = 9,0
NH

La concentracién promedio de Se en la corteza terrestre es de 0,09 mg kgt y se
lo encuentra principalmente asociado a piritas de Cu y Fe y a sulfuros de Cu, Pb, Ni, Au
y Ag en concentraciones de entre 0,1y 2 mg g*. Se lo encuentra también en el petréleo,
en concentraciones de hasta 0,8 mg L* [6]. En suelos, su presencia se debe
principalmente a la erosion de rocas y las especies mayoritarias son Se(lV) en forma de
sales férricas y Se(VI) como sales de distintos metales. La distribucion de estas dos
especies depende de factores tales como el tipo, la textura y el contenido organico de
los suelos, asi como también de la cantidad de lluvia que estos reciben. Por lo general,
en suelos alcalinos la especie Se(IV) se oxida a Se(VI), que es altamente soluble en
agua y facilmente asimilada por plantas. En suelos acidos, en cambio, la especie Se(lV)

se encuentra asociada a hidroxidos de Fe y, por ende, fijada en este estado [7].

El Se también se encuentra naturalmente en aguas, como consecuencia de
depositos atmosféricos, drenaje de suelos y sedimentos de fondo que suelen ser
naturalmente ricos en el elemento. Al igual que en suelos, las especies predominantes
en ambientes acuosos son las inorgénicas: Se(lV) y Se(VI). La primera se adsorbe
facilmente sobre la superficie de solidos en suspension y en sedimentos, mientras que

la segunda es altamente soluble y mévil. Minimas fracciones de especies metiladas y
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otras especies organicas volatiles se pueden encontrar también en aguas con alta
actividad microbiolégica [6]. En relacién con sus efectos sobre la salud, el limite maximo
aceptable de concentracion establecido por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS)

en aguas para consumo humano es de 40 ug L de Se total [8].

Con respecto a sus aplicaciones, los usos mas importantes de este elemento en
la actualidad son como dioxido de selenio (SeOz) y como NaSeOs y Na>SeO.. Entre las
aplicaciones mas importantes se encuentran: usos como decolorantes de vidrios, como
pigmentos para colorear ceramicas, como aditivos para la produccion electrolitica de
manganeso y en el desarrollo de films para celdas solares, por lo cual es esperable que
su demanda crezca de manera sostenida en los préximos afios, en paralelo con el
desarrollo de las energias renovables [9]. En la industria bioldgica, sus usos mas
habituales se encuentran en la produccion de suplementos dietarios y en fertilizantes.
El crecimiento de la demanda de Se para estas aplicaciones entre los afios 1940 y 2010
se encuentra representado en la Figura 1.1.1.
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=
5
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3 ® Vidrio
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Figura 1.1.1. Demanda de Se por parte de las principales industrias que lo utilizan, durante el
periodo entre los afios 1940 y 2010. La categoria “Otra” contempla las aplicaciones del Se en
metalurgia y usos bioldgicos, mientras que “Electrénica” incluye rectificadores, fotorreceptores y
celdas fotovoltaicas. Adaptado de G. Kavlak et al.;: “Global anthropogenic selenium cycles for
1940-2010” [9].
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1.1.2. Telurio

El telurio (Te) es un elemento del grupo XVI de la tabla periddica, considerado
hasta hace poco tiempo como una mera curiosidad quimica. Sin embargo, a pesar de
ser uno de los elementos mas raros en la corteza terrestre, con una abundancia de
alrededor de 1 ug kg™ (comparable a la del Pt y muy por debajo de los 500 ug kg™ de
los lantanidos estables), se ha convertido en los dltimos afios en un componente
esencial de diversas aplicaciones tecnoldgicas y analiticas [10]. La aplicacion mas
importante del Te hoy en dia es sin dudas el uso de telururo de cadmio (CdTe) en celdas
fotovoltaicas para la produccion de paneles solares, representando al dia de hoy la Gnica
tecnologia de pelicula delgada con costos menores que las celdas solares
convencionales de Si cristalino [11]. Otras aplicaciones de importancia incluyen el uso
de Bi;Tes; en dispositivos termoeléctricos, tales como los termostatizadores que
funcionan por efecto Peltier, y el uso de quantum dots con Te en diversas aplicaciones
de quimica analitica [12, 13]. Adicionalmente, se han reportado recientemente
potenciales aplicaciones de este elemento en el desarrollo de baterias de iones alcalinas
y en fotocatalizadores para electrélisis de agua [14, 15]. De hecho, la Unién Europea ha
establecido al Te como el elemento para el cual se espera la mayor demanda en el
periodo 2020-2030 entre un grupo de 14 metales considerados vitales para el desarrollo
de seis tecnologias estratégicas de bajo impacto ambiental, mientras que el
Departamento del Interior de los Estados Unidos lo considera un metal critico [16, 17].
Todo esto hace evidente que la demanda y el uso de Te ira en franco aumento en el
futuro cercano, por lo que la evaluacion y andlisis de su presencia en compartimentos
ambientales deberd desarrollarse al mismo ritmo. Un resumen de las principales

aplicaciones industriales del elemento se presenta en la Figura 1.1.2.

En la corteza terrestre, el Te se encuentra usualmente en depésitos de sulfuros,
asociado a otros elementos calcoéfilos como Ag, Cu y Pb. Los principales sumideros de
Te incluyen a estos depoésitos minerales, asi como a rocas, suelos y sedimentos
erosionados. Por lo general, se considera que el ciclo biogeoquimico del Te comienza
con la transformacion de rocas de la corteza terrestre via procesos hidrotermales o
magmaticos en sus depdsitos. Los procesos hidrotermales son utilizados en procesos
mineros generalmente en busqueda de Au o Cu, no del Te en si, pero son una fuente
importante de este elemento. La emision o lixiviacion durante la actividad minera y el
uso o reciclado de materiales que lo contienen puede generar Te en estado sélido,
acuoso o gaseoso. Las formas solidas incluyen Te inorganico adsorbido sobre arcillas

y/u oxidos de Fe en suelos y las acuosas involucran principalmente a los oxoaniones
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disueltos, generados por disolucion oxidativa [18]. El depdsito en sedimentos y la
disolucién hacia aguas subterraneas hacen que las concentraciones en este tipo de
reservorios sean mayores que en aguas superficiales y que en agua de mar, donde las
concentraciones son mas bajas que lo esperado debido a la tendencia del oxoanién
telurato (TeO4%) a adsorberse sobre superficies minerales. Como resultado de esto
altimo, las aguas superficiales se suelen encontrar empobrecidas respecto a la especie
Te(VI), mientras que los suelos se encuentran frecuentemente enriquecidos en relaciéon

a estas [19].
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Figura 1.1.2. Demanda industrial de Te en el periodo 1940-2016. Adaptado de O.P Missen et

al.: “Love is in the Earth: A review of tellurium (bio)geochemistry in surface environments” [18].

A pesar de tener caracteristicas quimicas en comun con elementos
biol6gicamente relevantes tales como sus compafieros de grupo: O, S y Se, las
potenciales funciones del Te en organismos vivos no han sido claramente establecidas
aun. Esto se debe a que la mayoria de los compuestos que lo contienen son altamente
téxicos [20]. Sin embargo, se han encontrado especies de hongos que pueden
incorporar Te en lugar de S y/o Se en diversas proteinas, habiendo sido detectado como
teluro-cisteina, teluro-cistina, teluro-metionina y teluro-tirosina [21]. Incluso, un modelo
llamado “Sistema Bioldgico de los Elementos”, que vincula la potencial esencialidad de
un elemento a su distribucion de especies, vias de eliminacion y las mudltiples
posibilidades a través de las cuales podria cumplir funciones tanto in vivo como ex vivo,
sugiere que el Te podria ser un elemento esencial para los seres humanos, segun
algunos criterios [22]. Los estudios de Cohen y colaboradores apoyan esta sugerencia
indicando que, a pesar de su muy baja abundancia en la litésfera terrestre, el Te es el
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cuarto elemento traza mas abundante en el cuerpo humano, tras Fe, Zny Rb, y es

inusualmente abundante en fuentes de alimentacion humana [23].

En general, el Te es considerado tdxico y teratogénico en humanos. Si bien los
mecanismos asociados a esta toxicidad no han sido ampliamente estudiados debido a
la relativa baja cantidad de casos de intoxicacion aguda, es sabido que este elemento
puede acumularse en el corazon, sangre, rifiones, pulmones y huesos [24]. Asimismo,
estudios en ratas han demostrado que, tal como sucede con el Se, la toxicidad de las
especies inorganicas depende fuertemente de sus estados de oxidacion, siendo la dosis
letal para el 50% del grupo de prueba (LDso) de la especie Na,TeOs 2,25 mg kg?,
mientras que la de Na,TeO, tiene un valor de 20,0 mg kg [24]. A fines comparativos,
los valores de las LDso de las especies NazAsOs y NazAsO,, dos compuestos analogos
y universalmente reconocidos como altamente téxicos, son de 4,25 y 14,8 mg kg*
respectivamente, lo que dicta la pauta de cuan téxicas son las especies inorganicas de
Te. Estos estudios revelaron también que la administracion de dosis toxicas a ratas y
conejos resultaron en malformaciones 6seas y de tejidos blandos en la progenie, asi
como hidrocefalia. La Tabla 1.2.2, a continuacion, resume algunas caracteristicas de las
especies inorganicas de Te.

Tabla 1.1.2. Propiedades de las especies inorganicas de Te.

) Peso
Compuesto Formula Estructura molecular PKa
o
_ | PKa = 2,5
Telurito [Te(IV)] TeOs* 175,6 g/mol
_Te PKaz = 7,7
o e
O O
o]
Telurato [Te(VI]  TeO4? J 1916 gmol 2T "
elurato [Te e04* Te B ,6 g/mo
o{/ ™0 pKaz = 11
f«o_
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1.2. PRECONCENTRACION Y ANALISIS DE
ESPECIACION

El hecho de que las propiedades (entre ellas, la toxicidad) tanto del Se como del
Te dependan de la especie quimica en la que se encuentran presentes, resalta la
importancia no solo de la cuantificacion de los elementos en su totalidad, sino también
de la de cada una de ellas. Sin embargo, como las concentraciones de Se y de Te en
muestras ambientales se encuentran generalmente en o por debajo del orden de trazas
(g L), y sus especies representan tan solo una fracciéon de este valor, metodologias
analiticas altamente sensibles y especificas son necesarias para poder determinar sus
concentraciones de manera independiente, exacta y precisa [1]. Dada la predominancia
de las especies inorganicas en muestras de origen ambiental, el andlisis en esta seccion
estara enfocado a ellas teniendo en cuenta que, en muestras de tipo bioldgico, la
situacion es distinta debido a la presencia de especies organicas de estos elementos [2,
3]. En estos ultimos casos, y especialmente para Se (debido al ampliamente mayor
namero de especies organicas descubiertas en comparacion con Te), las metodologias
cromatogréaficas toman mayor preponderancia debido a su poder separativo para un
gran numero de especies. Estas se encuentran usualmente acopladas a técnicas de

deteccién elementales tales como ICP-MS o AFS [4].

Esta seccidon presenta en primera instancia una descripcion de la terminologia
utilizada y de los parametros analiticos evaluados a lo largo de la presente Tesis para,
inmediatamente después, presentar algunas de las Ultimas metodologias no
cromatogréficas desarrolladas para la preconcentracibn y andlisis de especies
inorgénicas de Se y Te. Se describen de manera general las metodologias de extraccion
en fase sélida y de extraccion liquido-liquido, asi como algunas de las técnicas de uso
mas extendido derivadas de ellas, sobre una amplia base de referencias bibliogréaficas.
De esta manera, se deja al libre deseo del lector la consulta de detalles especificos de

cada una de las técnicas analiticas especificas incluidas en dichas metodologias [5].

1.2.1. Parametros analiticos caracteristicos de los
métodos de preconcentracion

A lo largo de la presente Tesis se presentan desarrollos analiticos cuya
caracterizacion y estudios de exactitud se realizaron a través del calculo o determinacion

de diversos parametros caracteristicos, que permiten dar una idea de la calidad de estos
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desarrollos. Estos parametros, su definicion y la manera en la cual se calcularon se

presentan en la Tabla 1.2.1.

1.2.2. Extraccion en fase sélida

La extraccibn en fase soélida (SPE) es un tratamiento efectivo para la
extraccion/preconcentracion de analitos a partir de muestras liquidas o gaseosas. Esta
técnica se puede aplicar eficientemente a matrices complejas logrando cifras de mérito
analitico satisfactorias: recuperaciones elevadas, altos factores de preconcentracion y
bajo costo. Al mismo tiempo, la SPE ha ganado gran popularidad debido a las
posibilidades de aplicacion tanto en batch como en linea, combindndose con otras

técnicas analiticas.

La SPE es una técnica de extraccion basada en la particion selectiva de uno o
mas compuestos entre un sélido adsorbente y, por lo general, una matriz liquida (aunque
también puede ser una emulsién, un gas o un fluido supercritico). Sus principales
objetivos son el aislamiento selectivo de los analitos presentes en la muestra,
permitiendo asi la eliminaciéon de la matriz interferente y de los efectos negativos que
esta pueda generar sobre la deteccion. En el procedimiento de aislamiento selectivo los
compuestos de interés pueden ser adsorbidos por el sélido o bien permanecer en la
segunda fase mientras que en la fase soélida quedan retenidos los compuestos
interferentes. Si los analitos quedan retenidos en la fase soélida, estos pueden

posteriormente ser eluidos selectivamente mediante un solvente adecuado [6].

Para la preconcentracion y analisis de especies inorganicas de Se y Te, las
principales estrategias que promueven la extraccion son las interacciones con la fase
extractante via intercambio i6nico o via formacion de complejos con grupos que
contengan atomos de O, N y/o S [7]. Para que exista una interaccion por intercambio
ibnico, se requieren grupos funcionales de caracter cationico que puedan intercambiar
el anion asociado, ya que las especies inorganicas de Se y Te son justamente aniénicas
[8]. Mientras tanto, la retencién por complejacion puede ser lograda tanto por la adicion
de un agente complejante a la muestra en un paso previo a la extraccién (derivatizacién
de los analitos) [9] o mediante la funcionalizacion del material extractante con un grupo
complejante [10]. en la Tabla 1.2.2.1, se presentan algunas de las técnicas SPE mas

utilizadas para la preconcentracion y analisis de especiacion de Se y Te.
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Tabla 1.2.1. Parametros analiticos utilizados a lo largo de la Tesis.

Parametro

Definicion

Recuperacion
(R)

Factor de
preconcentra-
cion (PF)

Factor de
refuerzo de la
sensibilidad
(EF)

indice de

consumo (CI)

Frecuencia

analitica

Limite de
deteccién
(LOD)

Limite de

cuantificacién

(LOQ)

Desvio
estandar
relativo
(%RSD)

Porcentaje de la masa original de analito recuperada tras la

aplicacion de la preconcentracion.

Grado de magnificacion de la concentracion de la especie
analizada. Se calcula como la relacién entre el volumen de
muestra tratado (Vo) y el volumen final en el que se

encuentra el analito tras la preconcentracion (Vi).

Grado de magnificacién de la respuesta instrumental tras la
preconcentracién. Contempla tanto el efecto del aumento
de la concentracion como cualquier factor derivado de ella
gue afecte la sensibilidad instrumental. Se calcula como la
relacion entre las pendientes de las curvas de calibracion

con y sin preconcentracion (Sty So).

Volumen de muestra necesario para alcanzar un EF

determinado.

Cantidad de muestras a las que se le puede aplicar el
método de preconcentracion por unidad de tiempo,
usualmente expresado como muestras por hora (muestras
h1). Depende tanto del tiempo requerido para tratar una
muestra como de la posibilidad de tratar mas de una
muestra simultdneamente, por lo que se determina segun

las caracteristicas especificas de cada método.

Concentracion minima de analito que puede ser detectada
con una confianza razonable. Su calculo se realiza a partir
del desvio estandar de mediciones del blanco (o8) y la

pendiente de la curva de calibracion (S), segun IUPAC [11].

Concentracion minima de analito que puede ser
cuantificada con una confianza razonable. Su calculo se
realiza a partir del desvio estandar de mediciones del
blanco (os) y la pendiente de la curva de calibracion (S),
segun IUPAC [11].

Relacién entre el desvio estdndar de las mediciones (o) y
su valor medio (Xwm). Se suele expresar en términos

porcentuales.

Célculo
m
R =100~
mO
v
PF =
Vy
S
EF =L
So
1A
cl ===
EF
Op
LOD =32
3
Op
LOQ =10—=
Q S

o
%RSD = 100X—

M
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1.2.2.1. Extraccion en fase solida clasica

En su modo clasico, la SPE representa una de las técnicas de preparacion de
muestras mas simples para preconcentracion y andlisis de especiacion en muestras
liquidas. Esta se basa en la afinidad entre el analito, presente en una matriz liquida, y
un sorbente sélido empacado en alguna de diversas geometrias, siendo lo mas comun
una columna, aunque también se puede utilizar un cartucho o, en aplicaciones mas
recientes, un disco [8]. La metodologia clasica de SPE incluye cuatro pasos,
representados esquematicamente en la Figura 1.2.2.1. [12]:

i) Equilibracion de la columna o cartucho con un solvente adecuado.

i) Carga de la muestra, que percola a través del sorbente empaquetado,
quedando el analito retenido en este.

iii) Lavado del sorbente para remover impurezas que puedan haber quedado
asociadas.

iv) Retroextraccion (o elucién) del analito.

i. Acondicionamiento ii. Adicidn de la

de la columna muestra lii. Lavado iv. Elucion
L ] ETE—; | BT C—1
v v ‘ “
6°é
ele O @00
‘o 0% °_0
ﬂ.l....: [ ] .. o
oot o ¢
(] N |n
o o0
¥ Ty bed
o\ .‘.
Impurezas
Analito +

Desecho .,
Solvente de elucion

Figura 1.2.2.1. Resumen esquematico de los pasos involucrados en la extraccion en fase

solida clasica con columna.

Las principales ventajas de esta version de la SPE son la facilidad de operacion

y su alta selectividad. Sin embargo, la suma de los pasos descriptos mas algunos otros
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gue suelen ser necesarios, tal como el pretratamiento de muestras que presentan
sélidos en suspension, usualmente resultan en una frecuencia analitica reducida. Esto
ha sido parcialmente solucionado gracias a la automatizaciéon y al desarrollo de
aplicaciones en flujo de la técnica, que resultan en una mejora en la frecuencia de

analisis y en la reproducibilidad de los resultados obtenidos [13].

En los ultimos afios, los sorbentes clasicos ampliamente utilizados en los
primeros desarrollos de la SPE (carbdn activado, gel de silice, etc.) han perdido terreno
frente al desarrollo de materiales modernos, siendo el caso mas resonante el de los
nanomateriales [14]. El uso de estos ha tenido un doble impacto sobre el desarrollo de
metodologias de SPE clasicas; por un lado, ha aumentado significativamente la
eficiencia de las mismas y, por el otro, ha permitido la miniaturizacién de los sistemas
utilizando micro columnas que requieren apenas algunos mg de material para cumplir
su funcion. Un interesante desarrollo de este tipo fue recientemente llevado a cabo por
Zhang y colaboradores, quienes utilizaron una micro columna con 30 mg de un hibrido
de Oxido de grafeno y TiO; para retener selectivamente Se(IV) o Se(VI) en funcién del
pH de la muestra. De esta manera, lograron un limite de deteccion (LOD) de 0,04 ng
mL? para Se(lV) utilizando 25 mL de muestra [14]. De manera similar, una micro
columna de nano-TiO, soportado sobre gel de silica fue utilizada para la
preconcentracion de Te, obteniendo un LOD también de 0,040 ng mL™, pudiendo utilizar
hasta 100 mL de muestra con deteccién por espectrometria de absorcién atémica por
generacion de hidruros (HG-AAS) [15].

1.2.2.2. Microextraccion en fase solida

La microextraccion en fase sélida (USPE) es una alternativa a la SPE clasica
surgida a principio de los 2000s con el objetivo de miniaturizar la técnica. Los
dispositivos para UWSPE se preparan colocando unos pocos mg de sorbente dentro de
una membrana porosa, sellando luego sus bordes con calor para formar un pequefio
paquete. Este paquete relleno de material sorbente es luego lavado y acondicionado
con un solvente adecuado, en el cual se almacena hasta el momento en el que deba
ser utilizado. Cuando es requerido, el dispositivo es secado al aire y agregado a la
muestra liquida bajo agitacion mecanica durante el tiempo necesario para la extraccion
optima. El dispositivo sorbente es luego retirado, enjuagado, secado y transferido a un
vaso pequefio 0 a un vial para la elucién de los analitos con un volumen reducido de
solvente (Figura 1.2.2.2) [16].
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1) Adicién del sorbente
dentro de una

membrana porosa 3) Enjuagado del
sorbente empaquetado

m .
( \ 5) Deteccién
e - e
O \ ) instrumental

&/

4) Elucién del analito en
un volumen reducido

2) Dispersion del sorbente
empagquetado y extraccion
del analito

Figura 1.2.2.2. Representacién esquematica de la técnica de microextraccion en fase sélida.

La uSPE resuelve uno de los inconvenientes mas comunes de la SPE clasica: el
alto consumo de reactivos y solventes durante las fases de acondicionamiento y elucion,
haciéndolo un método mucho mas limpio y sustentable. También evita los problemas
relacionados con la sobrepresion que se genera en las extracciones SPE clasicas
debido al empaquetamiento del material sorbente en el interior de las columnas.
Adicionalmente, debido a la proteccién que confiere la membrana porosa, la USPE es
mucho mas resistente a las interferencias presentes en muestras con alto contenido
organico y sélidos en suspension, tales como las aguas naturales o efluentes, que
suelen necesitar un paso previo de limpieza cuando se utiliza la técnica de SPE clasica
[17]. Sin embargo, a pesar de las numerosas ventajas que posee la USPE, su uso ha
guedado relegado debido al surgimiento casi en paralelo de una alternativa mas

eficiente: la extraccion dispersiva en fase sélida.

1.2.2.3. Extraccion dispersiva en fase solida

La extraccion dispersiva en fase solida (D-SPE) involucra el uso de un material
sélido sorbente que es dispersado en la muestra con el objetivo de lograr un contacto
intimo entre las fases, mejorando asi la cinética de sorcion, siendo luego necesario
separar al material sorbente de la matriz de la muestra por centrifugacion o filtracion
(Figura 1.2.2.3). La alta eficiencia de extraccion lograda con materiales modernos meso-
y nanoestructurados ha sido fundamental para la reduccién de la cantidad de sorbente
requerida hasta unos pocos miligramos, dando asi lugar a una versién miniaturizada de
la D-SPE: la microextraccion dispersiva en fase sélida (D-u-SPE) [18]. La ventaja
principal de las técnicas dispersivas frente a la SPE clasica es que evitan la generacion

de altas presiones dentro de columnas o cartuchos que contienen al material sorbente,
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lo cual prolonga o incluso en ocasiones impide la extraccion. Esto es particularmente
importante cuando se utilizan materiales hanoestructurados, dada la gran compactacion
que estos sufren cuando se los empaqueta, lo cual hace su uso en columnas o cartuchos
de SPE clasica practicamente imposible, pudiendo esto ser facilmente evitado

dispersando al sorbente en la muestra [19].

‘ 1) Adicion del sorbente ‘

3) Separacién del
sorbente (centrifugacion)

0%o

— |\Po®/| -

5) Deteccidn
instrumental

0—O

2) Dispersion del
sorbente y extraccion
del analito

4) Elucién del analito en
un volumen reducido

Figura 1.2.2.3. Representacion esquematica de la técnica de extraccién dispersiva en fase
sélida.

Las herramientas mas empleadas para la dispersion del sorbente en las técnicas
D-SPE son aquellas basadas en agitacion de tipo mecéanica: vortex y ultrasonido. La
simplicidad y disponibilidad de ambos los hacen los preferidos por la mayoria de los
autores, a pesar del hecho de que generan incrementos de temperatura durante el
proceso de extraccién que pueden afectar la interaccion entre el sorbente y el analito,
pudiendo incluso descomponer a algunos analitos organicos, especialmente cuando se
utiliza agitaciéon ultrasénica. Una de las mas recientes e interesantes aplicaciones de la
agitacion con vortex involucra el uso de nanoparticulas (NPs) de ceria (CeO,) sobre
nanolaminas de grafeno para la extraccién de diversos analitos, incluyendo Se(1V), sin
la necesidad de agregar un agente complejante. En este caso, 5 minutos fueron
suficientes para la extraccion del 100% del analito a pH = 3,0 y la metodologia se pudo
aplicar eficientemente a hasta 25 mL de muestras de agua de canilla, rio y mar [20]. Por
otro lado, la dispersién por ultrasonido es la mas aplicada en la actualidad debido a la
gran eficiencia que presenta para tratar volimenes de muestra altos que por lo general
no pueden ser agitados adecuadamente con un dispositivo vortex. Por ejemplo, se ha
podido realizar una extraccion eficiente y simultanea de Te junto a otros metales
refractarios desde 100 mL de muestra con s6lo 5 minutos de agitacion ultrasénica
utilizando un material sorbente compuesto por carbén activado decorado con NPs de
Fe>03 y MnO, alcanzandose un LOD de 0,008 pg L con deteccién por ICP-OES [21].

45



Tesis Doctoral / Introduccién — Preconcentracion y analisis de especiacion

Alternativas modernas para la dispersion de la fase extractante sdlida incluyen a
la microextraccion dispersiva asistida por una efervescencia, en la cual se utiliza una
tableta que contiene al sorbente, una fuente de CO, (NaxCOs, por €j.) y un acido. Con
esta combinacién, la generacién de burbujas de CO, produce turbulencia en la muestra,
dispersando al sorbente para la extraccion del analito [22]. Otra modalidad para la
dispersién no-mecanica del sorbente ha sido reportada recientemente e involucra el uso
directo de CO; simultaneamente como dispersante y activador del extractante. En este
caso, se utilizaron nanotubos de carbono multicapa (MWCNTSs) funcionalizados con
tetraetilenpentamina, como sorbente para la extraccion de especies de Se inorganicas.
El burbujeo de CO; en la muestra produjo en este caso la dispersién del sorbente y una
transicion en el caracter de la superficie hidrofébica del sorbente a hidrofilica, dando

lugar a una interaccion directa con las especies inorganicas aniénicas de Se [23].

1.2.2.4. Sorbentes modernos para extraccion en fase
solida

El desarrollo de nuevas técnicas miniaturizadas para la SPE, tal como la D-p-
SPE, se ha visto impulsado por los novedosos y vertiginosos avances en el desarrollo
de solidos sorbentes de elevada area superficial, variado tipo de funcionalizacion
guimica y por la incorporacion de otras propiedades convenientes tales como el
magnetismo. Materiales que se utilizaban frecuentemente en SPE, tales como el gel de
silice [24], el carb6n activado [25] o las resinas de intercambio i6nico [26] son
practicamente considerados obsoletos actualmente, debido a la gran variedad e
incremento de eficiencia logrados con el desarrollo de la nanotecnologia y la ciencia de
los materiales. Gracias a los avances en estos campos, se cuenta actualmente con
materiales que presentan las propiedades extractivas de estos sorbentes clasicos pero
en escala nanométrica, lo que permite miniaturizar los sistemas y minimizar el consumo
de materiales y reactivos [27]. Algunos de los sorbentes mas novedosos aplicados a la
preconcentracion y/o analisis de especies inorganicas de Se y Te se presentan en la
Tabla 1.2.2.1 y dos de las familias mas destacadas en relaciéon con el desarrollo de esta
Tesis, los nanomateriales y los materiales hibridos, se discuten en profundidad en las

proximas secciones.
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Tabla 1.2.2.1. Variantes de la técnica de extraccion en fase sélida y algunos materiales sorbentes utilizados para la preconcentracion y/o analisis

de especiacion de Se y/o Te inorganico.

Modo Material Deteccion Muestras LOD EF Ref.
D-p-SPE MWCNTSs XRF Agua y muestras biolégicas 0,06 ng mL* Se(IV) - [9]
SPE MWCNTs@AAPTS ICP-MS Aguas 16 ng Lt Se(VI) - [10]
SPE con micro )
Nano-TiO2 HG-AAS Aguas 40 ng Lt Te(IV) - [15]
columna
MW-AD _ )
MWCNTs oxidados ETAAS Aguas y hollejo de uva 0,032 pg kg Se(1V) 100 [28]
NTDSPE
HS-SPE PDMS/Carboxeno OES Agua, cervezay levaduras 0,8 ug L Se - [29]
D-u-SPE Grafeno EDXRF Aguas y material biolégico 0,032 ug Lt Se 1013 [30]
D-SPE Pseudomonas putida ETAAS Aguas y cenizas 5,7 ug Lt Se(1V) 62,5 [30]
D-u-SPE Halloysita HR-CS ETAAS  Aguasy alimentos 0,01 ug L1 Se 18 [31]
SPE con micro
LDH de Mg(ll) y FeCOs HG-AFS Aguas naturales 11 ng L Se(lV) 13,3 [32]
columna
SPE Red organica covalente ICP-MS Aguas de desecho y leches 21,6 ng L Se(IV) - [33]
Polimero por impresion Aguas, leche, nueces,
FI-SPE o FAAS 53 ng Lt Se 232 [34]
atomica frutas
Organobentonita .
SPE ) ) N HG-AAS Aguas y orina 0,0076 pug L1 Se(lv) 100 [35]
funcionalizada con ditizona
Silica modificada con 2,6- )
SPE o ) o ETAAS Aguas y alimentos 0,015 pg L Se(1V) 50 [36]
diamino-4-fenil-1,3,5-triazina
Nano-Al203 funcionalizada
SDSPME ICP-OES Agua de rio 1,4 ng Lt Se(lV) 850 [37]

con Aliquat-336

AAPTS: 3-(2-aminoetilamino)propiltrimetoxisilano. MW-AD NTDSPE: Extraccion en fase sélida en trampa de aguja con digestion por microondas. HS-SPE: Extraccion en
fase sélida de espacio cabeza. PDMS: Polidimetilsiloxano. EDXRF: Fluorescencia de rayos X dispersiva. HR-CS-ETAAS: Espectrometria de absorcién atomica electrotérmica
con fuente continua de alta resolucion. FI-SPE: Extraccion en fase sélida por inyeccion en flujo. SDSPME: Microextraccion dispersiva en fase sélida suspendida.
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1.2.2.4.1. Materiales nanoestructurados

La eficiencia de extraccion depende marcadamente del area de contacto efectivo
con la muestra que presenta el sorbente. En este sentido, los nanomateriales son
ideales para D-pu-SPE, habiendo sido ellos uno de los contribuyentes principales al
desarrollo de esta técnica gracias a las oportunidades que brindan en términos de
miniaturizacién de los sistemas de extraccion. La Figura 1.2.2.4 muestra la estructura
de algunos de los nanomateriales mas relevantes en aplicaciones analiticas de los

ultimos afios [38].

Nanotubo de carbono
de pared simple Lamina de grafeno Nanoparticula

m~
10%

Hidréxido doble

) Red organometalica
laminado

Metales
oo e D™ Anién

H,0 s
*9 o ot
% o g Ligandos organicos

Figura 1.2.2.4. Representacion esquematica de los nanomateriales mas frecuentemente

utilizados en microextracciones dispersivas en fase sélida.

Los nanomateriales basados en carbono, tales como los nanotubos [9] o el
grafeno [30], han sido utilizados para la preconcentracion de Se en muestras acuosas
sin ninguna funcionalizacion superficial. En estos casos se necesita un agente
complejante para disminuir la polaridad de los aniones y permitir asi la interaccion con
la superficie hidrofoba de los extractantes. MWCNTs oxidados han sido utilizados
también para preconcentrar de manera directa el hidruro de la especie Se(lV) obtenido
tras un tratamiento con microondas y un reductor. Este fue luego eluido con 30 pL de
HNO:s al 5% (v/v) y cuantificado por ETAAS [28].
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Otra familia de nanomateriales muy utilizada es la de los 6xidos metalicos
nanoestructurados. La principal ventaja de estos es que sus caracteristicas dependen
de varios factores que pueden ser controlados durante su sintesis, por lo que hay un
estrecho vinculo entre las condiciones de obtencion y las caracteristicas morfolégicas,
estructurales y fisicoguimicas de los materiales resultantes [39]. Las NPs de TiO, han
sido las méas frecuentemente aplicadas para la preconcentracion de especies
inorganicas tanto de Se como de Te, principalmente porque las cargas superficiales del
material permiten la interaccion electrostatica directa con los analitos en sus formas
anionicas [15]. Adicionalmente, como la carga superficial depende del pH del medio,
este factor se presta como un parametro de ajuste para hacer la extraccion selectiva
hacia una especie en particular, dando paso al andlisis de especiacion en las muestras
[40]. Las propiedades fotoquimicas de este material han sido aprovechadas también
para generar especies volatiles de Se utilizando luz UV para su cuantificacion por AFS
de forma directa tras la preconcentracion [41]. La silica (SiO,) nanoestructurada ha sido
también utilizada, aunque no tanto como tal, sino como grupo protector de NPs
magnéticas o como superficie de anclaje para funcionalizaciones [42, 43].
Nanoparticulas de ZrO, y Al,Os sin funcionalizar también han sido utilizadas para la

preconcentracién de especies inorganicas de Se [44, 45].

En paralelo, el uso de nanomateriales minerales naturales se encuentra
recibiendo una creciente atencién actualmente, ya que estos presentan cualidades
analiticas similares a las de los nanotubos de carbono y el grafeno, pero su obtencién
es mucho mas amigable en términos ambientales, reduciendo el impacto ecoldgico de
su uso. Por ejemplo, los nanotubos de halloysita (un tipo de aluminosilicato), que han
sido aplicados para la preconcentraciéon de especies inorganicas de Se, presentan
multiples capas con una superficie interna cargada positivamente y una superficie
externa cargada negativamente. Estas permiten lograr adsorciones selectivas, ya que
las especies aniénicas pueden ser atrapadas en el interior de los nanotubos mientras
gue las especies catidnicas quedan inmovilizadas en el exterior y pueden ser facilmente

eluidas posteriormente [31].

Los hidréxidos dobles laminados (LDHs) son nanoestructuras bidimensionales
gue consisten en capas de hidroxidos metdlicos cargadas positivamente con aniones
intercalados. El uso de un LDH de Ni(ll) y Al(lll) para la preconcentracién de Se(lV) ha
sido reportado, haciendo uso de la capacidad de intercambio de los aniones NO3z~
interlaminares, dando lugar a la retencion de la especie anionica Se(IV) entre las capas

de hidréxidos de Ni(ll) y Al(l1l). El uso de este material en una micro columna permitié
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obtener un factor de refuerzo de la sensibilidad de 33 utilizando hasta 100 mL de
muestra, con una capacidad maxima de retencién de 10 mg de Se(IV) por g de material
[46]. Un LDH de Mg(ll) y FeCOs, por otro lado, permitio la retencién tanto de Se(lV) como
de Se(VI), permitiendo el analisis de especiacién del elemento en muestras naturales

de agua con un limite de deteccién de 11 ng L [32].

Las redes organometélicas (MOFs) representan una de las familias de sorbentes
mas modernas que existen. Las MOFs son hibridos consistentes en un nacleo metélico
coordinado a unidades organicas que muestran propiedades ideales para D-u-SPE: i)
gran estabilidad quimica debido a su estructura cristalina, ii) gran area superficial
efectiva gracias a su nanoporosidad y canales permeables vy iii) flexibilidad para su
disefio apuntado a analitos especificos, combinando distintos metales y unidades
organicas. De hecho, respecto a este ultimo punto, se estima que alrededor de 20000
MOFs han sido sintetizados y caracterizados a la fecha [47]. Sin embargo, si de
especificidad se trata, nada supera a los polimeros de impresion molecular o atémica
(MIPs o AIPs), que son materiales que se fabrican en presencia del analito y, una vez
eliminado este, cuentan con cavidades con el tamafio y la carga especificos para
retenerlo. La gran especificidad de los AIP ha sido aprovechada para la determinacién

de Se en muestras de alta complejidad, tales como leche y alimentos [34].

1.2.2.4.2. Materiales hibridos

Los materiales hibridos son el resultado de la combinacién de un sorbente sélido,
generalmente de escala nanométrica, y un agente de funcionalizacion. Los materiales
compuestos resultantes retienen algunas de las propiedades del sélido original, tal como
la gran relacion area superficial-masa de los nanomateriales, con caracteristicas
mejoradas derivadas de la funcionalizacion [18]. El proceso de funcionalizacion puede
realizarse por medio de dos mecanismos: fisico o quimico. La funcionalizacion fisica no
involucra enlaces covalentes entre los componentes del material hibrido; en su lugar,
interacciones de tipo Van der Waals, electrostaticas o enlace hidrégeno dan lugar a la
union deseada. La principal ventaja de los materiales fisicamente sorbidos es la facilidad
de preparacion, ya que no requieren reacciones quimicas que consumen tiempo y
reactivos. Por otro lado, la formacién de enlaces covalentes es la caracteristica que
define a los materiales quimicamente funcionalizados. Estos requieren de procesos de
sintesis mas complejos, pero suelen ser mucho méas estables, evitandose pérdidas del

agente de funcionalizacién tras usos reiterados. Adicionalmente, la funcionalizacién
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quimica permite un mayor control sobre el grado de funcionalizacién en comparacién

con la funcionalizacion fisica.

La funcionalizacion quimica con agentes complejantes es una variante
interesante para metodologias basadas en la técnica SPE, ya que muchos complejantes
son selectivos no solo en términos de la identidad de los metales, sino también en
términos de sus estados de oxidacion, dando lugar a la posibilidad de analizar las
especies de manera independiente. Considerando este concepto, la superficie de
diversos materiales ha sido modificada con grupos funcionales complejantes para su
aplicacion en la determinacion de especies de Se y Te. Urbankova y colaboradores
llevaron a cabo una comparacion entre las capacidades extractantes de distintas silicas
funcionalizadas con grupos complejantes de tipo ciano (-CN), amino (-NH) y fenilo (-
CsHs) contra silicas no-funcionalizadas para la extraccion de As, Sb, Se y Te. Otros
trabajos de este tipo reportan aplicaciones exitosas de silica modificada con 2,6-
diamino-4-fenil-1,3,5-triazina para la determinacion de Se total en aguas y alimentos
[36], de MWCNTs modificados con 3-(2-aminoetilamino)propiltrimetoxisilano para el
analisis de especiacion simultaneo de As, Cr y Se en agua de lluvia, lago y rio [10] y de
organobentonita modificada con ditizona para la preconcentracion de Se(lV) en aguas y
orina [35]. Otro desarrollo interesante ha sido también la funcionalizacion de carbo6n
activado con hidréxido de tetrabutilamonio como intercambiador de aniones para el

analisis de especiacion de Se inorganico en muestras de agua de rio y de lagos [48].

Los ILs son una nueva generacion de solventes alternativos que han resultado
de gran utilidad en el desarrollo de técnicas de separacion y preconcentracion. Ademas
de sus aplicaciones en extracciones liquido-liquido, los ILs son ampliamente
reconocidos como agentes para la funcionalizacion de nanomateriales. Esta
combinacién da lugar a una nueva familia de sorbentes con propiedades sinérgicamente
mejoradas, que combinan las excepcionales capacidades extractantes de los ILs con la
gran area superficial aportada por los nanomateriales y, en algunos casos, propiedades
adicionales tales como magnetismo. Combinaciones de nanomateriales e ILs acoplados
tanto fisica como quimicamente han sido utilizadas para la preconcentracion y el andlisis
de especiacion de una gran variedad de analitos en diversas matrices. Sin embargo, las
aplicaciones para la evaluacion de Se y Te eran limitadas al momento de desarrollo de
la presente tesis doctoral. Nyaba y colaboradores desarrollaron un hibrido compuesto
por nano alimina (nano-Al,Os) con el IL Aliquat-336 fisicamente adsorbido en su
superficie. El proceso de preparacion del mismo no incluyé reacciones quimicas e

involucré Unicamente la activacion de las NPs de Al,O3 con acido nitrico y el mezclado
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directo de estas con una solucion etandlica del IL. El material resultante conté con un
area superficial de 321 m? g y se utilizé para la preconcentracion selectiva de Se(1V)
en muestras de aguas superficiales. Las cifras de mérito analitico demuestran la gran
eficiencia del sistema para la determinacion de Se(lV), habiéndose logrado un EF de
850 y un LOD de 1,4 ng L* utilizando 50 mg de material sorbente para la extraccion e
ICP-OES para la deteccién [37]. En lo que concierne al inicio de la presente Tesis
Doctoral, y obviando cualquier omision involuntaria, no se encontraron trabajos
publicados que involucraran la funcionalizacién covalente de nanomateriales con ILs
para la preconcentracion y/o analisis de especiacion de Se y/o Te. Un ejemplo de la
capacidad de estos sistemas es el uso de hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio
([Csmim][PF¢]) covalentemente unido a NPs de TiO, para la preconcentracion de Cd(ll)
y Cu(ll) en muestras de agua. En este caso, la estabilidad de la unién covalente permitié
la utilizacion del material durante 10 ciclos de extraccién-elucion sin pérdidas en su
capacidad extractante, algo especialmente meritorio teniendo en cuenta que la elucion

se llevé a cabo en un medio fuertemente acido [49].

1.2.2.5. Extraccion en fase solida magnética

Entre las distintas alternativas en SPE, el uso de materiales sorbentes
magnéticos se encuentra en franco crecimiento tanto en importancia como en
popularidad, dadas sus ventajas sobre la SPE clasica y los métodos dispersivos
tradicionales. La extraccion en fase solida magnética (MSPE) consiste en el uso de un
(nano)material magnético que es dispersado en la muestra liquida para la retencion de
los analitos, para luego ser separado en forma facil y rapida por acciéon de un campo
magnético externo. Tras la separacion del sorbente, un solvente o mezcla de solventes
se utiliza para eluir el analito previo a su determinacién instrumental (Figura 1.2.2.5). De
esta manera, se evitan problemas tipicos de la SPE clasica, tal como la compactacion
excesiva del sorbente en las columnas o cartuchos, y uno de los pasos que mas tiempo
insumen en los métodos dispersivos: la separacion de fases por centrifugacion o
filtracion [50]. Adicionalmente, los rapidos avances en la sintesis de nanomateriales han
resultado en una mayor versatilidad en términos de tamafio, forma, capacidad de
extraccion y potencial de funcionalizacion de las NPs magnéticas obtenidas. De esta
manera, mejoras sustanciales en términos de eficiencia de extraccion, EF, LOD y
reproducibilidad en grandes volumenes de muestra se tornan factibles [51]. Algunos de
los materiales magnéticos mas utilizados en MSPE en los Ultimos afios y sus

aplicaciones se presentan en la Tabla 1.2.2.2.
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Fig. 1.2.2.5: Representacion esquematica de la técnica de extraccion en fase sélida magnética.

Actualmente, los materiales magnéticos con aplicaciones analiticas son casi
exclusivamente NPs constituidas por elementos tales como Fe, Ni, Co o0 sus éxidos y
aleaciones con propiedades ferromagnéticas y superparamagnéticas. Las particulas
ferromagnéticas  poseen  magnetismo  permanente, mientras que las
superparamagnéticas son atraidas por campos magnéticos pero no mantienen ningun
magnetismo residual una vez que cesa el efecto del campo [52]. Entre las distintas
nanoparticulas magnéticas, los o6xidos de hierro superparamagnéticos como la
magnetita (FesO4) y, mas recientemente, la maghemita (y-Fe»0s), han recibido mucha
atencion debido a la simplicidad de su sintesis, el facil control sobre su dispersion de
tamafios y su alta capacidad para ser funcionalizados superficialmente. Por otro lado,
las ferritas, con la férmula MeFe.O4 (Me = Co, Cu, Mg, Mn, Ni, Zn), exhiben propiedades
superparamagnéticas mas fuertes que la magnetita y la maghemita y han sido aplicadas
también para la preconcentracion de diversos metales y metaloides, incluyendo Se y Te,
en aguas y sin la necesidad de modificaciones superficiales [53, 54]. Adicionalmente, se
han utilizado NPs de Co para la preconcentracién de Te en muestras de suelos sin
ningun tipo de funcionalizacién superficial o empleo de agente complejante para la
derivatizacion del analito. La extraccion de la especie anionica Te(IV) se report6 en este
caso como consecuencia de interacciones electrostaticas con grupos superficiales de

las NPs magnéticas de Co, cargados positivamente a pH = 6 [55].

Las NPs magnéticas inorganicas puras como las de FesOs y y-Fe;Os, sin
embargo, tienden a agregarse facilmente, lo cual modifica sus propiedades magnéticas.
Sumado a esto, estas tienden a disolverse en medio acido y su falta de selectividad
intrinseca las hace poco utiles para el uso en muestras con matrices complejas, como

por ejemplo aguas de rio o de mar. Como consecuencia, la proteccion de las NPs
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magnéticas con un recubrimiento inerte ha probado ser un camino de accién adecuado
no solo para evitar estos problemas, sino también para otorgar especificidad hacia un
determinado analito [56]. Entre los recubrimientos mas utilizados para NPs magnéticas
férricas o ferrosas, la silica es una excelente alternativa, ya que tiene bajo costo, es
inerte quimica y térmicamente y provee grupos superficiales silanol (-SiOH) hidrofilicos,

que pueden ser facilmente modificados con otros grupos funcionales y/o materiales [57].

Por ejemplo, NPs de FesO. recubiertas con silica han sido funcionalizadas con
y-mercaptopropiltrimetoxisilano y utilizadas para la preconcentracion y andlisis de
especiacion de Te inorganico en agua de mar. Este material permiti6 una extraccion
selectiva de Te(lV) en el rango de pH entre 2 y 9, dando lugar asi a la separacion de
especies, mientras que la preconcentracion se logré gracias a la posibilidad de utilizar
tan solo 50 mg de material en 160 mL de muestra [42]. En un desarrollo similar, NPs de
FesO4 recubiertas con silica y acido 5-sulfosalicilico fueron utilizadas para la
preconcentracion de especies inorganicas y organicas de Se en aguas de desecho y
jugos. En este caso, la separacion de especies se llevd a cabo en una etapa posterior a
la extraccion, utilizando electroforesis capilar [58]. Otro caso interesante reportado
recientemente ha sido la preconcentracion y analisis de especiacion simultaneos de Se
y Te inorganico en muestras de agua de rio y de lago. En este caso, se utilizaron
nanoparticulas de Fes;O4 recubiertas con silica y con polianilina, siendo el pH el factor
clave para la separacion de las especies, ya que una adecuada relacion de compromiso
entre la actividad acido-base de los grupos amino del sorbente y de los analitos
anionicos les permitioé a los autores encontrar condiciones selectivas para la extraccion
de cada una de las especies inorganicas de los elementos. Posteriormente, la
determinacion de cada una de las especies en las fracciones separadas con el
nanomaterial sorbente fue llevada a cabo por ICP-MS, logrando LODs en el orden de
unos pocos ng L para todas ellas (mas detalles de este y otros trabajos sobre MSPE

se encuentran resumidos en la Tabla 1.2.2.2) [59].

Incluso nanomateriales sin magnetismo intrinseco han sido combinados con NPs
magnéticas recubiertas de silica para el desarrollo de métodos de preconcentracion. Por
ejemplo, NPs de CeO; han sido ancladas a NPs de Fez;0, recubiertas de silica para la
retencién y preconcentracion de los hidruros de As(lll), Sb(lll) y Se(lV) formados in situ
en muestras de agua de lago y su posterior cuantificacién por ICP-OES [60]. Otros
oxidos inorganicos, tales como AlbOs; y ZrO, han sido también utilizados como
recubrimientos protectores de NPs magnéticas, aunque no en métodos que involucren
Sey/o Te [66, 67].
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Tabla 1.2.2.2. Variantes de la técnica de extraccion en fase sdlida magnética aplicadas para la preconcentracion y/o analisis de especiacion de

Se y/o Te inorganico.

Modo Material Deteccion Muestras LOD EF Ref.
Dispersivo NPs de MnFe204 ICP-MS Aguas y orina humana 0,2 ug L1 Se 7,4 [53]
. . Agua de canilla,
Dispersivo NPs de CuFe204 ETAAS i 0,012 pg L* Te(lv) 223 [54]
subterranea y de mar
Dispersivo NPs de Co SQT-FAAS Suelos 154 ug L1 Te 86,7 [55]
Dispersivo Fe:04@Si0O@y-MPTMS ICP-MS Agua de mar 0,079 ng L1 Te(Vl) - [42]
) ) ) Electroforesis ) 0,18 pg Lt Se(1V) 21 Se(lV)
Dispersivo Fe:04@SiO2@SSA ] Agua de desecho y jugo [58]
capilar 0,17 pg L1 Se(VI) 29 Se(VI)
. . . ; 5,3 ng L Se(lV)
Dispersivo Fes04@SiO2@PANI ICP-MS Agua de lago y rio 100 [59]
1,2 ng L1 Te(lV)
Dispersivo Fez04@Si0@Ce02 ICP-OES Agua de lago 0,087 ug L Se(lv) 19 [60]
Dispersivo Fes0s@MWCNT HG-AFS Agua de canillay de rio 0,013 pg L1 Se(lv) 100 [61]
Dispersivo Fe:04s@MWCNT@Bis ETAAS Aguas y alimentos 0,003 pug Lt Se(lv) 196 [62]
) ) Aguas de consumo
Dispersivo MIL-101(Cr)/Fez0s@ADTC ETAAS ) 0,01 pg Lt Se(1V) 208 [63]
humano y alimentos
Dispersivo ] Agua mineral, gaseosas,
o Hexafluorofosfato de 1-hexil-3- )
asistido por o ) ETAAS té, leche, hongos, bebidas 0,021 pg L Se(lV) - [22]
) metilimidazolio y nano-FesO4 »
efervescencia energéticas
Polimero de poliestireno, &cido Agua de canilla y mineral,
Dispersivo polioleico y polietilenglicol + ETAAS jugo de frutas y té helado 6,06 ng L Se(lV) 100 [64]
nano-Fez04 comerciales y alimentos
Chip Poliestireno sulfonado sobre 0,057 - 0,149 Entre 10y
) ) HPLC-ICP-MS Células de levadura [65]
microfluidico nano-Fes04 pg Lt 92

SQT-FAAS: Espectrometria de absorcién atdmica por llama con tubo de cuarzo. y-MPTMS: y-mercaptopropiltrimetoxisilano. SSA: Acido sulfosalicilico. PANI:

Polianilina. Bis: Bismuthiol Il. ADTC: Aminoditiocarbamato.

55



Tesis Doctoral / Introduccién — Preconcentracion y analisis de especiacion

Los materiales nanoestructurados basados en C no tienen propiedades
magnéticas intrinsecas, pero pueden ser asociados a NPs magnéticas. De esta manera,
retienen sus propiedades extractantes caracteristicas y cuentan con el agregado de las
propiedades magnéticas que facilitan su separacion. El grafeno y el 6xido de grafeno
magnetizados pueden ser facilmente obtenidos por métodos de coprecipitacion con
oxidos de Fe y han encontrado diversas aplicaciones aprovechando su excepcional area
especifica de hasta 2630 m? g?, segln calculos tedricos [68]. Ambos materiales
magnetizados han sido hasta ahora aplicados efectivamente para la remocion de
especies inorganicas de Se en muestras de agua con distintas funcionalizaciones, pero
no se han reportado aun desarrollos analiticos completos que los involucren [69, 70].
Los nanotubos de carbono combinados con NPs magnéticas representan también un
material moderno muy utilizado en quimica analitica para extracciones magnéticas.
Tanto en estado hidrofébico puro como funcionalizados, los MWCNTs han sido
utilizados para aplicaciones analiticas para Se. En el primer caso, la interaccion
electrostatica entre la especie HSeOs y la superficie cargada positivamente de los
nanotubos a pH = 4 fue la responsable de la extraccién de esta [61]. En el segundo
caso, una funcionalizacién fisica de los nanotubos magnetizados con Bismuthiol Il (la
sal de potasio de la 5-mercapto-3-fenil-1,3,4-tidiazol-2-tiona) permitid la extraccion
selectiva de Se(lV) gracias a las propiedades complejantes del agente funcionalizador

para con esta especie [62].

Tal como se ha mencionado previamente, la mayoria de los materiales utilizados
para D-SPE pueden ser subsecuentemente magnetizados y aplicados en metodologias
de extraccion magnética. Tal es el caso de las MOFs, que también han sido introducidas
en el campo de las extracciones magnéticas. La mezcla fisica directa de los cristales de
MOFs con NPs magnéticas resulta en materiales hibridos eficientes, mientras el
crecimiento in situ de las NPs magnéticas en presencia de cristales o nanocristales de
MOFs crecidos sobre nanoparticulas da lugar a rendimientos méas elevados [71]. Su
especificidad ha sido aprovechada para el desarrollo de un método de MSPE para la
preconcentracion y analisis de especiacion de Se inorganico en muestras tan complejas

como ajos, cebollas, naranjas y manzanas, aparte de aguas de consumo humano [63].

Los ILs también se han utilizado para la preparacién de materiales hibridos
magnéticos, dando lugar a materiales que cuentan con sus excelentes propiedades
extractantes en adicion al magnetismo. Métodos tanto fisicos como quimicos han sido

utilizados para la preparacion de nanomateriales hibridos magnéticos diversos, como
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por ejemplo el uso de NPs de Fes;O4y un IL de la familia de los imidazolios para la

preconcentracién de Se(lV) en muestras variadas [22].

Existen también diversos reportes de combinaciones de nanomateriales
compuestos recubiertos con ILs para preconcentracion, como por ejemplo NPs de Fe;04
recubiertas con silica, MWCNTSs u 6xido de grafeno, dando asi lugar a alternativas que
combinan las propiedades de los tres componentes [72, 73]. En este contexto, los ILs
poliméricos (PILs) han recibido especial atencion en los ultimos afios, ya que
representan una alternativa a los ILs que mantienes sus excepcionales capacidades
como extractantes, pero con una resistencia mecénica aumentada, ideal para métodos
que requieren de agitacion intensa. Adicionalmente, el desarrollo de algunos métodos
simplificados para la sintesis de materiales nanoestructurados con PILs ha impulsado
notoriamente su aplicacion en MSPE [74]. Al momento de iniciar el desarrollo de la
presente Tesis, no se encontraban disponibles reportes de la aplicaciéon de este tipo de
materiales para la preconcentracion o analisis de especiacion de Se y/o Te.

Materiales poliméricos han sido también acoplados a nanomateriales
magnéticos para su utilizacién en microextracciones. Un caso interesante fue el uso de
un copolimero que incluia unidades de acido oleico de origen natural en su estructura.
Este fue sintetizado por un método tradicional y conté con grupos amino que permitieron
unirlo covalentemente con NPs de magnetita. El material resultante fue utilizado para la
determinacion de Se inorganico total en muestras de agua mineral y de canilla, asi como
en jugo de frutas y té helado comercial [64]. Por su parte, Chen y colaboradores
desarrollaron un hibrido compuesto por nano-Fes;O4 y poliestireno sulfonado para la
extraccion de especies organicas de Se en levaduras. El material fue incluido en un chip
microfluidico y permiti6 la extraccibn de cinco especies de Se utilizando
aproximadamente 800 células por determinacion y alcanzando LODs de entre 0,057 y
0,149 ug L con cromatografia de alta performance (HPLC) acoplada a ICP-MS para la

separacion y determinacion de las especies retenidas [65].

1.2.2.6. Extraccidn en fase solida en sistemas en flujo

Durante las ultimas décadas, la familia de las metodologias analiticas basadas
en técnicas de flujo para la automatizacion, optimizacion y miniaturizacion del proceso
de tratamiento de muestras se ha ido desarrollando progresivamente. Aunque los
métodos en batch siguen siendo los mas utilizados y reportados hasta el momento,

ciertas desventajas relacionadas con el trabajo manual y el tiempo que requieren, asi
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como con la cantidad de reactivos que consumen, no han podido ser aun
completamente superadas. Las técnicas en flujo son reconocidas por la reduccion en el
consumo de reactivos y la generacién de desechos, por los limitados aportes que
requieren por parte del operador -reduciendo su exposicion- y por las mejoras que

aportan en términos tanto de reproducibilidad como de frecuencia de analisis [75].

Los métodos més aplicados para llevar a cabo SPE en flujo son el andlisis por
inyeccion en flujo (FIA) y el analisis por inyeccion secuencial (SIA). Estos se diferencian
en el modo de mezclado y transporte de la muestra: en FIA la muestra y los reactivos
necesarios (por ej. un reactivo complejante) se inyectan en un flujo continuo de solucién
transportadora que es continuamente propulsado hacia el sistema de separacion,
mientras que en SIA estos se succionan secuencialmente hacia un bucle de retencién
gracias a una valvula selectora, donde se mezclan para ser luego propulsados hacia el
sistema de separacién (Figura 1.2.2.6). La gran ventaja del SIA es el menor consumo
de reactivos (no hay necesidad de un flujo constante de solucion transportadora) y el
mejor mezclado de las fases durante su estadia en el bucle de retencion [76].

El sistema de separacibn mas usual en ambos casos consta de un lecho de
material sorbente empaquetado en el interior de una columna o cartucho, propiciando la
transferencia del analito desde la solucion hacia la fase sélida durante el pasaje de la
solucion bombeada. A continuacion, la columna o cartucho es enjuagada/o con un
solvente adecuado vy, finalmente, un volumen dado de eluyente atraviesa al material
sorbente provocando la elucién del analito, que es inmediatamente transportado hacia
el sistema de deteccién para su cuantificacion [77]. Una alternativa al SIA denominada
bead injection analysis ha sido también desarrollada especificamente para SPE y se
basa en la succién de un volumen bien definido de una suspension del material sorbente
durante la primera etapa del método en lugar de alguno de los reactivos mostrados en
la Figura 1.2.2.6, de manera tal de lograr el mezclado del mismo con la muestra en el
bucle de retencion. A continuacion, la mezcla de solucién y sorbente es impulsada hacia
el sistema de separacién, que cuenta con una valvula porosa que permite retener las
particulas de sorbente, dejando fluir a la solucién. De esta manera, se logra contar con
material sorbente fresco para cada uno de los ciclos de extraccién/elucion y se
incrementa sustancialmente el contacto entre fases, dando lugar a mejoras significativas

en la eficiencia de extraccion [78].
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Figura 1.2.2.6. Representacién esquematica de sistemas de andlisis por inyeccién en flujo y

por inyeccion secuencial. Adaptadas de J. Ruzicka et al., “Flow Injection Tutorial 72 Ed.” [76].

Sin embargo, a pesar de poseer caracteristicas que las hacen muy atractivas,
las aplicaciones de este tipo de técnicas son reducidas, dadas las limitaciones para su
aplicacion con materiales sorbentes modernos. El uso de nanomateriales es
especialmente complicado, ya que la propiedad que los hace tan utiles como
extractantes -sus dimensiones nanométricas- es la que al mismo tiempo dificulta su
aplicacion en métodos en flujo. Esto se debe a la imposibilidad de empacarlos en
columnas o cartuchos sin que se generen problemas de sobrepresion en el sistema de
flujo, lo cual impide la circulacién de las soluciones o condiciona marcadamente el

caudal maximo que puede utilizarse tanto en métodos FIA, SIA o de bead injection.

Algunas aplicaciones destacadas de metodologias en flujo han sido reportadas
para la SPE de Se, pero no asi para la de Te. Por ejemplo, el desarrollo de una
metodologia FIA con una columna rellena de una MOF permitié la preconcentracion de
10 iones inorgénicos -incluyendo Se(IV)- y su determinacién por ICP-MS con LODs de
unos pocos ng L [33]. Otro caso muy interesante es el presentado por Asiabi y

colaboradores en 2016. En este trabajo se utilizé un tubo de acero inoxidable con un
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recubrimiento interno polimérico de polipropileno dopado con dimetrilacrilato de
polietilenglicol, cuya carga superficial se controld6 mediante la aplicacion de una
diferencia de potencial. Este tubo se acopl6 a un sistema en linea y se utilizé para la
extraccion de las especies inorganicas aniénicas de Se mediante la aplicacion de un
voltaje de 0,8 V durante el pasaje de la muestra por el tubo modificado. Luego, la
inyeccion de un volumen reducido de eluyente acompafiada por la aplicacién de un
potencial negativo propicio la elucion de los analitos, que fueron cuantificados por HG-
AAS [79]. Finalmente, un trabajo en linea con una micro columna de silica modificada
con el IL bromuro de hexadeciltrimetilamonio para la separacion y preconcentracion de
especies inorganicas de Se y As ha sido reportado, siendo el Unico caso en el cual el
andlisis de especiacion de Se ha sido llevado a cabo con un sistema en flujo. La
deteccion se llevé a cabo por ICP-OES y el analisis total no insumié mas de 15 minutos
por muestra [80].
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1.2.3. Extraccion liquido-liquido

La extraccion liquido-liquido (LLE) es una de las técnicas mas utilizadas para la
extraccion de analitos desde muestras o extractos de muestras liquidos, generalmente
acuosos. Esta técnica se emplea desde principios del siglo XIX y contindia adn vigente
al dia de hoy, debido a la simplicidad de su instrumentacién y al hecho de que permite
llevar a cabo extracciones rapidas y aplicables tanto al analisis de macrocomponentes
como de trazas y hasta ultra trazas. Sus aplicaciones tienen como objetivos principales
la separaciéon de un analito o de un grupo de compuestos de interés de las posibles
interferencias presentes en la matriz y la preconcentracion de los mismos previa a su
determinacion instrumental, incrementando asi la sensibilidad de la misma [1]. El
fundamento de la técnica LLE se basa en la diferente distribucién o reparto de los
constituyentes de la muestra entre dos fases inmiscibles. Cuando se utiliza una fase
acuosa y una fase hidrofobica (lo mas usual en LLE), los analitos polares quedaran
preferentemente en la fase acuosa y los apolares pasaran a la hidrofébica.

En términos generales, el procedimiento experimental consiste en hacer que una
muestra entre en contacto intimo con un extractante liquido adecuado, dando lugar a la
distribucion del analito entre las mismas hasta alcanzar el equilibrio. Paso seguido, las
fases se separan mediante algin un proceso conveniente (por ej.. decantacién o
centrifugacion) y el analito es cuantificado en la fase extractante. La selectividad y
efectividad del proceso de extraccion dependen principalmente de la eleccién del
solvente de extraccion, aungque existen otros factores que pueden afectar el equilibrio,
tales como el pH, la adicién de un agente complejante, la utilizacion de un reactivo
formador de pares i6nicos o la modificacion de la fuerza iGnica por la presencia de sales

en el medio de extraccion [2].

En las primeras etapas de desarrollo de la técnica, los solventes organicos fueron
la alternativa preferida por los quimicos analiticos como extractantes para muestras
acuosas. Sin embargo, las grandes cantidades utilizadas, sumadas a sus toxicidades y
volatilidades, hicieron que la evolucién de la técnica se dirigiese en primera instancia
hacia la reduccién en el consumo de los mismos y, en una segunda etapa, hacia su
reemplazo. En esta primera etapa, los preceptos de la incipiente Quimica Verde
abogaron por una reduccién en el consumo de solventes, lo cual fue logrado mejorando
el contacto entre fases con la utilizacién de, por ejemplo, microondas, ultrasonido o

presiones elevadas [3]. En la segunda “ola verde”, el reemplazo de los solventes
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tradicionales por alternativas modernas llevo al desarrollo de las variables de LLE més
reconocidas en la actualidad, en las que se utilizan no mas de 100 uL de fases

extractantes mas sustentables en términos ambientales [4].

La eleccién de un buen medio de extraccion es justamente el pardmetro mas
importante a definir durante el desarrollo de una metodologia LLE. Los pardmetros

deseables en un extractante son [5]:

i) Ser liguido en condiciones normales.

i) Poseer una presion de vapor baja para evitar pérdidas por evaporacion.

iii) Poseer una solubilidad despreciable en agua para evitar pérdidas por
disolucion durante la extraccion.

iv) Ser mas denso que la muestra, de manera de simplificar su separacion tras
la extraccion.

v) Poseer una estructura quimica tal que provea un alto coeficiente de particién

para el analito entre el extractante y el medio acuoso.

Estas propiedades, entre otras, son caracteristicas de una de las familias de
solventes modernos mas estudiadas y utilizadas de la Ultima década: los ILs.

1.2.3.1. Liquidos idnicos: solventes modernos para
extracciones liquido-liquido

A partir de su descubrimiento hace mas de un siglo, los ILs se han convertido en
un objeto de estudio dentro de diversos campos de la quimica, incluyendo por supuesto
a la quimica analitica. A partir de la definicibn simple propuesta por Paul Walden en
1914, los ILs son cominmente conocidos como sales cuyo punto de fusién es inferior a
100 °C. Sin embargo, el término es mas frecuentemente utilizado para hacer referencia
a los ILs a temperatura ambiente, que son sales organicas con puntos de fusion
cercanos o por debajo de la temperatura ambiente [3]. Los ILs poseen caracteristicas
particulares como una alta estabilidad térmica, presiéon de vapor despreciable, no
inflamabilidad, viscosidad variable, alta conductividad eléctrica y miscibilidad con
diferentes solventes. Estas se deben principalmente a la atraccion electrostatica que
existe entre los cationes y aniones que los constituyen, asi como a la capacidad de
experimentar interacciones intermoleculares Unicas entre si. Ademas, sus propiedades
pueden ser ajustadas para lograr objetivos especificos mediante la combinacion de

distintos aniones y cationes, haciéndolos Utiles para diversas aplicaciones analiticas y
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representando asi una alternativa atractiva como reemplazo de los solventes organicos
tradicionalmente utilizados en LLE [6]. Sumado a esto, el disefio de los ILs se puede
también orientar hacia grupos particulares de analitos para lograr selectividades
excepcionales hacia ellos. Por ejemplo, la adicion de sustituyentes polares a un IL puede
promover las interacciones dipolares del mismo con analitos polares, mientras que la
presencia de cadenas alifaticas puede mejorar su capacidad de interaccion con analitos
poco polares [7]. Un resumen esquematico de la evolucion temporal de los
descubrimientos y aplicaciones mas importantes relacionadas a los ILs se presenta en
la Figura 1.2.3.1.

1887: C. Friedel y J.M. Crafts — “aceite rojo”: primer liquido idnico (confirmado casi 100 afios después).

1914: P. Walden — Sintesis de nitrato de etilamonio protico (punto de fusién: 12,56 °C).

1934: C. Graenacher — Primera aplicacion de un liquido ionico (cloruro de 1-etilpiridinio) para disolver celulosa.
1972: G. W. Parshall — Primer uso de un liquido iénico en catalisis.

1982: J. S. Wilkes — Primeros liquidos ionicos de imidazolio, con el anidn [AICI,]—.

1982: C. F. Poole — Uso de nitrato de etilamonio como fase estacionaria en cromatografia gaseosa.

1992: J. S. Wilkes — Primeros liquidos ionicos estables en presencia de agua y aire: [C,mim][BF,] y [C,mim][PFg].
1998: J. G. Huddleston — Primera aplicacion de un liquido idnico en la particion de analitos desde fase acuosa.
2003: J. F. Liu — Primera aplicacion de un liguido iénico para extraccion en fase liquida de gota Unica.

2004: S. Hayaschi — Sintesis del liquido idnico magnético [Cymim][FeCl,].

2005: F. F. Liu — Primera aplicacion de liquidos ionicos como agentes funcionalizadores en SPE.

2008: H. Zhou — Primera aplicacién de liquidos ionicos en microextraccion dispersiva liquido-liquido.

2008: J. L. Anderson — Introduccion de los liquidos ionicos poliméricos.

2009: N. Fontanals — Primera aplicacion de liquidos ionicos en extraccion dispersive en fase solida.

2009: M. Baghdadi — Presentacion de la microextraccion por formacion de solvente in situ.

2011: S. Pavaghadi — Primera aplicacion de liquidos iénicos en extraccion por punto de nube.

2014: W. Fan — Primera aplicacion de liquidos ionicos en extraccion en SBSE.

b,

Figura 1.2.3.1. Resumen de los momentos claves en la historia de los liquidos i6nicos, desde

su descubrimiento hasta su aplicaciéon en quimica analitica.

En términos de composicion quimica, los ILs se encuentran generalmente
compuestos por un catién organico voluminoso y un anién inorganico. La asimetria entre
catién y anion es la principal responsable de que estos compuestos sean liquidos a
temperatura ambiente. Usualmente, el cation es de gran tamafio en comparacion al
anion, imposibilitando el ordenamiento cristalino tradicional y haciendo que el punto de
fusion decrezca significativamente, pudiendo llegar a valores incluso por debajo de los
0 °C. Propiedades tales como la estabilidad térmica y la solubilidad en distintos
solventes dependen principalmente del anién, mientras que la viscosidad, tensién
superficial y densidad dependen de la estructura del catién, el largo de sus cadenas

alquilicas y su simetria. Teniendo esto en consideracion es que estas propiedades
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pueden ser ajustadas intercambiando las caracteristicas de estos iones, razén por la
cual los ILs han sido denominados “solventes de disefio” y cuentan con diversas
aplicaciones en métodos de extraccion [8]. Habiéndose sintetizado hasta el momento
mas de 500 tipos de cationes y aniones con estas caracteristicas, se estima que es
posible formar aproximadamente 10° ILs binarios y hasta 10*8 ILs ternarios, mientras
gue el numero de solventes moleculares utilizados en la actualidad se estima alrededor
de 600 [9]. En la Figura 1.2.3.2 se muestran algunos de los cationes y aniones
comunmente encontrados en ILs aplicados en quimica analitica y en la Tabla 1.2.3.1 se
presentan algunas propiedades fisicoquimicas de ILs de la familia de los 1-alquil-3-
metilimidazolios (usualmente simplificado como ‘“imidazolios”), una de las mas

estudiadas y la mas utilizada en esta Tesis.

- CATIONES
R1 R
| |, R1 R1
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Fig. 1.2.3.2. Cationes y aniones mas frecuentemente encontrados en liquidos i6nicos con

aplicaciones analiticas.

Las propiedades de los ILs relevantes para sus aplicaciones analiticas se pueden

resumir como;

Baja presién de vapor. Las interacciones electrostéticas entre aniones vy
cationes en los ILs no son lo suficientemente fuertes como para propiciar la formacion
de pares i6nicos, que podrian volatilizarse. Como consecuencia, la presién de vapor de
estos compuestos es muy baja o indetectable. Esto facilita enormemente su

manipulacién, ya que no se evaporan aldn durante procesos que requieren
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calentamiento, tales como LLE asistidas por temperatura o reacciones quimicas en las

que acttan como catalizadores [9].

Hidrofilicidad, hidrofobicidad y solubilidad en agua. Todos los ILs descriptos
hasta la fecha son higroscépicos. Mientras algunos de ellos son miscibles con agua en
todas proporciones, tales como el [Camim]Cl, otros se saturan con agua dando lugar a
sistemas bifasicos, como es el caso de [Csamim][PF¢] y [Csmim][PF¢]. La solubilidad de
los ILs depende tanto del anion como del cation y, mas particularmente, de la
hidrofobicidad de ambos. Al tratarse de iones, las interacciones polares con las
moléculas de agua aseguran un grado de interaccidén significativo, que puede ser
contrarrestado si alguno de los iones constituyentes (0 ambos) presentan una
hidrofobicidad suficiente como para favorecer la formacion del par iénico insoluble. En
el caso de la familia de los imidazolios, aquellos con el anién PFs~ suelen ser insolubles
en agua, mientras que los halogenuros suelen ser solubles. Sin embargo, la solubilidad
decrece a medida que aumenta la longitud de la cadena carbonada del cation imidazolio,
gue es la que determina la solubilidad del IL cuando cuenta con mas de 4 carbonos,
independientemente de la identidad del anién [10].

Polaridad: Esta no es una propiedad absoluta, sino que incluye todas las
posibles propiedades microscépicas responsables de las interacciones entre el IL y el
analito presente en la muestra, por lo que se define en funcién de cada caso particular.
Generalizando, la polaridad de los ILs decrece con el tamafio del anién, mientras que la
presencia de grupos -OH u -OR puede modificar esta propiedad en un rango
relativamente amplio. La escala de polaridad mas utilizada al comparar ILs es la escala
empirica Er@so). Esta estd basada en la longitud de onda de absorcion maxima de la
transicion 1T-11* mas energética del colorante de Reinchardt, una sonda de polaridad. La
escala se suele presentar de forma normalizada, obtenida asignandole un valor de 1,0
al agua y de cero al tetrametilsilano [11]. En esta escala, los ILs de la familia de los 1-
alquil-3-metilimidazolios tienen valores de polaridad similares a los del etanol,
reduciéndose a medida que aumenta el tamafio de la cadena alquilica. En el caso de
esta familia de ILs también, la identidad del anién no tiene un efecto significativo sobre
la polaridad. Una representacién esquematica de esta escala de polaridad se presenta

en la Figura 1.2.3.3.
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Fig. 1.2.3.3. Escala de polaridad Ero) normalizada con algunos solventes organicos
seleccionados y familias de liquidos iénicos: [Cnmim]* = 1-alquil-3-metilimidazolio, [ChCrmim]* =
1,2-dialquil-3-metilimidazolio, [CnCnPy]* = dialquilpiridinio, [PrrrR]* = tetraalquilfosfonio,
[Nr,rRR]" = tetraalquilamonio. Adaptado de R. Marcinkowska et al., “Application of ionic liquids

in microextraction techniques: Current trends and future perspectives” [3].

Estabilidad térmica: La estabilidad térmica de un IL (y de cualquier compuesto
en general) esta definida por la maxima temperatura a la cual este mantiene su identidad
guimica. Su determinacion experimental se suele llevar a cabo por andlisis
termogravimétrico y el acoplamiento de esta técnica con espectrometria de masas ha
permitido el estudio de los mecanismos involucrados en la descomposicion [12]. Los
valores de temperatura minima de descomposicién para varias familias de ILs se
encuentran en el rango entre 200 y 400 °C (ver Tabla 1.2.3.1), y dependen
predominantemente de la naturaleza de los aniones, habiéndose encontrado una buena
correlacion entre la estabilidad térmica y la nucleofilicidad, hidrofobicidad y naturaleza
coordinante de estos. Los ILs imidazolicos son generalmente mas estables que los
piridinicos y tetraalquilamonicos y, dentro de la familia de los imidazolios, la estabilidad
térmica para los diferentes aniones disminuye en la serie: [(CFsSO.),N~] > [BFs7] >
[PFs~] > [AsFs] > [I7]>[CIT] > [Br][13].

Estabilidad quimica: La reactividad de los ILs es generalmente despreciable,
por lo que su uso como solventes o extractantes se puede llevar a cabo sin mayores
problemas. Sin embargo, su aplicacion en medios altamente basicos o en presencia de

metales de transicion debe ser analizada con precaucion.
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Tabla 1.2.3.1. Propiedades fisicoquimicas de algunos liquidos i6nicos de la familia de los 1-alquil-3-metilimidazolios.

Nombre Nombre resumido Szlrl: ggil?:d ngirc]')tr? ((33) Tdesc(c’o"g’;’smén nggsgg?gl_i) Vi;g?éi?cag) 4 Referencias

C'?;L*e:ﬂliel d;;;fgg [Camim]Cl Miscible 74 246 1,10 - [12]
Hexafluorofosfato de 1-bul-3- [Csmim][PF] 0,016 g mL* 8 406 1,37 330 [14, 15]
Tetrafluoroborato de 1-buti-3- [Camim][BF4] Miscible 82 403 1,19 219 [16, 17]
Bis-tlugrosulioninida de 1-bUutljeumimint] 0,058 g mL? 4 439 1,43 55 [16, 17]

Cloruro de 1-nexi-3- [Comim][PF] Miscible -85 253 1,03 560 [16]
Hexafluorofostato de 1-hexil-3- [Comim][PFs]  0,0071 g mL* 61 417 1,29 716 [15, 16]
Cowode LS gum  ogms s a as s e
Hexafluorofosfato de 1-octi-3- [Cemim][PFs] ~ 0,0030 g mL* 70 376 1,23 682 [15, 16]
Tetrafluoroborato de 1-octl-3- [Cemim][BFs] 0,081 g mL* 80 360 1,08 135 [16, 19]
Cloruro de 1-dec-3- [Cromim]Cl Soluble 38 195 0,99 - [16, 20]
Hexafluorofosfato de 1-decil-3- [Cromim][PFe] Insoluble 32 414 1,04 - [13, 16]

metilimidazolio
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En estas condiciones, pueden ocurrir reacciones cuyos subproductos afectan las
propiedades del IL, tales como la viscosidad, conductividad eléctrica y capacidad
extractante o adsorbente. En el caso particular de los ILs de imidazolio, medios
fuertemente basicos pueden inducir un ataque electrofilico por parte del anillo,
especialmente si se produce la desprotonacién del C2, siendo incluso posible que se
produzca la apertura del anillo imidazélico. Mientras tanto, los metales de transicion
pueden actuar como catalizadores en reacciones de adicién a enlaces del anillo o de la

cadena alquilica, si los hubiere [21].

Bajo punto de fusién: Tal como se ha mencionado con anterioridad, una de las
caracteristicas que define a los ILs es que sus puntos de fusibn se encuentran
generalmente cercanos o incluso por debajo de la temperatura ambiente, llegando en
algunos casos hasta -100 °C. Este es un parametro de alta importancia, ya que define
la temperatura minima a partir de la cual un IL puede ser utilizado como extractante en
LLE. El punto de fusién depende principalmente del tamafio y geometria de los iones
que componen el IL. Un aumento simultaneo en el tamafio del cation y del anién resulta
en una disminucion del punto de fusién, mientras que un incremento en la simetria de
los mismos significa un aumento en el valor de este parametro, ya que se favorece el
ordenamiento cristalino de los iones. En el caso de los ILs de la familia de los
imidazolios, el incremento de longitud de la cadena alquilica del catién se traduce en
una disminucién del punto de fusion, debido a que el empaquetamiento de los iones se
ve negativamente afectado. Sin embargo, esta tendencia se revierte cuando el nimero
de atomos de C en la cadena es mayor a 8, ya que las interacciones hidrofébicas entre
las cadenas pasan a ser predominantes y aumentos en su tamafo se traducen en
interacciones mas fuertes. En lo relacionado a la carga de los iones, la tendencia general
indica que el punto de fusion sera mayor a medida que aumentan las interacciones de
tipo enlace hidrégeno y la distribucion de la carga en el cation y el anién [22]. Los puntos
de fusion de algunos ILs de la familia de los imidazolios se encuentran en la Tabla
1.2.3.1.

Densidad: La mayoria de los ILs poseen densidades mayor a la del agua,
llegando a valores de hasta 2,4 g mL* para [(CHs)sSBr][AIBrs], el méas alto reportado
hasta el momento [16]. En términos generales, la densidad de los ILs disminuye a
medida que aumenta el tamafio del cation, mientras que la tendencia opuesta se
observa respecto al tamafio del anién. Como ejemplo del primer caso se puede citar la
densidad de algunos ILs con el anién trifluoroacetato: cuando el cation posee

sustituyentes etilo y metilo en las posiciones 1 y 3, respectivamente, la densidad es
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1,390 g mL?, cuando ambas cadenas son etilos la densidad es 1,330 g mL?, mientras
gue si las cadenas son butilo y metilo o butilo y etilo los valores son de 1,290y 1,270 g
mL™, respectivamente. Para un mismo catién, en cambio, la densidad varia en funcién
de los aniones como: [CH3SO,47] = [BF47] < [CF3COO~] < [CF3S037] < [C3F7,COO0] <
[(CFsS0O2).N~] [23]. Llamativamente, esta propiedad no es tan dependiente de la
temperatura como lo es para los solventes moleculares. Las densidades de varios ILs

imidazolicos pueden encontrarse en la Tabla 1.2.3.1.

Viscosidad: Como conjunto, los ILs son mas viscosos que otros solventes
moleculares convencionales, encontrandose sus valores de viscosidad en el rango entre
10 y 500 cP. A fines comparativos, las viscosidades del agua, etilenglicol y glicerol a
temperatura ambiente son 0,89, 16,1 y 934 cP, respectivamente. De hecho, se
considera que esta es una de las propiedades clave que retrasa la aplicacion de los ILs
en procesos industriales y analiticos en flujo, encontrandose actualmente mucho
esfuerzo invertido en la busqueda y desarrollo de ILs de baja viscosidad [24]. A
diferencia de la densidad, este parametro si es fuertemente dependiente de la
temperatura; por ejemplo, la viscosidad del [C.mim][PFs] aumenta en un 27% al bajar la
temperatura de 20 °C a 15 °C [25]. Respecto a su relacion con la estructura, se observa
una fuerte dependencia con la identidad del anién, aunque sin una correlacién clara con
su tamafio o estructura. Se estima que propiedades como la capacidad de formar
enlaces hidrégeno con el cation son determinantes sobre este pardmetro. En relacién
con el catién, si se observa una relacién directa entre la viscosidad y su tamafio. Para
la familia de los 1-alquil-3-metilimidazolios, por ejemplo, la viscosidad aumenta con el

largo del sustituyente alquilico de la posicién 1 [23].

Tensién superficial: Esta es una propiedad de importancia en procesos
multifase que involucran ILs. Los valores de tension superficial de los ILs se suelen
encontrar entre los de los solventes organicos tradicionales (por ej. 18 mN m™ para el
hexano) y el del agua (73 mN m™). Para citar algunos ejemplos, el valor de este
pardmetro es de 49 mN m para [Csmim][PFe], mientras que para [Csmim][PF¢] es de
43 mN m? y para [Csmim][PF¢] de 37 mN m™[16]. Si bien en estos ejemplos se puede
observar la influencia del cation, cuyo tamafio es inversamente proporcional a la tensién
superficial, la identidad del anién es la que mas efecto tiene, siguiéndose también la

relacion inversamente proporcional con el tamafio [3].

Toxicidad: Si bien la disponibilidad de datos no es aun suficiente para derivar
conclusiones del todo confiables, la baja volatilidad de los ILs es considerada una

caracteristica clave respecto a su toxicidad, ya que elimina a la inhalacién como via de
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exposicion, siendo el contacto con la piel y la ingesta practicamente las Unicas vias
posibles. Es importante destacar que los resultados de diversos estudios apuntan a que
la toxicidad de algunos ILs no es despreciable, pudiendo incluso llegar a ser tan téxicos
como los solventes organicos convencionales, aunque estos Ultimos poseen la
desventaja adicional de ser altamente volatiles. En los ultimos afios, la busqueda de
alternativas de baja toxicidad ha llevado al nacimiento de la familia de los “ILs naturales”.
En estos, los cationes sintéticos cuaternarios (amonio, fosfato, piridinio, etc.) son
reemplazados por cationes de fuentes naturales como el cation colinio, mientras que los
aniones fluorados (PFs~ 0 BFs~) son sustituidos por aminoacidos o carboxilatos

organicos [26].

Propiedades electroquimicas: Los ILs presentan una serie de caracteristicas
que los hace buenos candidatos como solventes en procesos electroquimicos. Entre
estas, se destaca que por lo general son buenos conductores eléctricos, poseen buenas
propiedades de transporte, pueden interaccionar con diversos analitos organicos o

inorganicos y tienen buenas ventanas electroquimicas y amplios rangos liquidos [23].

1.2.3.2. Técnicas de extraccion liquido-liquido con
liquidos idnicos

Los extractantes organicos tradicionalmente utilizados en LLE han sido
relativamente pocos, por lo que se presentaban limitaciones en términos de las muestras
sobre las cuales podian ser aplicados. Adicionalmente, la volatilidad de muchos de ellos
significaba no solo un efecto negativo sobre el ambiente, sino también complicaciones
en términos de su recuperaciébn a partir de una mezcla de extraccion o de la
retroextraccion de los analitos. El uso de ILs como extractantes ha surgido como una
potencial solucién a estos inconvenientes, ya que las propiedades fisicoquimicas de los
mismos los hacen apropiados como extractantes desde fases liquidas. Teniendo en
cuenta las propiedades discutidas anteriormente -especialmente la amplia variedad de
interacciones en las que pueden participar con distintos analitos-, no es sorprendente
gue los ILs hayan surgido como alternativas a los solventes organicos tradicionales en
LLE, dando lugar a métodos selectivos, eficientes y limpios. Aunque su viscosidad y
costo mas elevados que los solventes clasicos puedan ser considerados como
desventajas, la posibilidad de llevar a cabo procesos en microescala haciendo uso de
todas las capacidades extractantes de los ILs hace que estas limitaciones se vean
marginalizadas [3]. Las microextracciones en fase liquida (LPME) con ILs han sido

ampliamente estudiadas en los Ultimos afios, a partir del reporte inicial de la particion
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favorable de derivados del benceno desde un medio acuoso utilizando [Camim][PFe]
[27]. Desde ese entonces, se han reportado aplicaciones para analitos en todo tipo en
matrices, incluyendo extracciones de contaminantes organicos [28], especies
elementales [29], compuestos de interés bioldgico [30] e incluso radionucleidos [31]. A
partir de ejemplos como estos, queda revelada la gran capacidad de los ILs para
interaccionar con diversos analitos a través de varios mecanismos (electrostatico,
enlace hidrégeno, apilamiento 11-11, etc.). Adicionalmente, estas interacciones pueden
ser ajustadas mediante cambios en la identidad o estructura del cation o anion
involucrado, permitiendo una selectividad ain mayor en comparacion con los solventes

clasicos [32].

A continuacion, se describen algunos métodos analiticos LLE basados en el
empleo de ILs como extractantes, incluyendo aplicaciones para la preconcentracion y/o
andlisis de especiacion de Se y Te. Algunos de los mas relevantes que involucran a
estos elementos se encuentran resumidos en la Tabla 1.2.3.2.

1.2.3.2.1. Microextraccion liquido-liquido dispersiva
clasica

La microextraccion dispersiva liquido-liquido (DLLME) en su version clasica se
basa en la mezcla de una muestra acuosa con algunos microlitros de extractante
hidrofébico, debiéndose agregar también un solvente dispersante que sea soluble tanto
en la muestra como en el extractante. Esto facilita la formacion de microgotas,
aumentando la superficie efectiva de contacto y la cinética de transferencia de masa
desde la muestra hacia el extractante. La mezcla se agita como consecuencia de la
inyeccion vigorosa del extractante o de forma manual y, tras un tiempo de equilibracion,
las microgotas con el analito extraido se separan de la matriz por decantacion o
centrifugacion. Los primeros desarrollos de DLLME fueron rdpidamente criticados y
poco aplicados, ya que utilizaban principalmente solventes clorados. Estos permitian
una buena extraccién de analitos poco polares, contaban con una densidad mayor a la
del agua -facilitando su separacion por centrifugaciéon- y eran insolubles en ella, pero
presentaban un alto impacto ambiental. Si bien existieron intentos de reemplazarlos con
alcoholes de cadena larga e hidrocarburos, la densidad menor a la del agua de estos
generaba problemas en la separacion de las fases, que requeria de dispositivos
especificos para aislar los bajos volimenes utilizados desde la superficie de la fase
liquida [33].
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Dado que la densidad de la mayoria de los ILs es mayor a la del agua (Tabla
1.2.3.1), su surgimiento los ubic6 como una buena alternativa al uso de solventes
clorados en DLLME. Desde su primer uso, que dio lugar al nacimiento de la DLLME
asistida por IL (IL-DLLME), el crecimiento en sus aplicaciones para este tipo de técnicas
ha ido en franco aumento. Por lo general, los ILs utilizados en estas metodologias son
aquellos con aniones PF¢~ vy bis(trifluorometilsulfonil)imida (Ntf>~), que son
mayoritariamente insolubles en agua. Aun asi, un paso de dilucién con solvente organico
es frecuentemente necesario para facilitar la determinacion instrumental una vez
preconcentrado el analito, ya que la alta viscosidad del IL dificulta su manipulacion. Una
representacion esquemética de la IL-DLLME se presenta en la Figura 1.2.3.4. Uno de
los primeros reportes haciendo uso de esta metodologia fue realizado por Liu y
colaboradores, quienes en 2009 lograron extraer cuatro insecticidas desde muestras
acuosas utilizando 52 mg de [Csmim][PFs] y 0,5 mL de metanol como dispersante desde
5,0 mL de muestra. La fase extractante en este caso se separ6 por centrifugacion y los
analitos fueron separados y determinados por HPLC con deteccién UV-Vis con arreglo
de diodos [34].

Algunos pL de un IL
hidrofobico. Si el analito es un metal, debe

adicionarse un agente complejante o de
formacion de pares idnicos.
Centrifugacion o
decantacion
> —
Es necesario. Por lo
general, se trata de un solvente organico
\/ como metanol, etanol o acetonitrilo, aunque \_/ \/
l también puede ser un IL hidrofilico.
Solucién de muestra con Microgota de IL
los analitos

Fig. 1.2.3.4. Representacion esquemdtica de la técnica de microextraccion liquido-liquido

dispersiva clasica asistida por liquido iénico.

La técnica IL-DLLME convencional se ha utilizado también para andlisis de
especiacion elemental, principalmente en muestras acuosas. En estos casos suele ser
necesario un agente complejante para la derivatizacién de las especies elementales,
disminuyendo asi su polaridad y permitiendo la extraccion con el IL apolar. En términos
de la cuantificacion, técnicas espectroscopicas inherentemente elementales, tales como
la AAS electrotérmica (ETAAS), AAS por llama (FAAS) o ICP-MS son las preferidas,
teniendo en cuenta algunas consideraciones especiales para analizar la fase rica en IL.

Con ETAAS, por ejemplo, se ha demostrado la posibilidad de inyectar la fase de IL en
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el horno de grafito para la determinacion de los analitos alli presentes de manera directa,
sin digestion ni dilucién previa. Para ello, se debe adecuar la determinacién a la
presencia del IL, siendo necesario optimizar pardmetros tales como la cantidad maxima
de IL, el tipo y cantidad de modificador/es de matriz y el tratamiento térmico y/o quimico
dentro del mismo horno de grafito. Todo esto es necesario para lograr la descomposicion
progresiva de la matriz, minimizando su efecto en la subsecuente cuantificacion del
analito. Estudios de este tipo han sido llevado a cabo en el grupo en el que se desarrollé
la presente Tesis Doctoral con anterioridad, en lo que refiere a la determinacion de
vanadio en una fase de IL, llevandose a cabo una digestion in situ de la matriz en el
horno de grafito con perdxido de hidrégeno como oxidante y aplicando un programa de
temperatura especialmente disefiado para pirolizar esta fase sin afectar la sensibilidad
de la determinacion [35].

La técnica IL-DLLME ha sido aplicada para el analisis de especies de Se en
distintas matrices. Por ejemplo, se ha desarrollado una metodologia en linea para la
extraccion de especies inorganicas de Se en muestras de aguas y de ajos utilizando
cloruro de trihexil(tetradecil)fosfonio (CYPHOS® IL 101) como extractante del analito
complejado con pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC) y Triton X-114 como
dispersante. La mezcla de estos reactivos con la muestra acondicionada se llevé a cabo
en un sistema en flujo y la retencidn del IL se logré utilizando una columna rellena con
Florisil®, para luego ser eluido con metanol acidificado y determinado por ETAAS. La
estrategia de especiacion en este caso se basé en la selectividad del agente
complejante APDC para con la especie Se(lV), lo que permitié su cuantificacion selectiva
y la determinacién de Se(VI) por diferencia tras un paso de pre reduccion para la
determinacion de Se inorganico total [36]. Otras aplicaciones de la técnica para Se se

encuentran resumidas en la Tabla 1.2.3.2.

Si bien la IL-DLLME convencional involucra un sistema ternario en el cual un IL
hidrofébico es acompafado por un agente dispersante, variantes al proceso han sido
investigadas de manera de evitar la utilizacion de este Ultimo, que suele ser un solvente
organico. Por ejemplo, la utilizacibn de un segundo IL hidrofilico como agente
dispersante limita el uso de solventes organicos Unicamente al paso de dilucion de la
fase extractante previo a la determinacion instrumental. En el que constituye el primer
reporte de esta variable, una mezcla de 50 pL de [Csmim][PF¢] como extractante y 300
uL de [Camim][BF4] como dispersante fue utilizada para la extraccién de triclosan y

triclocarbéan (dos bactericidas) desde  varias muestras de agua.
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Tabla 1.2.3.2. Métodos de microextraccion liquido-liquido con liquidos i6nicos para preconcentraciéon de especies de Se y Te.

Modo Ligquido idnico Detecciébn  Muestras LOD EF Ref.
DLLME en linea [Ps,6,6,14]Cl ETAAS Agua y ajos 15ngLtSe(lv) 20 [36]
DLLME [C12mim][NTf2] ETAAS Aceites comestibles 0,03 ng gt Se 140 [37]
) HPLC-UV-  Aguasy suplementos
DLLME [Camim][PFs] i o 0,183 pgLtsSe 190 [38]
Vis dietarios

) Agua mineral, té helado y
UA-IL-DLLME [Cemim][NTf2] ETAAS _ 12 ng L1Se(lvV) 150 [39]
bebidas carbonatadas

UA-IL-DLLME Aliguat-336 ICP-OES Aguas 0,42ngL!Te 850 [40]

VA-IL-DLLME indirecta  [Cemim][PFs] UV-Vis Alimentos diversos 0,098 ugL1*Sse 140 [41]
Ajo, cebolla, puerro, brécoli

VA-IL-DLLME [Ps6.614][Ci0H1002]  ETAAS ] 5,0ng L Se(lV) 90 [42]
y coliflor

TA-IL-DLLME [Camim][PFe] UV-Vis Aguas y arroz 15ug Lt Se(lV) - [43]

) 18 ng L Se(1V)
M-LPME [Camim][FeCl4] ETAAS Arroz 99 [44]

22 ng L Se(VI)

UA: Asistida por ultrasonido. VA: Asistida por vortex. TA: Asistida por temperatura. M-LPE: Extraccion en fase liquida magnética.
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En este caso, se lograron LODs de 0,23 pg L'y 0,35 pg L%, respectivamente,
utilizandose Unicamente 50 uL de metanol como solvente para la dilucion de la fase
extractante previo a la separacién y cuantificacion por HPLC con deteccién por

espectrometria de masas en tAndem con electrospray [45].

La técnica IL-DLLME clasica se considera la mas simple, ya que no requiere de
ningln paso extra y la complejidad de instrumentaciéon que requiere es baja. Sin
embargo, la busqueda de sustentabilidad en los métodos ha llevado al desarrollo de
técnicas que eliminan o al menos reducen el uso de solventes dafiinos para el ambiente,
involucrando pasos de agitacion mecanica o el uso de temperatura para evitar la

utilizacion del agente dispersante. Algunas de esas técnicas se discuten a continuacion.

1.2.3.2.2. Microextraccion liquido-liquido dispersiva
asistida por agitacion mecanica

Esta modalidad de IL-DLLME utiliza ultrasonido, vortex, microondas o cualquier
otro método enérgico para facilitar la dispersion del IL hidrofébico en la solucién acuosa,
asegurando la formacion de las microgotas que propician la extraccion del analito. La
aplicacion de agitacion mecénica se encuentra inherentemente asociada a un aumento
de temperatura de la mezcla, lo cual no suele ser problematico dada la estabilidad
térmica de los ILs. Si bien esta variante cuenta con la ventaja de acelerar el proceso (las
extracciones no suelen demorar mas de siete minutos, exceptuando un eventual paso
de enfriamiento), en algunos casos la presencia de un agente dispersante no deja de
Ser necesaria, sea este un solvente organico, un surfactante o un IL hidrofilico [46]. Una

representacion esquematica de la técnica se presenta en la Figura 1.2.3.5.

De las diferentes modalidades, la IL-DLLME asistida por ultrasonido (UA-IL-
DLLME) fue la primera reportada y es actualmente la mas utilizada para la determinacion
de compuestos organicos y de metales [47]. Aplicaciones de esta han sido desarrolladas
tanto para Se como para Te. En el caso del primero, 100 pL de [Cemim][Ntf;] sin la
necesidad de un agente dispersante fueron utilizados para la extraccién de Se(IV)
complejado con 1-feniltiosemicarbazida desde 10 mL de muestras de agua mineral, té
helado y bebidas carbonatadas, con un paso de extraccién de 10 minutos en un bafio
ultrasénico y posterior cuantificacion por ETAAS [39]. En el caso del Te, se utilizd
Aliquat-336 con hexano como dispersante, siendo suficientes 5 minutos para extraer la
totalidad del analito desde 15 mL de muestra. La determinacion instrumental se llevo a

cabo por ICP-OES en este caso [40].
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Algunos
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Fig. 1.2.3.5. Representacién esquematica de la técnica de microextraccion liquido-liquido

dispersiva asistida por liquidos i6nicos y agitacion mecénica.

El uso de agitacion vértex (VA-IL-DLLME) ha sido también ampliamente
adoptado, siendo su aplicacion mas reciente que la del ultrasonido [48]. Se ha
desarrollado hasta la fecha una Unica aplicacion para la cuantificacion de Se(lV) de
manera indirecta en alimentos por VA-IL-DLLME. El proceso se baso en la reaccion del
analito con yoduro para dar Is~ como producto. A este, a la vez, se lo hizo reaccionar
con cristal violeta para formar un complejo de transferencia de carga que fue extraido
con [Cemim][PF¢] desde 15 mL de muestra con 1 minuto de agitacién por vortex y
posteriormente cuantificado por espectroscopia UV-Vis [41].

El uso de microondas ha sido mucho menos extendido que el del ultrasonido y
el vértex, habiendo sido la primera metodologia que lo involucra publicada en 2011 [49].
Una de las ventajas que presenta esta alternativa es la posibilidad de llevar a cabo
reacciones durante el proceso de extraccion aprovechando la irradiacion de la muestra
con alta energia. Esto ha sido realizado por el mismo grupo que desarrollé la técnica
inicialmente, para la extraccion y derivatizacion con una sonda fluorescente simultaneas
de antibitticos de la familia de sulfonamidas utilizando [Csmim][PFe]. De esta manera,
el extracto pudo ser analizado de manera directa tras la separacion por HPLC acoplada

a deteccion por fluorescencia [50].

1.2.3.2.3. Microextraccion liquido-liquido asistida por
temperatura

La IL-DLLME asistida por temperatura (TA-IL-DLLME) requiere del

calentamiento de la solucién que contiene a los analitos y al IL hidrofébico para lograr la
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adecuada formacion de las microgotas. Esto se basa en el hecho de que la solubilidad
de los ILs aumenta con la temperatura, por lo que el calentamiento favorece su
disoluciéon en la muestra acuosa. A continuacion, el enfriamiento de la mezcla induce a
la separacion de fases, durante la cual se da la formacién de microgotas emergentes
del extractante, produciéndose asi una extraccion rapida y eficiente de analitos poco
polares sin la necesidad de un agente dispersante. Sin embargo, en algunos casos con
muestras sensibles al calentamiento o con analitos volatiles, se ha utilizado un agente
dispersante (metanol, etanol, acetonitrilo o acetona). Cuando es asi, la dispersion del IL
se da sin la necesidad de temperaturas mayores a los 35 °C y la posterior separacion
se logra por enfriamiento de la muestra por debajo de la temperatura ambiente,
minimizando asi el calentamiento. Esta variable es llamada microextraccion por
agregacion inducida por enfriamiento (CIAME). Cualquiera sea el caso, la fase
extractante es luego separada por decantacion, filtracion o centrifugacion para la
posterior cuantificacion instrumental [46]. Una representacion grafica del desarrollo
experimental de la técnica se presenta en la Figura 1.2.3.6.

Las temperaturas de extraccién usuales en la TA-IL-DLLME sin dispersante
suelen estar en el rango de 50 °C — 90 °C, ya que por debajo de esto no se logra una
adecuada dispersion del IL y, por encima, la evaporacion de la fase acuosa es
significativa. La estabilidad térmica como caracteristica determinante de los ILs juega
un papel fundamental en esta técnica, ya que se requiere de la integridad quimica del
extractante para lograr su cometido. Cualquiera sea el caso, el paso determinante de la
rapidez del método es el de enfriamiento, por lo que el tiempo requerido para esto es
usualmente reportado como el tiempo de extraccion. Es importante reconocer que el
tiempo de extraccién es notablemente menor cuando se utilizan solventes organicos
miscibles con agua como agentes dispersantes, ya que los cambios de temperatura
necesarios no son tan elevados como cuando estos no se utilizan. De cualquier manera,
tiempos de extraccion de mas de 30 minutos son raramente necesarios en cualquiera
de las dos variantes de la TA-IL-DLLME [51].

El primer reporte de esta metodologia para determinacién de compuestos
organicos fue dado a conocer por Zhou y colaboradores, mientras que Baghdadi y
Shemirani hicieron lo propio para la determinacion de metales [52, 53]. La principal
diferencia entre estos, aparte de la ya mencionada necesidad de un agente complejante
para la extraccion de metales, vino dada por el uso de un agente dispersante en el
trabajo de Baghdadi y Shemirani. En este ultimo caso, se utilizd Triton X-114 como

dispersante y calentamiento a 35 °C, mientras que en el trabajo de Zhou no se utilizé un
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dispersante, pero se debid calentar la mezcla a 80 °C para la adecuada extraccién de
los analitos. La TA-IL-DLLME ha sido llevada a cabo principalmente con ILs de la familia
de los 1-alquil-3-metilimidazolios con el anion PFs~—. Por ejemplo, el IL [Csmim][PF¢] ha
sido utilizado en un desarrollo basado en TA-IL-DLLME para la microextraccion de
Se(lV) desde muestras de agua y de arroz. En este caso se utilizé ditizona como
complejante selectivo de la especie tetravalente de Se y se requiri6 de un paso de
calentamiento de 4 min a 50 °C para la completa disolucion del IL. A continuacién, un
paso de enfriamiento de 4 min en un bafio de hielo favorecio la separacion de las fases,
que fueron finalmente separadas por centrifugacién. Tras esto, la fase extractante se
disolvié en 1 mL de etanol y la determinacion del complejo con el analito se llevo a cabo
por espectroscopia UV-Vis [43]. Mas informacion sobre este y otros desarrollos se
puede encontrar en la Tabla 1.2.3.2.

Algunos
WL de un IL hidrofébico. Si
el analito es un metal, debe

— adicionarse un  agente —
complejante o de formacion

de pares ionicos.

Centrifugacion o
Enfriamiento decantacion

1

Se utiliza Gnicamente

si se desea reducir el \/ \/ \/

l calentamiento.

Baro termostatico )
Solucién de muestra con Microgota de IL
los analitos

Fig. 1.2.3.6. Representacion esquemdtica de la técnica de microextraccion liquido-liquido con

liquidos idnicos asistida por temperatura.

1.2.3.2.4. Extraccion en punto de nube

La extraccién en punto de nube (CPE) se basa en la utilizacion de un tensoactivo
no ioénico, cuyas micelas actian como extractantes. Estas micelas se obtienen cuando
las moléculas del tensoactivo se agregan con sus colas orientadas hacia el centro de la
estructura supramolecular, formando un nucleo apolar, y sus cabezas polares se
orientan hacia la fase acuosa exterior. Este proceso se puede inducir a través de
diversos modos, siendo el mas comun el aumento de la temperatura de la solucion hasta
alcanzar la llamada “temperatura de punto de nube”, donde la agregacion micelar llega
a un punto critico y se produce la separacion de la fase rica en tensoactivo. Es

justamente durante esta separacion de fases cuando se produce la extraccion de los
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analitos poco polares presentes en la solucién. Esta se ve favorecida por las micelas
emergentes que, al agregarse y separarse de la fase acuosa, presentan una alta
relacién superficie-volumen que favorece la transferencia de los analitos hacia su interior
[54]. La CPE es considerada una técnica sustentable en términos ambientales, ya que
no requiere el uso de solventes peligrosos, que son reemplazados por volumenes bajos
de tensoactivos poco téxicos. Adicionalmente, la CPE presenta la ventaja de ser una
técnica muy versatil en términos del uso de aditivos -ILs, por ejemplo- para mejorar la
eficiencia y selectividad de la extraccion. Una representacién esquematica del desarrollo
experimental de la técnica se presenta en la Figura 1.2.3.7.

Tensoactivo no idnico.

ILs utilizados como
aditivos.
Centrifugacion o
Enfriamiento decantacion
1
l Bafo termostatico
Solucion de muestra con Microgota de extractante

los analitos

Fig. 1.2.3.7. Representacion esquemética de la técnica de extraccién en punto de nube.

Si bien las propiedades de algunos ILs como tensoactivos son conocidas -
especialmente para aquellos que cuentan con cadenas alquilicas de mas de 12 atomos
de carbono-, sus aplicaciones directas en CPE no han sido posibles hasta la fecha. Esto
se debe a que sus temperaturas de punto de nube son superiores a los 90 °C, haciendo
imposible su aplicacion en muestras acuosas [55]. Sin embargo, su uso en conjunto con
tensoactivos no iénicos representa una alternativa para mejorar las extracciones CPE
sin recaer en el uso de solventes o aditivos potencialmente dafiinos para el medio
ambiente o la salud. Aunque al momento de realizacion de la presente Tesis Doctoral
no se habian reportado usos de estos sistemas para el andlisis de especies de Se o de
Te, diversas aplicaciones con otros analitos se encontraban disponibles en la literatura.
Por ejemplo, la mezcla de Triton X-114 con [Casmim][PFs] ha sido utilizada para la
determinacion de Cd(Il) complejado con 8-hidroxiquinolina y la combinacion de Triton X-
110 con tetrafluoroborato de tetraetilamonio ([N22.2]BF4) ha sido aplicada para la

extraccion del colorante coralene red [56, 57].
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1.2.3.2.5. Microextraccion por formacion de liquido
idnico in situ

La microextracciéon por formacién de IL in situ (IL-ISFME) es otra alternativa de
IL-DLLME desarrollada para evitar el uso de solventes dispersantes, de uso
especialmente util en muestras con alto contenido salino. Esta se basa en la flexibilidad
caracteristica de los ILs para modificar sus propiedades quimicas mediante
modificaciones en su compaosicién y estructura. La técnica IL-ISFME consiste en el uso
de un IL soluble en agua como extractante de los analitos disueltos en una muestra
acuosa. Una vez mezclados el IL y la muestra, un reactivo de intercambio i6nico se
adiciona para dar lugar a una reaccion de metéatesis, en la cual el IL hidrofilico se
convierte en un IL hidrofobico que se separa de la fase acuosa, atrapando en el proceso
a los analitos de baja polaridad. Al igual que en metodologias expuestas previamente,
la gran relacién area-volumen de las microgotas emergentes es la responsable de la
alta eficiencia y rapidez de extraccion. El agente de intercambio idnico se suele agregar
en una relacién equimolar respecto al IL hidrofilico y no es necesario adicionar un
solvente que favorezca la dispersion [58]. Una representacion esquematica grafica de

la técnica se presenta a en la Figura 1.2.3.8.

Algunos pL de un IL Promueve una
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Fig. 1.2.3.8. Representacion esquematica de la técnica de microextraccion por formacion de

liquido i6nico in situ.

La primera publicacién que hace referencia a la técnica IL-ISFME data del afio
2009 e incluy6 el uso de [Cesmim][BF4] como IL soluble en agua y de NaPFs como agente
de intercambio i6nico, formandose [Cemim][PFs] insoluble directamente en la muestra.

En este caso, el analito objetivo fue el Hg(ll), que se extrajo complejado con 4,4’-
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bis(dimetilamino)tiobenzofenona, siendo la absorbancia en el rango visible del complejo
resultante utilizada para la posterior cuantificacién espectrofotométrica [59]. A pesar de
haber sido aplicada para la preconcentracion de diversos analitos, a la fecha de
redaccién de la presente tesis no se encuentran reportes bibliograficos de la aplicacion

de la técnica IL-ISFME para la determinacion de Se y/o Te.

1.2.3.2.6. Microextraccion con gota Unica

La microextraccion con gota Unica (SDME) se basa en el uso de una microgota
de solvente como extractante. Esta gota se genera utilizando una microjeringa y se
coloca en contacto con la muestra durante un periodo de tiempo dado para favorecer la
difusién de los analitos hacia ella. La técnica se desarroll6 originalmente en el afio 1995
como técnica de extraccion de compuestos volatiles para su posterior separacion y
cuantificacién por cromatografia gaseosa (CG) y desde ese entonces ha evolucionado
en lo que respecta a sus diferentes aplicaciones y solventes utilizados [60]. La SDME
es raramente un proceso exhaustivo, ya que el prolongado tiempo necesario para
alcanzar el equilibrio de transferencia de masa la convertiria en una técnica poco
practica. Sin embargo, con una adecuada optimizacién y control del tiempo de
extraccion, se hace posible lograr una buena repetibilidad en sus aplicaciones. Aun asi,
es importante destacar que los periodos usualmente necesarios para lograr buenas
extracciones la hacen una técnica mas lenta que las alternativas dispersivas. Sin
embargo, su fortaleza se cimenta sobre la posibilidad de alcanzar altos factores de
preconcentracion debido a la gran relacion entre el volumen de muestra y el volumen de

gota, que raramente supera los 10 pL.

La eleccién del solvente es especialmente importante en esta técnica, ya que
determina no solo la capacidad de extraccion de los analitos de interés, sino también la
eliminacion de interferencias [61]. Existen dos modos de SDME: bifasico y trifasico. En
el bifasico (también llamado de inmersion directa), la gota es suspendida en el extremo
de la microjeringa (que permite un buen control del volumen de la misma) y situada
dentro de una muestra liquida bajo agitacion, dando lugar a la transferencia directa de
los analitos desde la matriz hacia la gota. En el modo trifasico (también llamado de
espacio cabeza), el extremo de la jeringa con la gota se coloca por encima de la muestra
en un recipiente sellado, por lo que los analitos deben difundir primero desde la muestra
hacia el espacio cabeza y luego desde este hacia la microgota, haciéndola
especialmente Util para compuestos volatiles. Una descripcion gréfica de ambas

modalidades de la técnica se puede observar en la Figura 1.2.3.9.
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Fig. 1.2.3.9. Representacion esquematica de la técnica de microextraccion con gota unica de
liquido iénico en modalidad: a) Bifasica (o de inmersién directa) y b) Trifasica (o de espacio

cabeza).

Al igual que con el resto de las variantes de la técnica LLE, los primeros
desarrollos de la técnica SDME involucraron el uso de solventes orgénicos volatiles
como extractantes y no fue sino hasta el afio 2003 que los ILs fueron aplicados en esta
metodologia. En este primer caso, el IL [Csmim][PFs] fue aplicado para la extraccion de
hidrocarburos policiclicos aromaticos tanto en modo bi- como trifasico. Los resultados
obtenidos demostraron que, para la mayoria de los analitos, el modo de inmersion
directa permitia lograr mayores factores de refuerzo de la sensibilidad, aunque para el
naftaleno, el mas volatil, el modo de espacio cabeza resulté mas eficiente [62]. La alta
estabilidad térmica de los ILs y su baja presién de vapor los han convertido a partir de
este desarrollo en excelentes alternativas para SDME, ya que aseguran que el volumen
de gota se mantenga constante durante las extracciones, incluso cuando se requieren
tiempos prolongados y altas temperaturas. La estabilidad térmica es también importante
en relacion con el acoplamiento de la SDME con métodos de deteccion como CG, en
los que se requiere la desorcion térmica de los analitos. Adicionalmente, la viscosidad y
tension superficial usualmente altas y ajustables los hace ideales para la obtencion de
gotas estables de tamafio variable, especialmente importantes para extracciones en

medios con agitacion vigorosa [3].
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Sin embargo, a pesar de los méritos que exhibe la SDME, existen algunas
limitaciones inherentes a la metodologia, especialmente relacionadas con la baja
superficie de contacto entre la fase extractante y la muestray la dificultad de lograr gotas
estables (algo parcialmente solucionado con el uso de ILs), que han impedido su
aplicacion generalizada. De hecho, no se han reportado trabajos involucrando la técnica

SDME con ILs para Se y/o Te al momento de la redaccion de la presente Tesis Doctoral.

1.2.3.2.7. Microextraccion en fase liquida con fibra hueca

Una alternativa para superar los problemas mencionados con la técnica SDME
surgié a partir de la utilizacién de una fibra hueca que otorga proteccién mecanica a la
gota en el extremo de la microjeringa, dando lugar a la denominada microextraccién en
fase liquida con fibra hueca (HF-LPME). En este método el solvente queda atrapado en
los poros de la fibra por capilaridad -usualmente se utiliza polipropileno como material-,
siendo la superficie efectiva del mismo significativamente mayor que en SDME. La fibra
con el solvente es sumergida en la muestra o expuesta al espacio cabeza da la misma
para la extracciéon, para luego ponerla en contacto con un segundo solvente y eluir asi
los analitos. Dado el bajo costo de la fibra y el minimo volumen de solvente utilizado, las
fibras se pueden descartar tras las mediciones, asegurando un soporte y un medio
fresco para cada determinacion [63]. Una descripcion gréafica de los pasos a seguir

durante la aplicacion de la técnica HF-LPME se presentan en la Figura 1.2.3.10.

Los solventes utilizados en la técnica HF-LPME deben cumplir con las
condiciones usuales para LLE, con el requisito adicional de una tension superficial
significativa para evitar su desorcion de la fibra hueca durante la extraccion. Una de las
caracteristicas de los ILs es justamente su elevada tension superficial y esta, sumada a
su gran capacidad como extractantes, los ha convertido en una alternativa valida para
desarrollos analiticos basados en HF-LPME. Desde su primera aplicacion en 2007, se
vienen reportando desarrollos que utilizan ILs como fase extractante o como aditivos
para mejorar las caracteristicas de otros solventes. Siguiendo la tendencia observada
para el resto de las técnicas, los ILs de la familia de los 1-alquil-3-metilimidazolios han
sido los mas aplicados en HF-LPME, por lo general acompafiados por el anion PFg~
[58]. Si bien no se encuentran al momento de redaccion esta tesis trabajos involucrando
Se o Te, analitos tan variados como especies inorganicas de Cr o farmacos han sido

eficientemente preconcentrados y cuantificados utilizando HF-LPME con ILs [63, 65].
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Fig. 1.2.3.10. Representacion esquematica de los pasos involucrados en la técnica de

5

microextraccién en fase liquida con fibra hueca. 1) Llenado de la jeringa con el extractante, 2)
Llenado de la fibra hueca con el extractante, 3) Doblado de la fibra hueca en forma de U al
introducir en la muestra, 4) Agitacion de la muestra para favorecer la extraccion del analito y 5)
Determinacion instrumental. Adaptado de Sharifi, V. et al., “Application of hollow fiber liquid
phase microextraction and dispersive liquid-liquid microextraction techniques in analytical

toxicology” [64].

1.2.3.2.8. Microextraccion liquido-liquido magnética

Si bien la mayoria de las microextracciones magnéticas con ILs se han llevado
a cabo acoplandolos a materiales magnéticos (Seccion 1.2.2.5), existen también
métodos analiticos utilizando ILs magnéticos (MILs) desarrollados en los ultimos afios.
En este caso, la clave para la obtencion de los MILs consiste utilizar aniones magnéticos
combinados con los cationes tradicionalmente encontrados en los ILs, especialmente
de la familia de los 1-alquil-3-metilimidazolios. Los primeros desarrollos involucraron el
uso de aniones con Fe(lll) de alto spin, tal como el tetracloroferrato (FeCls™), cuya
respuesta a campos magnéticos externos es excelente. Sin embargo, estos
presentaban problemas en las diferentes aplicaciones analiticas debido a la tendencia
del anion a hidrolizarse en agua. Los esfuerzos entonces se encuentran enfocados en
la busqueda de MILs estables en solucion acuosa, para lo cual diversos metales de
transicion (Mn, Co, Gd, Dy) se presentan como candidatos con buenos prospectos [66].
Las microextracciones en fase liquida magnética (M-LPME), ademas de contar con
todos los beneficios inherentes al uso de los ILs, cuentan con la ventaja de que la
separacion de fases se puede llevar a cabo utilizando un iman externo. Esto simplifica
y reduce el tiempo requerido para este paso, que suele ser el factor limitante mas

importante en los métodos dispersivos.

92



Tesis Doctoral / Introduccién — Preconcentracion y analisis de especiacion

El descubrimiento de los MILs se produjo en el afio 2001, con la primera sintesis
y caracterizacion de [Camim][FeCls] y [Camim][FeCl4] [67]. No fue sino hasta diez afios
después de esto que se reportd su primer uso como extractantes, con la aplicacién de
[Pe6.614][FECl4] para la remocion de compuestos fendlicos de suelos [68], y recién en
2014 se reportd el primer desarrollo netamente analitico. En este Ultimo, se utilizo
[Cemim][FeCls en modalidad dispersiva para la preconcentracion de herbicidas
triazinicos desde muestras de aceites vegetales, con su posterior cuantificacién por
HPLC-UV-Vis [69]. La modalidad dispersiva (acompafiada muchas veces de agitacion
mecénica) es justamente la méas utilizada hasta la actualidad en lo que concierne a
técnicas M-LPME con ILs. Una representacion grafica de esta técnica puede apreciarse
en la Figura 1.2.3.11. Sin embargo, a lo largo de los ultimos cinco afios han surgido
alternativas novedosas de la técnica, tales como SDME magnética, microextraccion
magnética en barra agitadora e incluso microextracciéon por formacioén in situ de un IL
magnético [66].

Algunos pL de un IL

— hidrofébico magnético. Si el analito es un

metal, debe adicionarse un agente

complejante o de formacién de pares
idnicos.

Puede ser necesario.
Por lo general, se trata de un solvente

\/ organico como metanol, etanol o \/

acetonitrilo, aunque también puede ser un
l IL hidrofilico.
Solucion de muestra con
los analitos

Fig. 1.2.3.11. Representacion esquemética de la técnica de extraccion magnética dispersiva en
fase liquida.

Desde el afio 2014 hasta la actualidad, las aplicaciones de MILs en M-LPME han
sido diversas tanto en términos de los analitos determinados como de las muestras
analizadas. Parabenos en aguas, estrégenos en orina, oro en residuos mineros Yy filtros
solares en muestras ambientales han sido cuantificados utilizando esta familia de ILs
modernos [66]. Entre estas, se encuentra una aplicacion para el analisis de especiacion
de Se inorganico en muestras de arroz con [Csmim][FeCls] en modalidad dispersiva. En
este trabajo se utilizé 2,3-diaminonaftaleno como complejante y tan solo 50 yL de MIL
en 5 mL de muestras resultantes de la digestion progresiva de arroz, de manera tal de
preservar la especiacion del elemento. Estos fueron mezclados con un agitador up-and-

down durante 4 minutos, tras los cuales se realizé la separacion de fases con un iman
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externoy, finalmente, el MIL conteniendo el analito se diluy6 con 50 pL de HNO3 0,1 mol

L en etanol para luego determinarse el Se por ETAAS [44].

1.2.3.3. Extraccion liquido-liquido en sistemas en flujo

Las técnicas de microextraccion liquido-liquido no han permanecido ajenas a los
avances en las técnicas de andlisis en flujo y a sus beneficios: bajo consumo de
reactivos, baja generacién de residuos, minima intervencién del operador y
mejoramiento en la frecuencia analitica. En términos generales, las técnicas LLME se
han aplicado también en las modalidades SIA y FIA (Seccion 1.2.2.6). La gran diferencia
en este caso viene dada por la diferencia en el mezclado de la muestra con la fase
extractante, que se da en la primera etapa del proceso, ya sea por el mezclado de las
mismas en flujo (FIA) o en un bucle de mezcla tras su succién secuencial (SIA). Las
fases mezcladas son luego bombeadas hacia el separador, donde el extractante se aisla
de alguna manera conveniente, para dirigirse luego hacia la celda de deteccién [70]. Es
justamente la separacion de las fases el paso que presenta mayor complejidad en
cualquiera de los casos, ya que separar dos fases liquidas en flujo no es una tarea facil,
incluso cuando estas son inmiscibles. El recurso mas utilizado es la inclusion de
columnas o filtros con materiales que retienen selectivamente a algunas de las fases en
el sistema de flujo. Cuando la fase retenida es la fase extractante -este es el caso mas
usual-, un paso de elucién posterior es necesario para transportar a los analitos hacia el

detector.

La aplicacion de los ILs en metodologias basadas en técnicas de andlisis en flujo
no se encuentra aun ampliamente extendida, debido a las dificultades asociadas con la
retencién del mismo tras la extraccion, razon por la cual se decidié incursionar en este
aspecto en la presente Tesis Doctoral. Algunos trabajos interesantes de los ultimos afios
incluyen el uso de [Csmim][PF¢] para la aplicacion de la técnica SDME en linea durante
la determinacion de bromofenoles en agua mediante DLLME con N-tetrafluoroborato de
octilpiridinio como extractante [71, 72]. En esta, se emplearon filtros de jeringa con el
objeto de retener el IL y su posterior elucion con un solvente no especificado. Asimismo,
una aplicacion de la técnica DLLME en linea para el andlisis de especiacion de Se
inorganico ha sido discutida en la Secciéon 1.2.3.2.1 y sus caracteristicas se pueden
encontrar en la Tabla 1.2.3.2. Otra alternativa novedosa de reciente aplicacion es la
microextraccion dispersiva en jeringa, en la cual la muestra es mezclada con el IL
extractante dentro de una jeringa con un agitador magnético. La adaptacion de la salida

de la jeringa con un filtro especifico para el IL permite su retencién y posterior elucion,
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todo integrado en un sistema automatizado y controlado por una computadora [73]. Esta

metodologia no ha sido aplicada para el analisis de especies de Se y/o Te al momento

de redaccioén de esta Tesis.
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1.2.4. Técnicas de deteccion

La utilidad de las técnicas de microextraccion es incuestionable, especialmente
en términos de simplicidad y reducido impacto ambiental. Sin embargo, esta utilidad se
vuelve nula si la deteccidn final de los analitos no se realiza con una técnica instrumental
adecuada. La eleccién de esta depende, entre otras cosas, de las propiedades y tipo de
especies a analizar, la complejidad de la matriz de la muestra y la cantidad disponible
de solucién o sélido con la que se cuenta. Sumado a esto, es importante destacar que
los LODs obtenibles no dependen Unicamente del tipo de extraccion utilizada para la
preconcentracion, sino también del método de deteccidn utilizado.

En el caso de analitos organicos, las técnicas de deteccion mas populares son
diversas y suelen ser separativas; por ejemplo: HPLC acoplada a deteccion UV-Vis o
por fluorescencia, GC acoplada a espectrometria de masas (GC-MS) o cromatografia
liqguida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS). Mientras tanto, para analitos
inorganicos existe una gran diversidad de técnicas espectroscopicas para muestras
tanto solidas como liquidas: AAS y AFS, ICP-OES o ICP-MS, fluorescencia de rayos X,
etc. Aunque todas las técnicas mencionadas se pueden considerar como altamente
sensibles, reproducibles y precisas -especialmente a la luz de los avances cientificos y
tecnolégicos que impulsan su constante mejoramiento-, la complejidad de matriz y las
bajas concentraciones de los analitos hacen practicamente obligatoria una etapa de
preconcentracién o al menos de tratamiento de la muestra previo a su aplicacién para
elementos traza o ultra traza. Cuando se aplican técnicas LLE, la determinacion se
puede llevar a cabo directamente sobre la fase extractante enriquecida, mientras que
en el caso de SPE se puede optar por una determinacion directa en la fase sélida o por

la retroextraccion de los analitos para determinarlos en una fase liquida [1].

En el caso particular de los elementos de interés de esta tesis, el uso de métodos
espectrofotométricos UV-Vis para el analisis de especiacion ha sido reportado en
algunos casos, al igual que el de técnicas voltamétricas [2]. Sin embargo, la mayoria de
los trabajos con separacion no cromatografica que involucran la deteccion de especies
de Se y Te estan basados en técnicas de deteccién atomicas: AAS, AFS, ICP-OES,
ICP-MS y sus variantes. Entre ellas, aquellas acopladas a la generacion de hidruros son
de particular interés, ya que ambos elementos tienen la capacidad de formar hidruros
volatiles en condiciones reductoras. Las técnicas de AAS y AFS acopladas a la

generacion de hidruros (HG-AAS y HG-AFS) han sido aplicadas para la deteccion de
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estos Se y Te, logrando LODs de hasta décimas de ng L. Si bien este parametro
depende también del método de preconcentracion, en términos puramente

instrumentales la técnica HG-AFS suele dar mejores resultados que la HG-AAS [3, 4].

Entre las técnicas espectroscépicas atdmicas, la ETAAS ha sido la mas
ampliamente utilizada en estudios de especiacion de Se y Te debido a sus ventajas: alta
sensibilidad, bajas interferencias espectrales y los bajos requerimientos en términos de
las cantidades de muestra, junto con la flexibilidad para la introduccion de la misma.
Esto ultimo se ve reflejado en trabajos que involucran la introduccién del analito en forma
de solucion tanto después de procesos en batch como de procesos automatizados, asi
como directamente en una matriz sélida, lo cual es especialmente util tras la aplicacion
de técnicas SPE [2]. Tanto la técnica ICP-OES como la ICP-MS han sido también
frecuentemente aplicadas. Las determinaciones por ICP-OES, a pesar de tratarse de
una técnica mas costosa, suelen proveer LODs peores que aquellos obtenidos por
ETAAS [5]. La técnica ICP-MS, por otro lado, ha probado ser ventajosa debido a que
brinda la posibilidad de obtener informacién sobre la composicion isotopica elemental,
que puede ser de importancia en el analisis de especiacion. Sin embargo, el alto costo
del equipamiento y su mantenimiento hace que el acceso a la misma no se encuentre

tan extendido como el del resto de las técnicas descriptas [6].

En las proximas secciones se presentan descripciones detalladas de las técnicas
de deteccion elemental utilizadas en la presente tesis: AAS y AFS, asi como sus

variantes mas frecuentes, enfocadas a la determinacioén de Se y Te.

1.2.4.1. Espectrometria de absorcion atdmica

La AAS se basa en la absorcién de radiaciéon electromagnética por parte de
atomos libres. Para lograr la atomizacion, las muestras se descomponen térmicamente
y los atomos gaseosos resultantes son irradiados con un haz de luz de una longitud de
onda caracteristica que es parcialmente absorbido por ellos. La intensidad de luz que
atraviesa la nube de atomos gaseosos es detectada por el equipo que, por diferencia,
determina la intensidad absorbida por la muestra. Esta, a la vez, es proporcional al
namero de atomos presentes en fase gaseosa, que es en ultimo término directamente
proporcional a la concentracién de sus especies en la muestra. La energia absorbida
promueve transiciones electronicas del estado fundamental a estados excitados
atomicos, cuya energia es caracteristica de cada elemento, generdndose asi espectros

de absorcién especificos. La gran mayoria de los elementos que se pueden detectar por
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esta técnica son metales cuyas longitudes de onda caracteristicas se encuentran en el
rango UV cercano. Los elementos no metélicos, en su mayoria, absorben en la zona del

UV lejano (A < 190 nm), por lo que no pueden ser cuantificados por AAS [7].

El uso de fuentes de radiacion especificas para el espectro de absorcién de cada
elemento hace de la AAS una técnica extremadamente selectiva, ya que el nimero de
interferencias espectrales es significativamente menor que en las técnicas de emision
(por €j.: ICP-OES). Esta es una de las razones por las cuales la AAS ha alcanzado un
uso generalizado en el andlisis rutinario de muestras variadas. Mas de 60 elementos

pueden ser determinados hoy en dia por AAS con sensibilidad adecuada [8].

1.2.4.1.1. Instrumentacion y funcionamiento

Una representacibn esquematica de los componentes basicos de un
espectrémetro de absorcién atébmica se muestra en la Figura 1.2.4.1. El funcionamiento

de un instrumento de AAS monocromatico se puede resumir en los siguientes pasos:

i) La fuente de radiacion emite el espectro caracteristico del elemento bajo
andlisis.

i) El haz emitido es modulado

iii) La sefial modulada atraviesa el vapor atémico, produciéndose la absorcion
parcial de la misma por parte de los atomos del analito.

iv) La longitud de onda espectral deseada es seleccionada por el monocromador.

v) La longitud de onda aislada incide sobre el detector, que genera una sefal
eléctrica proporcional a la intensidad de luz incidente.

vi) La sefial es amplificada por un amplificador selectivo

vii) La sefial amplificada es registrada por un dispositivo de lectura o a través del

software correspondiente.

N . . (iv) Selector de (v) Detectory
(i) Ldmpara (ii) Modulador (iii) AtoLmlzador longitud de onda electrénica
<———>

| muestra "‘___,,-—- —
[—Q--- |- -—pp |:H>

Fig. 1.2.4.1. Representacion esquematica de los componentes principales de un espectrometro

de absorcion atémica monocromatico. lo indica la intensidad de luz incidente, mientras que |

indica la intensidad de luz tras el paso por la muestra. L = longitud de paso 6ptico.
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Entre los componentes mas importantes de un espectrémetro de absorcion

atomica se destacan:

Fuentes de radiacién. Se requieren fuentes de ancho de banda espectral bajo,
dada la cercania de las lineas de absorcion de los distintos elementos metalicos en el
espectro electromagnético. Este requisito fue uno de los mas limitantes en los primeros
desarrollos de la técnica, en los que se utilizaban lamparas de fuente continua. Si bien
los monocromadores permitian trabajar con anchos de banda de hasta 0,2 nm, la
intensidad de luz que alcanzaba el detector era demasiado baja. Esto cambi6 a partir de
1955, cuando las primeras fuentes de excitacion para elementos especificos fueron
desarrolladas. En estas, los atomos del elemento deseado se excitan en la lampara para
luego emitir radiacién a sus longitudes de onda caracteristicas [7]. Hoy en dia, este tipo
de lampara sigue siendo el mas utilizado, tanto en su version de catodo hueco (HCL)
como en su version de descarga sin electrodos (EDL), aunque los desarrollos
tecnolégicos han permitido recientemente el retorno a las fuentes de espectro continuo
con intensidad incrementada, combinadas con selectores de longitud de onda de alta

resolucion [9].

Las HCL son fuentes de linea con emisiones muy estables, disponibles
comercialmente para practicamente todos los elementos que se pueden cuantificar por
AAS. Sin embargo, poseen intensidades de emision relativamente bajas y tiempos de
vida util cortos, especialmente para elementos volatiles como As, Se y Hg. Para estos,
surgieron las EDL, en las cuales una bobina de radiofrecuencia (o de microondas) excita
a un gas inerte, que a la vez genera los atomos excitados del elemento en cuestion.
Estas cuentan con mayor intensidad de emisién y durabilidad que las HCL, aunque con
mayor costo. En ambos casos, la baja presion y temperatura dentro de la lampara hacen
gue los efectos responsables del ensanchamiento de las bandas de emision sean
minimos, obteniéndose lineas atémicas precisas y angostas, asegurando una alta

especificidad y buenos LODs, incluso con monocromadores de baja resolucion.

Modulador de fuente. La emision de radiacion durante el proceso de
atomizacion es una fuente importante de interferencias espectrales en AAS. Si bien la
mayor parte de esta es eliminada por el monocromador, las emisiones a la longitud de
onda de medicion (debidas a la excitacion y emision de los atomos del analito, ademas
de bandas de emisién debidas a la matriz) no pueden ser filtradas por este. La
modulacion de la fuente de emisién cumple la funciéon de eliminar la componente de
emision en el atomizador a la longitud de onda de medicién. Esto puede ser logrado

mecénicamente, con un cortador mecanico (chopper) que interrumpe intermitentemente
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al haz de emision antes de que el mismo llegue al atomizador, o electrénicamente con
pulsos de alto voltaje sobre la lampara. La deteccion sincronizada con la modulacién
permite eliminar la sefial no-modulada proveniente del atomizador, midiendo
Unicamente la sefial modulada proveniente de la lampara [8]. Las correcciones con
lineas cercanas a la linea de deteccién o por efecto Zeeman también son usualmente

aplicadas para mejorar la correccion de fondo.

Atomizador. Es el componente del AAS encargado de producir &tomos
gaseosos en estado fundamental, lo que requiere un suministro de energia a la muestra
rapido y en cantidad suficiente. Los métodos méas usuales para lograr esto son una
llama, dentro de la cual la muestra es nebulizada de forma continua, o
electrotérmicamente, con calentamiento producido por aplicacion de energia eléctrica.
Los procesos fisicos y quimicos involucrados en el proceso de atomizacion de una

muestra se presentan de manera simplificada en la Figura 1.2.4.2.

Nebulizacion Desolvatacion Vaporizacion Disociacion lonizacion

Muestra Aerosol Moléculas Atomos lones ‘ Particulas ]

Fig. 1.2.4.2. Procesos que ocurren durante la atomizacion de la muestra en la determinacion

por espectrometria de absorcion atémica.

La atomizacion por llama es exclusiva para muestras liquidas, que deben ser
aspiradas y nebulizadas dentro de la misma. La necesidad de introducir gotas finas para
mantener una llama estable se logra utilizando un nebulizador neumatico y una camara
de premezclado. En esta, las gotas de mayor tamafio se condensan y eliminan, mientras
gue las mas pequefias se mantienen nebulizadas y se mezclan con un gas combustible
y un gas oxidante, cuya relacién de flujo define la temperatura de la llama resultante y
su cardcter oxidante. Las combinaciones mas utilizadas son aire-acetileno (2100 °C —
2400 °C) y N2O-acetileno (2600 °C — 2900 °C, mas reductora que la anterior). La mezcla
resultante de gotas finas y gases fluye hacia el quemador, que suele ser angosto y largo,
de manera tal de optimizar el perfil conico de la llama y maximizar la longitud de paso
Optico [10].

Los atomizadores electrotérmicos, por otro lado, consisten en tubos de grafito
pirolitico de 3 a 5 cm de largo y algunos mm de diametro. Estos poseen una alta
eficiencia de atomizacién a partir de volimenes de muestra liquida tan bajos como 10

pL, contando con la ventaja adicional de permitir el control preciso de la temperatura y
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condiciones quimicas, ademas de dar lugar al analisis muestras sélidas de manera
directa. Las mediciones con esta variante consisten en la inyeccién de un volumen o
masa conocidos de muestra y la aplicaciébn de un programa con multiples etapas de
calentamiento, logrando el secado, la descomposicion térmica de la matriz (pirélisis) y
la atomizacion de la muestra de manera secuencial. El ciclo suele finalizar con un paso
de alta temperatura para limpiar el interior del tubo, con el subsecuente enfriamiento
antes de introducir la siguiente muestra. En términos de pardmetros analiticos, la
atomizacion electrotérmica significa un mejoramiento en la sensibilidad y limites de

deteccién de entre dos y tres 6rdenes de magnitud respecto al uso de la llama [11].

Selector de longitud de onda. Los mas comunes en equipos de AAS son los
monocromadores basados en los disefios de Czerny-Turner, Ebert y Littrow, con
prismas o redes de difraccibn como componentes dispersivos [8]. En los ultimos afios,
el uso de redes de difraccion dobles de tipo echelle ha sido progresivamente incorporado
en espectrometros comerciales, especialmente con el advenimiento de las fuentes de
emision continua de alta intensidad. Esta combinacion presenta ventajas significativas

en términos de anadlisis multielemental y de calidad de correccién de fondo [9].

Detector. La cuantificacion de la intensidad de radiacion que atraviesa el selector
de longitud de onda requiere de un transductor adecuado. Con este propdsito, los tubos
fotomultiplicadores son los mas comunmente empleados, ya que cubren un amplio
rango de longitudes de onda, poseen un gran rango dindmico y capacidad de
amplificacién de la ganancia y un bajo nivel de ruido. Los tubos fotomultiplicadores
constan de un tubo vacio provisto de placas fotosensibles que, por efecto fotoeléctrico,
convierten a los fotones recibidos en impulsos eléctricos que luego se amplifican [8]. Sin
embargo, la aparicion de los espectrometros de fuente continua ha propiciado el
desarrollo de detectores multicanal, compuestos de muchos detectores individuales que
representan pixeles del espectro continuo final. En este contexto, los detectores de

transferencia de carga son los preferidos [9].

1.2.4.1.2. Deteccion de Se y Te por AAS

La determinacion por AAS de los elementos de interés de la presente Tesis
Doctoral puede ser llevada a cabo tanto en el modo de atomizacion por llama o
electrotérmica. Como se mencioné anteriormente, las principales diferencias entre estas
son el volumen de muestra necesario (en el caso de muestras liquidas) y la sensibilidad

y LODs que pueden obtenerse. Para muestras acuosas sin preconcentracion, los LODs
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por FAAS son de 100 pg L y 30 pug L? para Se y Te, respectivamente, mientras que
por ETAAS estos valores pasan a ser 0,05 ug Ly 0,1 pug L. Mejoras significativas se
pueden lograr utilizando la técnica de generacion de hidruros, que es compatible con
ambos elementos. En este caso, los LODs alcanzables son de 0,03 pug L para ambos
elementos, con la salvedad de que esta técnica permite cuantificar por razones cinéticas
Unicamente las especie inorganicas de estado de oxidacion +4 [12]. Esto ha sido
convertido en una ventaja para el desarrollo de algunas metodologias analiticas, que
utilizan la selectividad en cuanto a la generacion de los hidruros para determinar

diferencialmente a las especies de Se y Te.

Cuando la determinacion se realiza luego de un protocolo de preconcentracion
y/o de analisis de especiacion, la eleccion de la metodologia de deteccion por AAS, asi
como las cifras de mérito analitico, pasan a depender también del estado de la muestra
tras la extraccion. La técnica de FAAS ha caido practicamente en desuso actualmente,
ya que la gran diferencia en términos de LOD respecto a ETAAS y a la generacion de
hidruros ha propiciado su desestimacion [10]. Justamente la ETAAS ha sido la técnica
mas ampliamente utilizada para la determinacibn de Se y Te tras procesos de
microextraccion, tanto en fase liquida como sélida, pudiendo obtenerse LODs del orden
o0 incluso por debajo de los ng L™ para ambos elementos [2, 13]. Limites de deteccion
similares se han obtenido al acoplar la atomizacién electrotérmica a la generaciéon de
hidruros, pudiendo incluso realizarse un paso de preconcentracién in situ del hidruro
sobre la paredes internas del horno de grafito modificado por el recubrimiento de su
superficie interna con alglin metal de transicion tal como Pd o Ru, permitiendo una

mejora adicional del LOD [14].

Tal como se mencion6 anteriormente, el horno de grafito utilizado en ETAAS
permite también la determinacién de los elementos directamente desde muestras
sélidas. Esto ha sido aprovechado para la determinacion directa de Se en biomasa de
bacterias utilizadas para la extraccion de especies inorganicas de este elemento por D-
SPE, sin la necesidad de un paso de elucion [15]. Mas informacién sobre las cifras de
mérito analiticos logradas con la combinacién de AAS y distintos métodos de

preconcentracion puede ser encontrada en las Tablas 1.2.2.1, 1.2.2.2y 1.2.3.2.

1.2.4.2. Espectrometria de fluorescencia atdmica

La AFS es similar a la técnica AAS en el sentido de que ambas involucran la

excitacion de atomos en fase gaseosa por absorcion de radiacion electromagnética con
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una longitud de onda especifica. La diferencia entre ellas surge del hecho de que, en
AFS, la sefal analitica no surge de la absorcion, sino de la emision fluorescente
caracteristica del elemento detectado. Consecuentemente, con el objetivo de
discriminar la luz emitida de la luz incidente, la fuente de excitacion se ubica

perpendicular al eje de deteccidn Gptica en esta técnica.

La intensidad de fluorescencia depende de cuatro factores: la intensidad de la
fuente de excitacion, la concentracion de &tomos en el atomizador, la eficiencia cuantica
de los &tomos y el grado de auto absorcion. Por ende, si la intensidad de excitacion se
mantiene constante, la fluorescencia pasa a depender exclusivamente de la identidad
de los &tomos y de su concentracion, haciéndola una técnica altamente especifica y
cuantitativa [16]. Adicionalmente, la AFS se puede acoplar facilmente a técnicas
separativas como GC y HPLC, convirtiéndose asi en una herramienta importante para
estudios de especiacion. Muestras ambientales, de alimentos y biolégicas han sido
estudiadas de esta manera para elementos como As, Sb, Sey Te [17].

En comparacion con la técnica AAS, la AFS es superior en términos de
sensibilidad y LOD, dada la menor incidencia de la emisibn de fondo en las
determinaciones. Por otro lado, la técnica ICP-MS supera a la AFS tradicional en lo que
refiere a estos parametros, aunque el desarrollo de sistemas de introduccién de
muestras asistidos por la reaccion de generacion de vapor quimico y de hidruros ha
potenciado la técnica AFS a niveles comparables a lo alcanzado por ICP-MS en

términos de cifras de mérito analitico [18].

1.2.4.2.1. Instrumentacion y funcionamiento

Una representacion esquematica de un espectrometro atdbmico de fluorescencia
se presenta en la Figura 1.2.4.3. El funcionamiento de este equipo puede resumirse en

los siguientes pasos:

i) La fuente de radiacion emite el espectro caracteristico del elemento bajo
andlisis o un espectro continuo de alta intensidad.

i) La sefial atraviesa el vapor atomico, produciéndose la absorcion de la misma
y posterior emision fluorescente por parte de los a&tomos del analito.

iii) La longitud de onda espectral deseada es seleccionada por el monocromador,
gue se encuentra ubicado, junto con el sistema de deteccion, a 90° del camino Optico

de excitacion, para evitar la deteccion del haz incidente.
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iv) La longitud de onda aislada incide sobre el detector, que genera una sefal
eléctrica proporcional a la intensidad de luz incidente.

v) La sefial es amplificada por un amplificador selectivo.

vi) La sefial amplificada es registrada por un dispositivo de lectura o a través del

software correspondiente.

(i) Ldmpara

le

\ —
(ii) Atomizador (iii) Selector de (iv) Detector y
longitud de onda electronica

Fig. 1.2.4.3. Representacion esquematica de los componentes principales de un espectrometro
atomico de fluorescencia. Ie indica la intensidad de luz de excitacién, mientras que Ir indica la

intensidad de fluorescencia emitida por la muestra.

Entre los componentes mas importantes de un espectrometro atomico de

fluorescencia se encuentran:

Fuente. Fuentes continuas como las lamparas de tungsteno o de deuterio
pueden ser utilizadas en AFS. Estas tienen la ventaja de permitir determinaciones
multielementales, pero debido a sus bajas intensidades radiativas no logran explotar
completamente el potencial de deteccion de la técnica. Las fuentes de linea, como las
HCL y las EDL, permiten alcanzar intensidades de radiacién mucho mayores, por lo que
suelen ser las preferidas para determinaciones por AFS. Los equipos multicanal con
este tipo de ldmparas han encontrado un amplio uso en la tltima década, dando lugar a
determinaciones multielementales operando con varias lamparas en simultdneo. Sin
embargo, ninguna de estas fuentes permite llegar la saturacion, condicion que
representa la cota méxima de fluorescencia que se puede lograr para una concentracion
dada de analito, en la cual la emision se equilibra con la auto absorcion (Figura 1.2.4.4)
[19].
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Intensidad de fluorescencia

Intensidad de la fuente

Fig. 1.2.4.4. Relacién entre la intensidad de la fuente de excitacion y la intensidad de

fluorescencia emitida, a concentracion constante de analito.

La saturacion de la fluorescencia se puede lograr hoy en dia con fuentes laser.
Debido a la necesidad de contar con un rango amplio de longitudes de onda de
excitacion, los laseres de colorante han sido los mas frecuentemente utilizados. Con
ellos se pueden lograr altas intensidades de emision entre 320 y 900 nm, eligiendo un
colorante apropiado como medio. Los desarrollos mas modernos incluyen también un
duplicador de frecuencia que extiende el rango hasta 190 nm, permitiendo asi su

aplicacion para practicamente todos los elementos determinables por esta técnica [17].

Atomizador. Al igual que en AAS, es el componente en el cual la muestra es
convertida en atomos gaseosos en estado fundamental. EIl método mas usual en AFS
es la atomizacién por llama de difusién, cuyo acoplamiento con la generacién de
hidruros ha sido especialmente Util para esta técnica. La atomizacion electrotérmica ha
sido también utilizada en aplicaciones de fluorescencia, aunque su uso no ha sido tan
extendido como en AAS. Las transformaciones fisicas y quimicas involucrados en el
proceso de atomizacion de la muestra han sido resumidas esquematicamente en la
Figura 1.2.4.2.

En la AFS con atomizacion por llama de difusion, la mezcla de un gas oxidante
(por ej.: aire) y uno combustible (por €j.: acetileno) es utilizada para mantener una llama
estable, mientras la muestra es nebulizada dentro de ella. Las principales ventajas de
este modo son su simplicidad de aplicacion y su bajo costo. Sin embargo, los LODs
alcanzados son usualmente bajos debido a la baja conversion de la solucién en aerosol,
con una eficiencia que dificilmente supera el 10% [17]. Para superar esto, muchos
desarrollos recientes en el campo de la técnica AFS se han enfocado en la mejora de la
etapa de introduccion de muestras, con el objetivo de mejorar la eficiencia de

atomizacion y, consecuentemente, los LODs y la sensibilidad de las determinaciones.
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En este contexto, la generacion de hidruros ha resultado la técnica mas
ampliamente acoplada a la AFS con atomizacién por llama. Esta se basa en la mezcla
de una muestra o un eluato resultante de un proceso de preconcentracioén/especiacion
con un agente reductor, usualmente NaBHs 6 KBH., en medio &cido. En estas
condiciones, diversos elementos -incluyendo As, Bi, Cd, Ge, Pb Se, Sn, Te y Zn- son
capaces de formar hidruros gaseosos, que son luego aislados con un separador gas-
liquido e impulsados hacia la celda de atomizacion. De esta manera, se aumenta la
eficiencia tanto de volatilizacion de los analitos (sin la necesidad de formar un aerosol)
como de atomizacion, ya que la descomposiciébn de los hidruros requiere de
temperaturas significativamente menores que las que demanda la atomizacion de
oxoaniones 0 especies organicas. En paralelo, durante el proceso de generacion de
hidruros se genera también H, como subproducto de la descomposicion del reductor,
que es arrastrado junto con los hidruros hacia la celda de atomizacién, donde actta
como combustible para la llama. Es importante destacar que la formacioén de hidruros
esta usualmente favorecida cinéticamente para los estados de oxidacién mas bajos (por
ej.: Se(lV) y Te(lV)), lo cual puede ser aprovechado como un paso de separacion de

especies [20].

Alternativas para la atomizacion de los elementos tales como: vapor frio
(exclusiva para determinacion de Hg) [21], inducida por plasma [22], electroquimica [23]
y fotoquimica -recientemente mejorada por la incorporacion de nanomateriales [24]-,

han sido también acopladas a AFS, aunque en una escala mucho menor.

Selector de longitud de onda. Al igual que en AAS, en AFS no se requieren
monocromadores de alta resolucion espectral, ya que la excitaciéon suele involucrar
fuentes de linea (HCLs y EDLS) y la emisién tiene también un ancho de banda estrecho.

Los mas comunes han sido presentados en la Seccién 1.2.4.1.1.

Correccion del fondo espectral. Debido a la emision inespecifica de la fuente
de atomizacion, la sustraccion de esta es necesaria para discriminar la intensidad de
fluorescencia del analito de la emision total del atomizador. Las estrategias para lograr
esto son similares a los utilizados en AAS: modulacion de la fuente, correccion por lineas

cercanas o por efecto Zeeman.

Detector. Los tubos fotomultiplicadores son los detectores de uso mas extendido
en AFS, al igual que en AAS. Como se ha mencionado anteriormente, la principal

diferencia entre estas técnicas se encuentra en la disposicion geométrica del detector
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en relacion al camino oOptico de la fuente, mientras que las caracteristicas técnicas

deseables en un detector son las mismas.

1.2.4.2.2. Deteccion de Se y Te por AFS

La deteccion de Se y Te por AFS se ha realizado tanto con atomizacioén por llama
como electrotérmica, aunque la primera es la de aplicacion mas frecuente,
especialmente acoplada a generacion de hidruros. Los LODs por HG-AFS pueden llegar
hasta 2 ng L para Se y 10 ng L* para Te, es decir, diez veces mejores que aquellos
logrados con ETAAS y comparables con los obtenidos por ICP-MS [17]; esto sin
considerar un posible paso de preconcentracion previo, que puede mejorar este

parametro en hasta dos érdenes de magnitud.

Cuando la determinacion instrumental por HG-AFS esta precedida por un
método de preconcentracion, el eluato resultante de la misma debe ser una solucién, ya
que esta técnica no permite la utilizacion de muestras sélidas. Asimismo, la selectividad
hacia el estado de oxidacién elemental hace que, en ocasiones, sea necesaria una
etapa de reduccién previa. Por ejemplo, Chen y colaboradores desarrollaron un método
de preconcentracion con analisis de especiacion de Se inorganico utilizando un
hidréxido doble laminado con deteccion por HG-AFS. Para esto, debieron eluir a los
analitos con una solucion de NaOH luego de su retencion sobre el soélido
nanoestructurado y, en paralelo, aplicaron el método a una segunda muestra pre
reducida, de manera tal de cuantificar por un lado la concentracion de Se(IV) y por otro
la de Se total, pudiendo asi determinar la concentracion de Se(VI) por diferencia [25].
Tanto la necesidad de contar con los analitos en solucién como la limitacion respecto a
su estado de oxidacién pueden ser evitadas generando el hidruro por un método
fotoquimico, utilizando un material fotosensible y un &cido organico como catalizador. Si
bien los reportes de esta alternativa son escasos, debido a la dificultad de encontrar
condiciones adecuadas para llevarla a cabo, se ha reportado su uso para la
determinacion de Se(lV) y Se(VI) tras la extraccion selectiva de estas especies. Esto se
logré gracias a la adsorcion diferencial de estas a distintos valores de pH sobre
nanoparticulas de TiO, y aprovechando las propiedades fotoquimicas del material para
la generacion directa de los hidruros sobre él, sin la necesidad de un paso de elucién
[26]. El LOD obtenido con esta Ultima técnica fue de 0,8 ng L** para ambas especies.
Més informacién sobre las cifras de mérito analiticos logradas con la combinacién de

AFS y preconcentracion puede ser encontrada en las Tablas 1.2.2.1, 1.2.2.2y 1.2.3.2.
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El potencial de la técnica para permitir la determinacién simultdnea de Se y Te
es un aspecto que también debe destacarse. De hecho, se ha realizado la cuantificacion
simultdnea de Se y Te en muestras minerales, acompafiada de un paso previo de
preconcentracién de los analitos sobre un gel de silica modificado con nanoparticulas
de TiO2. En este caso, debido a las propiedades del sistema y a la selectividad de la
formacion de hidruros, las especies tetravalentes de ambos elementos fueron las Unicas
determinadas [27]. El acoplamiento de HG-AFS con técnicas separativas también ha
sido utilizado rutinariamente para la determinacion de especies de Se. Por ejemplo,
Se(lV), Se(Vl), selenometionina y Se-metilselenocisteina han sido cuantificadas en
vinos, cervezas, levaduras y ajos utilizando HPLC de fase reversa con deteccién por
HG-AFS, utilizando un IL como modificador de la fase movil en la etapa separativa [28].
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Capitulo 2

REACTIVOS,
MATERIALES E
INSTRUMENTACION

2.1. REACTIVOS Y MATERIALES

2.1.1. Agua ultrapura

A lo largo de todo el desarrollo experimental de esta tesis se utilizé agua ultrapura
obtenida con un purificador de agua Osmoion-U-0,5 (APEMA, Buenos Aires, Argentina),
asegurandose un valor de resistividad de 18 MQ-cm. El sistema de purificacion se
aliment6 con agua destilada obtenida con un destilador modelo FM4 (Sigmay, Cérdoba,
Argentina).

2.1.2. Soluciones patron y soluciones concentradas

Todos los reactivos utilizados fueron de grado analitico y la ausencia de Se y/o

Te fue confirmada en todos aquellos en los cuales su presencia no era esperada.

2.1.2.1. Patrones de Sey Te

Soluciones patrén de 1000 mg L de Se(IV) y Se(VI) fueron preparadas a partir
de selenito de sodio (Na>SOs, 99%, Sigma-Aldrich, Milwaukee, WI, EEUU) y selenato
de sodio (Na:SO., 98%, Sigma-Aldrich), respectivamente. En ambos casos, el medio

fue ajustado con acido clorhidrico (HCI, 37% v/v, Merck, Darmstadt, Alemania) de
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concentraciéon 0,1 mol L. Las soluciones patrén se conservaron a 4 °C y, a partir de
ellas, se prepararon semanalmente soluciones de 10 mg L™ con agua ultrapura. Estas
tltimas fueron utilizadas para la preparacién de las soluciones de trabajo diluidas

requeridas diariamente.

Las soluciones patrén de concentracion de 1000 mg L! de especies organicas
de Se se prepararon de manera similar a la descripta previamente. Sin embargo, en
estos casos se utilizé seleno-L-metionina (CH3sSeCH2CH>CH(NH2)COOH, 98%, Sigma-
Aldrich) y selenometilseleno-L-cisteina (CH3SeCH>CH(NH2)COOH, 95%, Sigma-
Aldrich) y la soluciones se prepararon utilizando agua ultrapura. Estas fueron
conservadas a 4 °C, mientras que las soluciones de trabajo de menor concentracion

fueron preparadas con agua ultrapura el mismo dia de uso.

Las soluciones patron de Te(IV) y Te(VI) fueron preparadas a partir de telurito de
sodio (Na>TeOs, 99%) y acido telarico (Te(OH)s, = 99.0%), respectivamente, ambos de
la marca Sigma-Aldrich. Al igual que los patrones de Se, estas soluciones madre se
prepararon en HCI 0,1 mol L y fueron almacenadas a 4 °C. Diluciones a 10 mg L de
concentracion fueron preparadas con agua ultrapura con frecuencia semanal, a partir

de las cuales se obtuvieron las soluciones de trabajo de uso diario.

2.1.2.2. Modificadores de matriz para ETAAS

Paladio

Solucién de 500 mg Pd L de concentraciéon. Se obtuvo disolviendo 31,3 mg de
nitrato de paladio dihidratado (Pd(NOs3)2:2H20, = 99,99%, Fluka, Buchs, Suiza) en 25 mL
de una solucién acuosa de &cido nitrico (HNOs, 65% (m/m), Ultrex® Il Mallinckrodt Baker,
Nueva Jersey, EEUU) al 0,1% (v/v).

Cobre
Solucién de 500 mg Cu L* de concentracién. Se preparé disolviendo 58,1 mg de
nitrato caprico hexahidratado (Cu(NO3)2:6H20, 99,99%, Sigma-Aldrich) en 25 mL de una

solucién acuosa de &cido nitrico al 0,1% (v/v).

2.1.2.3. Agente reductor para HG-AFS: NaBH4

Las soluciones fueron de concentraciones diversas en funcion de las

necesidades particulares. Se prepararon a partir de una masa conocida de NaBH,
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(Fluka), disuelta en una solucion de agua ultrapura basificada con 0,05% (p/v) de NaOH
(98%, Sigma-Aldrich). En todas las ocasiones, esta solucién se prepar6 inmediatamente

antes de su uso.

2.1.2.4. Agentes complejantes

La estructura de los agentes complejantes utilizados en la presente tesis se
presenta en la Figura 2.1.1.

Pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC)

5,00 mL de solucion madre de APDC (CsHgsNS2NH3, 99%, Sigma-Aldrich) se
prepararon semanalmente a una concentracion de 1,0% (p/v) a partir de 50,5 mg del
reactivo en cantidad suficiente de etanol absoluto (99%, Sintorgan, Buenos Aires,
Argentina). Esta solucidon se mantuvo almacenada a 4 °C en ausencia de luz durante la
semana de uso debido a la baja estabilidad del reactivo. Las soluciones de uso diario
se prepararon a partir de la solucién madre inmediatamente antes de ser utilizadas, con

agua ultrapura como solvente, y fueron descartadas luego de su utilizacion.

Dietilditiocarbamato de sodio (DDTC)
Las soluciones madre al 1,0% (p/v) de DDTC [(C2Hs):NCS2Na, 99%, Sigma-
Aldrich] se prepararon de manera andloga a las de APDC, con las mismas

consideraciones respecto a su estabilidad para su utilizacion.

Dietilditiofosfato de amonio (DDTP)

Las soluciones madre al 1,0% (p/v) de DDTP [(C2Hs0).P(S)SNH., 95%, Sigma-
Aldrich] se prepararon a partir de 53,0 mg del reactivo en 5,00 mL de agua ultrapura.
Esta se mantuvo almacenada a 4 °C y, debido a la mayor estabilidad en relacion con el
ADPC y el DDTC, no se requiri6 su renovacion semanal. Las soluciones diarias de

trabajo se prepararon a partir de la solucion madre con agua ultrapura como diluyente.

S s o)
S %p/ \/
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N N T NH4
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_ SNa O
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Fig. 2.1.1. Estructura de los agentes complejantes utilizados en la presente Tesis. De izquierda
a derecha: pirrolidinditiocarbamato de amonio, dietilditiocarbamato de sodio y dietilditiofosfato

de amonio.
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2.1.2.5. Tensoactivos

Soluciones al 5,0% (p/v) de los tensoactivos no-iénicos Triton X-114 (99%, Sigma
Aldrich) y Triton X-100 (99%, Anedra, Buenos Aires, Argentina) fueron preparadas con
agua ultrapura y conservadas a 4 °C. Las soluciones de uso diario de menor

concentracion se prepararon a partir de estas, utilizando también agua ultrapura.

2.1.2.6. Agente para el ajuste de fuerza idnica

Se utilizé nitrato de sodio (NaNOs, 99%, Sigma-Aldrich) para los ajustes de
fuerza ionica. Las soluciones de distintas concentraciones se obtuvieron a partir de una

soluciéon madre de concentracion 15% (p/v) en agua ultrapura

2.1.2.7. Soluciones buffer

Soluciones buffer de pH entre 2 y 5,5:

Para este rango se utilizaron buffers formados por los pares acido citrico/citrato
diacido (pH = 2 - 3,5) o citrato diacido/citrato acido (pH = 3,5 - 5,5). En todos los casos
se prepararon a partir de una solucion de acido citrico (99,5%, Sigma-Aldrich) 0,5 mol

Lt en agua ultrapura, ajustada con una solucién de NaOH 1 mol L* hasta el pH deseado.

Soluciones buffer de pH entre 6y 7,5:
En este rango se prefirieron buffers fosfato acido/fosfato diacido. Estos se
obtuvieron a partir de fosfato diacido de sodio (99%, Fluka) 0,5 mol L en agua ultrapura

y un ajuste hasta el valor de pH deseado utilizando HCI 1 mol L™,

Soluciones buffer de pH entre 8 y 9:

En este rango se utilizo el buffer TRIS: 2-amino-2-hidroximetilpropano-1,3-diol y
su acido conjugado. Su obtencién se llevd a cabo a partir de una soluciéon acuosa de
TRIS-HCI (Sigma-Aldrich) 0,5 mol L y el pH se ajust6 al valor deseado utilizando NaOH

1 mol L1,

Soluciones buffer de pH entre 9y 10:
El par amoniaco/amonio fue el elegido para este rango. Los buffers se obtuvieron
a partir de una solucién 0,5 mol L de hidréxido de amonio (NH,OH, JT Baker, Xalostoc,

México), ajustando al valor deseado con HCI 1,0 mol L™,
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2.1.2.8. Sonda fluorescente: Laurdan

La solucién madre de Laurdan (2-dimetilamino-6-dodecanoilnaftaleno, Thermo
Fischer Scientific, Eugene, Oregon, EEUU) de concentracién 300 umol L se prepard
en etanol absoluto y se almacené a -20 °C entre usos. Al momento de su utilizacién, se
templé a temperatura ambiente hasta retomar el estado liquido y la solucion madre se
adicion6 directamente a las muestras previo a las determinaciones por

espectrofluorimetria.

2.1.3. Liquidos idnicos

Las propiedades relevantes para aplicaciones en microextraccion de algunos ILs
utilizados durante el desarrollo de la presente tesis se encuentran resumidas en la Tabla
1.2.3.1. Los ILs de la familia de los 1-alquil-3-metilimidazolios fueron adquiridos de
Sigma-Aldrich, con la excepcién de [Ci12mim]Br y [C16mim]Br, que fueron sintetizados en
nuestro laboratorio segln la metodologia propuesta por Baltazar y colaboradores, a
partir de metilimidazolio y los correspondientes halogenuros de alquilo, tal como se
presenta en la Figura 2.1.2 [1]. La identidad de estos fue confirmada tras su
caracterizacion por espectroscopia infrarroja y resonancia magnética nuclear. Por otro
lado, el metilsulfato de tributiimetilfosfonio ([Pa4.4.4,1]CH3S04) fue adquirido de Sigma-
Aldrich y se utilizé de manera directa. Las estructuras de todos los ILs utilizados a lo

largo de esta tesis se pueden observar en la Figura 2.1.3.

\N/\N \N/\ R

\\_// + R—Br ——p \\_//N+Br

R = dodecil, hexadecil
Fig. 2.1.2. Reaccién de obtencién de liquidos i6nicos de la familia de los 1-alquil-3-

metilimidazolios.

Al tratarse de ILs solubles o parcialmente solubles en agua, se prepararon
soluciones acuosas para su utilizacion diaria. En todos los casos, 50 mL de soluciones
al 5,0% (p/v) fueron obtenidas pesando 2,5 g de IL, seguido de su disolucién en 50 mL
de agua ultrapura. En el caso particular del bromuro de 1-hexadecil-3-metilimidazolio,

un paso de calentamiento fue necesario para acelerar la disolucion. Estas soluciones
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fueron almacenadas a 4 °C y se utilizaron de manera directa o0 como precursoras de

soluciones mas diluidas, utilizando siempre agua ultrapura como diluyente.

/\/\NJ’%\N/ /\/\/\NJ’%\N/
(ol \_p‘ ol \_f

Cloruro de 1-metil-3-butilimidazolio Cloruro de 1-metil-3-hexilimidazolio
[Cymim]CI [Cgmim]Cl
T B s T s SN N+¢\ e

Y \=/

Cloruro de 1-metil-3-octilimidazolio
[Cgmim]CI

/\/\/\/\/\N”%\N’/
cIr \_f

Cloruro de 1-metil-3-decilimidazolio
[Cygmim]CI

/\/\/\/\/\/\W%\N/
Br- \ _—_/

Bromuro de 1-metil-3-dodecilimidazolio
[Cy,mim]Br

N*'ﬁ\ N -
P N P P 2 N N /
Br “—

Bromuro de 1-metil-3-hexadecilimidazalio
[C,zmim]Er

+—

/\/ P -
CH,S0,

Metilsulfato de tributiimetilfosfonio
[P4,4,4,1]CH3804

Fig. 2.1.3. Estructura quimica de los liquidos iénicos utilizados en la presente Tesis.
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2.1.4. Sorbentes nanoestructurados

2.1.4.1. Nanosilica

Silica pirogénica nanoestructurada, utilizada tanto en estado puro como
funcionalizada con liquidos iénicos, fue adquirida de Sigma-Aldrich. Su pureza era del
99,8% y su tamafio medio de particula de 12 nm. Su &rea superficial, determinada a
través del método BET, era de entre 175 y 225 m? g?, segln las especificaciones del
fabricante. Tanto su utilizacion directa como su funcionalizacion con ILs se llevo a cabo
en suspensiones obtenidas por agitacion vértex de mezclas del material con agua

ultrapura.

2.1.4.2. Preparacion del nanomaterial hibrido Fe:0,@SiO,@PIL

Un material compuesto nanoestructurado fue utilizado como sorbente para M-D-
U-SPE en la Seccion 3.3 del capitulo de resultados y discusion. Este estaba compuesto
por nanoparticulas magnéticas (MNPs) de FesOs recubiertas con silica aminada
entrecruzadas en la estructura de un PIL y su sintesis estuvo basada en un reporte
previo [2]. La polimerizacion utilizada se fundament6 en la reaccién de Radziszewski,
gue es una policondensacion de una diamina en presencia de glioxal, formaldehido y un
acido (HX). La reacciéon dio como resultado un PIL con la estructura mostrada en la
Figura 2.1.4.a, donde el contraién depende del &cido HX utilizado durante la sintesis.
Las MNPs madificadas con (3-aminopropil)trietoxisilano (APTES) son poliaminas que
pueden participar de la reaccion en diferentes maneras. En este caso, actuaron como
soporte para el crecimiento del PIL, tal como se muestra en la Figura 2.1.4.b.
Adicionalmente, dos MNPs pueden acoplarse a través de una cadena polimérica, como
se observa en la Figura 2.1.4.c. Las figuras 2.1.4 b y ¢ muestran situaciones simples
donde Unicamente uno de los grupos amino de cada MNP forma parte de la reaccion.
Sin embargo, todos los grupos amino pueden involucrarse en la misma, hasta que el
impedimento estérico lo hace imposible. En consecuencia, el material resultante mostré
una estructura compleja con multiples anillos imidazolio y con propiedades magnéticas,

por la presencia de las MNPs en la red polimérica.
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Fig. 2.1.4. Representacion esquematica del material nanoestructurado magnético compuesto
Fe:04@SiO2@PIL. a) Estructura general del liquido iénico polimérico, donde el contraién es
derivado del acido (HX) utilizado durante la sintesis. b) Nanoparticula magnética actuando
como soporte para el crecimiento del liquido i6nico polimérico. c) Nanoparticulas magnéticas

acopladas por una cadena polimérica.

En resumen, la sintesis se inicié con el mezclado de 24 g de FeCl;.6H.Oy 9,8 g
de FeCl».4H20 en una solucidon que luego se sometid a una co-precipitacion por adicién
gota a gota de 50 mL de amoniaco 25% (p/v) bajo atmdsfera inerte de N,. El producto
fue separado con un iman externo. Luego, las MNPs obtenidas fueron recubiertas con
una capa de silica aminada tras la adicion de 8,0 mL de APTES por cada 4,0 mg de NPs
dispersadas por ultrasonido en una mezcla etanol/agua. Finalmente, el material
polimérico compuesto fue obtenido in situ en presencia de las hanoparticulas recubiertas
con grupos -NH,. Para esto, una cantidad de 978 mg de hexametilendiamina, 1,46 mL
de agua y 96 pL de acido acético (99%) fueron adicionados a una suspension de las
nanoparticulas magnéticas Fe;0s@SiO.@NH.. Tras 1 h de agitacion ultrasonica, 965
uL de una solucion al 40% (v/v) de glioxal y 625 L de formaldehido fueron adicionados
y la mezcla fue ultrasonicada durante 4 h y luego agitada durante 12 h a 60 °C. El
material compuesto resultante fue separado utilizando un iman externo, lavado con agua
y metanol y secado durante 24 h a 80 °C. Todos los reactivos fueron de Sigma-Aldrich.
El material fue caracterizado por espectroscopia FTIR, analisis elemental, potencial
zeta, microscopia de transmision electrénica, difraccion por rayos X y dispersion de luz

dindmica, con los resultados reportados en [2].
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2.1.5. lones interferentes

Para los estudios de potenciales interferentes en las metodologias analiticas
desarrolladas, se prepararon soluciones de aniones y cationes a partir de patrones de
elevada calidad analitica, tanto desde soluciones madre de 1000 mg L** como desde los
patrones sdlidos. Las diluciones correspondientes para cada aplicacion especifica se
realizaron en el mismo momento de su utilizacién.

2.1.6. Otros reactivos generales

e Acido sulfurico (97%, Merck)

e Acetato de etilo (99,8%, Sigma-Aldrich)

e Cloroformo (98% (p/v), Merck)

e Metil isobutil cetona (99%, Sigma-Aldrich)

¢ Metanol (99% (v/v), Sintorgan, Buenos Aires, Argentina)
o Perdéxido de hidrégeno (30% (p/v), Merck)

e Persulfato de potasio (99%, Sigma-Aldrich)
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2.2. INSTRUMENTACION

2.2.1. Espectrometro de absorcion atomica

Las determinaciones de Se y Te que se realizaron por AAS se llevaron a cabo
utilizando un espectrémetro de absorcion atomica marca Perkin Elmer (Uberlingen,
Alemania) modelo 5100PC, cuya imagen se puede observar en la Figura 2.2.1, con una
unidad de atomizacion electrotérmica de la misma marca y modelo 5100ZL. Esta Ultima
permitia realizar la correccién de fondo por efecto Zeeman, en adiciébn a la mas
tradicional correccién con lampara de deuterio. Si bien el equipo cuenta con
atomizadores de llama y por generacion de hidruros también, todas las determinaciones
de la presente Tesis Doctoral se llevaron a cabo electrotérmicamente e incluyeron el
uso de una plataforma tipo L'vov insertada en hornos de grafito calentados
transversalmente, utilizando Ar como gas inerte. El software WindLab32 de Perkin Elmer

se utilizé para la adquisicion y tratamiento de datos.

B

Fig. 2.2.1. Espectrémetro de absorcién atémica Perkin Elmer 5100 PC utilizado a lo largo de la

presente Tesis.

La fuente de radiacion para las determinaciones de Se fue una EDL (Perkin
Elmer), operada desde un modulo EDL del mismo fabricante acoplado al espectrometro,

a una intensidad de corriente de 210 mA y con una longitud de onda de emisibn maxima
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de 196,0 nm. Para las determinaciones de Te se utilizé una HCL (SCP Science, Québec,
Canadd) operada desde el software del espectrémetro, cuya intensidad de corriente de
funcionamiento fue de 15 mA y su longitud de onda méaxima de emisién de 214,3 nm.
Los parametros instrumentales restantes se optimizaron para cada uso del equipo y se

encuentran discutidos para cada caso particular en la seccion de resultados y discusion.

2.2.2. Espectrometro de fluorescencia atdmica

Las determinaciones de los elementos por la técnica HG-AFS se llevaron a cabo
con un espectrémetro de fluorescencia atomica Rayleigh AF-640A (Beijing Rayleigh
Analytical Instrument Corp., Beijing, China), con un médulo de atomizacion por llama de
difusién. Una imagen del equipo instalado en el laboratorio se presenta en la Figura
2.2.2. Se utilizaron lamparas tipo HCL tanto para Se como para Te (Beijing General
Research Institute for Non-Ferrous Metals, Beijing, China), operadas a 196,0 nm (Se) y
214,3 nm (Te). La adquisicion de datos se control6 desde el software AF-640A, provisto
con el equipo. Los parametros relacionados con la generacién de hidruros y con el
detector se optimizaron en funcién de las necesidades especificas de cada una de las
aplicaciones de la técnica. Las condiciones 6ptimas y la discusién asociada se
presentan en la seccion de resultados y discusion.

Il

Fig. 2.2.2. Espectrometro de fluorescencia atémica Beijing Rayleigh Analytical Instrument Corp.

AF-640A utilizado a lo largo de la presente Tesis.
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2.2.2.1. Generador de hidruros de bajo volumen

Para las mediciones por HG-AFS en volumenes reducidos de eluato se acopld
al espectrometro AFS una unidad externa de generacion de hidruros miniaturizada, de
manera de minimizar el efecto de dilucion provocado por el volumen muerto del
generador de hidruros incluido en el equipo. Una representacion esquematica de esta
unidad se presenta en la Figura 2.2.3. El sistema consistié en una vélvula de seis puertos
y dos posiciones (Oak Harbor, WA, EEUU) con un bucle de carga de teflon de volumen
variable, conectado por tubos del mismo material a una bomba peristaltica Minipuls 3
(Gilson, Villiers Le-Bell, Francia) para el bombeo de la solucion transportadora acida. En
la posicién de carga, el bucle se encontraba conectado con el puerto de carga mientras
gue la solucién transportadora acida fluia directamente hacia el separador gas-liquido
de 2,2 mL de volumen. En la posicién de inyeccién, la solucidn transportadora acida se
mezclaba con la muestra cargada y ambas se dirigian hacia el separador gas-liquido,
donde se formaba el hidruro del analito por reaccion con la solucién reductora. La salida
del separador gas-liquido se encontraba directamente conectada con el atomizador del
espectrometro. Simultdneamente, el sistema de generacion de hidruros del
espectrometro (con un separador gas-liquido de 50 mL) se utilizé para la generacion de
una corriente adicional de H, para mantener la llama de atomizacion encendida y

estable.

CARGA
M - > D
C > Z(((m@l Al detector
R >
\ SGL
B
. D
INYECCION
M > O—0=—>D
C > Al detector
R >
\ SGL
B
D

Fig. 2.2.3. Representacion esquematica del generador de hidruros miniaturizado. M = muestra,
C = solucion transportadora acida, R = solucidn reductora, B = bomba peristaltica, D =

deshecho, SGL = separador gas-liquido.
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2.2.3. Espectrofotometros de infrarrojo

Durante el desarrollo de la presente Tesis Doctoral se utilizaron dos

espectrofotdmetros de infrarrojo:

Un equipo Spectrum 100 (Perkin Elmer), en el cual se llevaron a cabo las
determinaciones en modo de transmision utilizando pastillas de KBr. Los
espectros se adquirieron en el rango de 400 — 4000 cm™ y se utiliz6 el promedio
de 30 mediciones para el andlisis de sefiales. Este equipo se utilizé para la
caracterizacion del material hibrido nanosilica-IL utilizado en la Seccion 3.2 del
capitulo de resultados y discusiéon. La adquisicion y manipulacién de los
espectros se llevé a cabo con el software Spectrum, provisto con el equipo.

Un equipo Spectrum Two con médulo UATR (Perkin Elmer), en el cual se
llevaron a cabo determinaciones en modo de reflectancia total atenuada (ATR).
Los espectros se adquirieron en el rango entre 450 y 4000 cm?, utilizando
directamente los so6lidos en polvo. El promedio de 8 mediciones fue utilizado para
el andlisis espectral. Este equipo se utilizé para la caracterizacion de la
interaccion entre la silica nanoestructurada y el complejo Se(IV)-APDC
presentada en la Seccién 3.1 del capitulo de resultados y discusion. La
adquisicion y manipulacion de los espectros se llevo a cabo con el software

Spectrum, provisto con el equipo.

2.2.4. Espectrofluorimetro

Para las determinaciones de fluorescencia molecular de la Seccién 3.4 del

capitulo de resultados y discusion, un espectrofluorimetro RF-6000 (Shimadzu, Tokio,

Japon) fue utilizado. En todas las mediciones se utilizaron anchos de banda de

excitacion y emision de 3,0 y 1,5 nm, respectivamente, y una velocidad de escaneo de

600 nm min?. La adquisicion y tratamiento de datos se realizé con el software

LabSolutions RF, provisto con el equipo.

2.2.5. Microscopio electrénico

Se utilizé un microscopio de transmision electronica modelo EM900 (Carl Zeiss,

Jena, Alemania) equipado con una cdmara CCD de alta definicion ORIUS® SC1000-832

(Gatan Inc., Nuffield, Reino Unido). Con este se caracterizaron los materiales utilizados
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en las secciones 3.1 y 3.2. Todas las imagenes se tomaron a dispersiones acuosas

secas de los materiales sobre grillas de cobre, a 80 kV.

2.2.6. Sistemas de flujo

Para impulsar soluciones en los sistemas en flujo presentados en la Seccién 3.5,
se utilizaron bombas peristalticas Minipuls 3 (Gilson), operadas con tuberias de Tygon®
(Sigma-Aldrich). Estas se conectaron con adaptadores de teflon (Perkin Elmer) a
microcanales del mismo material. Las columnas de vidrio borosilicato fueron construidas
en el laboratorio con adaptadores de silicona para la conexién de los microcanales. Las
valvulas de 6 vias y dos posiciones (Oak Harbor) fueron incorporadas con adaptadores

de teflén y operadas manualmente.

2.2.7. Sistema de centrifugacion

La separacion de fases durante el desarrollo de los métodos analiticos de
microextraccion y otras actividades de preparacién de muestras se realizaron con una
centrifuga LC 15 (Luguimac, Buenos Aires, Argentina) con capacidad de 16 tubos de 15
mL o de 4 tubos de 50 mL, de velocidad variable. Esta disponia de un rango de
programacion de 0 a 99 minutos con incrementos de 1 minuto y de 0 a 3500 revoluciones

por minuto (equivalente a 2090xg) con incrementos de una unidad.

2.2.8. Mediciones de pH

Las determinaciones de pH se llevaron a cabo con un pH-metro modelo F-51
(Horiba, Kyoto, Japdn). Se utilizaron indistintamente dos electrodos de vidrio rellenos
con una solucion acuosa interna saturada de KCI, modelos 9611-10D y 9615S-10D,
ambos del mismo fabricante que el pH-metro. Se llevé a cabo la calibracion del equipo
previo a cada uso utilizando buffers patrén de pH 4,00 (acido citrico/citrato), 7,00 (fosfato

diacido/fosfato acido) y 10,00 (acido bdrico, borato), provistos por Merck.

2.2.9. Sistemas de agitacion mecanica

Se utilizaron dos tipos de agitacion:
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e Agitacidn vortex, utilizando indistintamente un agitador Bio Vortex V1 (Boeco,
Hamburgo, Alemania) y uno modelo Vortex, (Vicking, Buenos Aires, Argentina).
Ambos operaban a una velocidad fija de 2800 revoluciones por minuto.

e Agitacion ultrasonica, con un bafio ultrasénico (40 kHz y 600 W) con control de

temperatura, adquirido de Test Lab (Buenos Aires, Argentina).

2.2.10. Bano termostatico

Se utilizé un bafio termostatico Masson Digital (Vicking), con capacidad de
calentamiento hasta 95 °C con incrementos de 1 °C.

2.2.11. Medicion de microvolimenes

La medicion de microvolimenes durante la preparacion de soluciones se llevé a
cabo con micropipetas de succion y desplazamiento de aire de volumen variable de
marca Pipetman® P (Gilson) y Genex (BioAnalytical, Buenos Aires, Argentina).

2.2.12. Balanzas

Todas las pesadas se llevaron a cabo con una balanza analitica OHAUS®

(Pioneer, Nanikon, Suiza), con sensibilidad hasta la décima de miligramo.

2.2.13. Material de vidrio

Se dispuso del material de vidrio necesario tanto de grado volumétrico como de
uso general. En todos los casos, los materiales fueron lavados previo a su uso por
inmersién durante al menos 24 h en una solucién de HNO; al 10% (v/v), seguido por

sucesivos enjuagues con agua destilada y agua ultrapura.

2.2.14. Software

Adicionalmente a la adquisicion y tratamiento de datos llevados a cabo con los
softwares correspondientes a los distintos instrumentos de medicion, el andlisis de datos
secundario se realizé utilizando Microsoft Excel Profesional Plus 2016 (Microsoft,
Washington, EEUU) y Origin Pro 8.6 (OriginLab Corp., Northampton, MA, EEUU). El
primero se empled para la visualizacion y tratamiento matematico general de resultados

y el segundo para el andlisis estadistico de los mismos.
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2.3. Muestras

2.3.1. Recoleccion y almacenamiento

Las muestras de agua de canilla se colectaron en botellas de polietileno de alta
densidad (HDPE) desde una canilla doméstica en la Ciudad de Mendoza, Mendoza,
Argentina, tras dejar correr el agua durante aproximadamente 20 minutos para eliminar
el agua presente en las cafierias internas y muestrear agua de red. Se tomaron
aproximadamente 500 mL de muestra en cada caso y su analisis se llevd a cabo

inmediatamente después de su recoleccion.

Las muestras de agua subterranea, de rio y de mar se tomaron también en
botellas de HDPE limpias. En todos los casos se muestrearon aproximadamente 500
mL a una profundidad de 5 cm, que se filtraron con filtros de teflon de 0,45 pm de tamafio
de poro (Merck Millipore Corp., Burlington, MA, EEUU) y se almacenaron a -20 °C. En
caso de presentar residuos de arena, un paso de centrifugacion y separacion se incluy6
antes de la filtracion. Previo a su utilizacién, las muestras se templaron a temperatura
ambiente para recuperar su estado liquido. Las muestras de agua subterranea utilizadas
en la presente tesis se obtuvieron de pozos ubicados en la ciudad de Lavalle, Mendoza,
Argentina. Las muestras de agua de rio se tomaron en el Rio Mendoza, Las Heras,
Mendoza, Argentina y en el Rio Grande, La Carolina, San Luis, Argentina. El agua de
mar se obtuvo de la costa de Vifia del Mar, Valparaiso, Chile y de la costa de La Serena,

Coquimbo, Chile.

Las muestras de lluvia se tomaron en recipientes de HDPE durante eventos de
precipitacién en la Ciudad de Mendoza y se utilizaron inmediatamente después de su

recoleccion.

Las muestras de suelos se tomaron en diversas locaciones de la Ciudad de
Mendoza y se transportaron al laboratorio en bolsas selladas de almacenamiento. Una
vez recibidas, se secaron a 60 °C durante 4 h y se almacenaron a -20 °C. Las muestras
de sedimentos se tomaron en la cuenca del Rio Mendoza y en la represa de Potrerillos,
Lujan de Cuyo, Mendoza y se trasladaron y trataron de forma idéntica a las muestras de

suelo.
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2.3.2. Lixiviacion de muestras solidas

Dada la inexistencia en la literatura de un protocolo totalmente estandarizado
para la extraccion de Se y Te desde suelos y sedimentos, se eligi6 al agua como
solvente de extraccion para el analisis de estas muestras, ya que la soluciéon acuosa es
la principal fuente de elementos y nutrientes para plantas y microorganismos [3]. Los
lixiviados de suelo y sedimentos fueron obtenidos a través del siguiente procedimiento:
10 g de muestra seca se mezclaron con 50 mL de agua ultrapura y se mezclaron durante
2 h con un agitador magnético a temperatura ambiente. Las fases se separaron
posteriormente por centrifugacion a 2090xg durante 30 min, descartandose el sélido.
Finalmente, la solucion resultante fue filtrada con filtros de tamafio de poro 0,45 um

previo a su andlisis.

2.3.3. Tratamiento de las muestras de alimentos

La muestra de ajo (clon blanco tipo “Nieve”) se obtuvo de la coleccion de
germoplasma del Instituto Nacional de Tecnologia Agricola (INTA, La Consulta, San
Carlos, Mendoza). Las muestras de brdcoli y puerro se compraron en tiendas locales en
la Ciudad de Mendoza, Mendoza. Estas se lavaron con agua destilada y se pelaron a
mano. Las partes comestibles fueron congeladas, cortadas en piezas pequefias,
liofilizadas y finalmente pulverizadas con un molinillo. El polvo fino resultante se guardé
en bolsas selladas de polietileno dentro de un congelador a -20 °C. Con el objetivo de
no afectar la distribucién de especies durante el tratamiento de muestras, se decidi6
seguir un protocolo de extraccién previamente publicado que no involucra su digestion
completa. En sintesis: 0,10 g de las muestras liofilizadas fueron pesados dentro de un
tubo de polietileno de 25 mL y se agregaron 10 mL de HCI 0,10 mol L. El mezclado
completo se realiz6 utilizando un agitador ultrasonico durante 10 min y el extracto acido
se separd por centrifugacion a 2090xg durante 10 min. Posteriormente, el extracto se

colectd con una pipeta Pasteur y se filtr6 con una membrana de nylon con poros de 45

um [4].

2.3.4. Pre reduccion de muestras

Cuando la estrategia de andlisis de especiacion asi lo requirid, un paso de pre
reduccion fue llevado a cabo sobre alicuotas de las muestras. Para esto, se tomaron 15

mL de la muestra en cuestion y se los mezclo con 6,0 mL de HCl al 37% (v/v). La mezcla
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fue luego calentada a 95 °C en un recipiente cerrado utilizando un bafio termostatico
durante al menos 30 min. Luego de dejarla enfriar a temperatura ambiente, la muestra
reducida se transfirid a un matraz aforado de 25 mL, donde su pH fue ajustado al valor
necesario para su posterior tratamiento utilizando NaOH sélido y un buffer adecuado y
se llevd a volumen con agua ultrapura.
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3.1. NANOSILICA COMO SORBENTE EN
MICROEXTRACCION DISPERSIVA PARA EL
ANALISIS DE ESPECIES DE SELENIO EN
AGUAS

3.1.1. Introduccion

El analisis de especiacion es un eje esencial relacionado con los estudios de Se
en el ambiente ya que, al igual que otros elementos, su movilidad, capacidad de
incorporacién a organismos y destino bioquimico dependen de la identidad de cada una
de sus especies [1]. El Se es esencial como nutriente y, a la vez, es potencialmente
téxico para los seres humanos, con un rango de concentraciones reducido entre las dos
situaciones [2]. Este elemento posee accién antioxidante a través de la actividad de
enzimas esenciales (por ej.: glutation peroxidasa) y juega un rol importante en diversas
vias metabdlicas relacionadas con los sistemas inmune y endécrino [3]. Mas adn, la
toxicidad y biodisponibilidad del Se varian ampliamente en funcién de su forma quimica.
Las especies inorganicas de Se son unas 40 veces mas tdxicas que las organicas vy,
entre ellas, el Se(IV) es 10 veces mas téxico que el Se(VI) [4]. Estas ultimas son las mas
frecuentemente encontradas en el ambiente como consecuencia del ciclo
biogeoquimico del elemento y de la influencia antropogénica [5]. El limite maximo de
concentracion aceptable de Se en aguas de consumo humano ha sido establecido por
la OMS como 0,04 mg L de Se total, mientras que el Cédigo Alimentario Argentino sitla
este limite en 0,01 mg L6, 7].

Las bajas concentraciones de Se en muestras ambientales hacen de su analisis
de especiacion un desafio, ya que se requieren métodos analiticos de alta sensibilidad
y precision. La ICP-MS es una técnica instrumental adecuada para este fin, pero
presenta inconvenientes cuando la matriz de la muestra es compleja. Ademas, su alto
costo de adquisicion, mantenimiento y operacion hace que el acceso a la misma no sea
facil, especialmente en paises en vias de desarrollo [8]. Sin embargo, detectores

cldsicos como ETAAS acoplados a técnicas de preconcentracion y andlisis de
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especiacion pueden proponerse como alternativas validas y més accesibles para la
cuantificacién de este elemento, dada la excelente sensibilidad analitica lograda con

estas combinaciones [9].

La nanotecnologia ha revolucionado diversos campos de la ciencia, incluyendo
la quimica analitica [10]. De hecho, el desarrollo de métodos de preconcentracién ha
hecho uso extensivo de diversos nanomateriales, aprovechando su gran relacién area
superficial-masa, que los hace ideales para microextracciones [11]. Adicionalmente, los
avances en la manipulacion superficial de estos materiales han permitido mejoras
marcadas en su selectividad y han dado lugar a aplicaciones en matrices complejas [12].
Entre las distintas aplicaciones, el uso de nanomateriales en D-u-SPE ha sido extensivo
para la determinacion y andlisis de especiacion elemental, logrando la retencién rapida
y eficiente de las especies utlizando cantidades de sorbente en el orden de los
microgramos [13, 14].

Los nanomateriales basados en silica con diversos grupos funcionales han sido
universalmente reconocidos como buenos sorbentes para microextraccion [15]. Algunas
propiedades Utiles como: gran &rea superficial, excelente resistencia mecanica, alta
estabilidad quimica, propiedades superficiales bien definidas y tamafio reducido de
poro, hacen a la silica nanoestructurada ideal para técnicas basadas en SPE [16]. Si
bien sus caracteristicas hacen compleja la aplicacion de este nanomaterial en la técnica
SPE clasica, debido a la formacién de aglomerados que no permiten el flujo de liquidos,
la aplicacibn de metodologias dispersivas ha dado lugar al uso de materiales
nanoestructurados sin los inconvenientes inherentes a esta técnica. En particular, las
excelentes propiedades de la nanosilica han impulsado su uso en D-u-SPE.
Modificaciones con grupos mercaptopropilo [16], acido 5-sulfosalicilico [17, 18] y grupos
mercaptano [19] han sido aplicadas para la extraccién y preconcentracién de especies
inorganicas de Se desde varias muestras utilizandola. Sin embargo, la aplicacion directa
de este material sin modificaciones representa una alternativa interesante, dada la
posibilidad de evitar procesos de funcionalizacién que insumen tiempo y reactivos. A
pesar de estas aparentes ventajas, el uso de nanosilica sin funcionalizar para
preconcentracion y/o andlisis de especiacion de Se no habia sido investigado aun al

momento del desarrollo de esta Tesis Doctoral.

El objetivo de esta parte del trabajo de Tesis consisti6 en el desarrollo de un
método simple y rapido, basado en la técnica D-u-SPE, para la preconcentracion y
andlisis de especiacion de Se inorganico utilizando nanosilica pura, evitandose pasos

asociados a la funcionalizacién del material tales como la separacién de fases y el
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lavado y/o secado del material resultante. Para esto, se analizaron los distintos factores
involucrados en la retencion y la elucion de Se con nanosilica, incluyendo el pH, la fuerza
i6nica y el uso de agentes quelantes. Adicionalmente, el proceso de adsorcion del
analito fue caracterizado a través del analisis de su isoterma de sorcion sobre el material
y por espectroscopia FTIR (Figura 3.1.1). Finalmente, el método desarrollado vy
optimizado fue aplicado para la determinacién de especies inorganicas de Se en agua
de lluvia, canilla, subterranea y de mar, para demostrar su potencial de analisis en

matrices con complejidades diversas, con excelentes resultados.

(1)

() \
= ’
5
Fig. 3.1.1. Resumen esquematico del desarrollo experimental de la Seccién 3.1. (I) Aplicacién
de la nanosilica para la retencién de la especie Se(IV) complejada con APDC, (lI)

Caracterizacion de la interaccién entre el complejo y la superficie del material, (1)

Cuantificacion del analito por ETAAS.

3.1.2. Procedimiento general de microextraccion vy
preconcentracion

Un volumen de 10 mL de muestra o de una solucién de Se(IV) 2,0 ug L (para
los estudios de optimizacion) fue inicialmente ajustado a pH = 2,0 utilizando 300 L de
buffer &cido citrico/citrato de concentracién 0,1 mol L. A continuacién, 80 pL de una
solucion 0,01% (p/v) de APDC en agua fueron agregados, seguido por 10 s de agitacion
manual para dar lugar a la formacion del complejo Se(IV)-APDC. Luego, la muestra
tratada fue mezclada con 1,0 mg de nanosilica en un tubo de centrifuga de vidrio y
agitada durante 6 min con un agitador vortex. Un paso de centrifugacion de 4 min a

2090xg fue aplicado a continuacion para separar las fases y el sobrenadante fue
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facilmente removido por inversion cuidadosa del tubo. Finalmente, el analito fue eluido
por adiciéon de 500 L de acetato de etilo y agitacion ultrasénica durante 15 min a 60 °C.
El eluato fue separado de la fase soélida por centrifugacion durante 5 min a 2090xg,
secado en un tubo de vidrio a 60 °C y redisuelto en 100 uL de acetato de etilo. Esta
solucion fue directamente inyectada en el horno de grafito para la determinacién de Se

por ETAAS, bajo las condiciones detalladas en la Tabla 3.1.1.

Como la retencion de Se sobre la nanosilica se baso en la formacion selectiva
de un complejo entre la especie Se(lV) y el APDC, la estrategia para el analisis de
especiacion consistié en el andlisis de una segunda alicuota de muestra sometida a una
pre reduccion (cuyo desarrollo detallado se present6 en la Seccion 2.3.4). De esta
manera, el analisis de esta alicuota por el método desarrollado permitié la determinacién
de la concentracién de Se inorganico total, a partir de la cual se pudo calcular la
concentracion de Se(VI) por diferencia.

3.1.3. Optimizacion de las condiciones de extraccion y
selectividad

Los parametros asociados a las etapas de extraccion y eluciéon de los analitos,
asi como aquellos relacionados con la determinacion instrumental por ETAAS, fueron
evaluados con el objetivo de optimizar las distintas variables involucradas en el método.
Un resumen de los resultados obtenidos se presenta en la Tabla 3.1.1 y una discusion
en profundidad de los parametros estudiados se presenta en las préximas

subsecciones.
3.1.3.1. Eleccion del agente complejante

La derivatizacion de la especie Se(IV) con un agente quelante resulté ser un
aspecto clave en esta parte del trabajo para lograr su retencién sobre la nanosilica. Para
esto, se evaluaron complejantes tipicamente utilizados para la preconcentracion de Se:
APDC y DDTC (sus estructuras se pueden observar en la Figura 2.1.1), a valores de pH
entre 1y 4, que representan el rango en el cual la formacién éptima de los complejos
con Se(lV) ha sido reportada [20, 21]. Los resultados, presentados en la Figura 3.1.2,
mostraron que en términos de porcentajes de extraccion, el APDC resultd ser la mejor
alternativa, ya que un 90% de extraccion fue logrado con éste, mientras que el DDTC

dio lugar a una extraccion del 70% bajo las condiciones descriptas en la Tabla 3.1.1.
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Tabla 3.1.1. Condiciones experimentales e instrumentales 6ptimas del método D-u-SPE-ETAAS

con nanosilica desarrollado para la determinacién de Se.

Longitud de onda

Ancho de banda espectral

Corriente de la lampara (EDL)

Modificadores de matriz

196,0 nm

2,0 nm
210 mA

10 pg Pd [como Pd(NOs),]
10 pg Cu [como Cu(NOs)2]

Programa de temperatura de atomizacion electrotérmica

Paso T Tiempo de Tiempo Flujo de argdén
(°C) rampa (s) (s) (mL min?)

Secado de muestra 100 15 35 250

modificador 30 15 30 0

Secado 1 110 1 30 250

Secado 2 130 15 30 250

Pirdlisis 1 600 60 20 250

Pirdlisis 2 900 10 20 250

Pirdlisis 3 1300 20 20 250

Enfriamiento 300 15 250

Atomizacién 2100 0

Limpieza 2400 250

Condiciones de D-u-SPE

Volumen de muestra 10 mL

Concentracion de APDC 0,48 mmol L*

pH 2,0

Masa de nanosilica 1,0 mg

Tiempo de extraccion 6 min

Modo de agitacidon durante extraccion Vortex

Tiempo de centrifugacion 4 min

Eluyente
Volumen de eluyente
Tiempo de elucion

Temperatura de elucién

Modo de agitacion durante elucién

Volumen inyeccion ETAAS

Acetato de etilo
500 uL

15 min

60 °C
Ultrasonido
100 pL

143



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

Considerando el hecho de que la polaridad del complejo Se(IV)-APDC es menor que la
del complejo Se(IV)-DDTC, estos resultados preliminares sugirieron que la interaccion
entre la nanosilica y el analito complejado se debié a una interaccién de caracter poco

polar.
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Fig. 3.1.2. Comparativa entre APDC y DDTC como complejantes para la extraccién de Se(IV).

Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Una vez que el APDC fue seleccionado como el agente complejante, el efecto
de su concentracién sobre la retencion de Se(lV) fue estudiado. Concentraciones en el
rango entre 0 y 0,25 mmol L* fueron ensayadas, con los resultados volcados en la
Figura 3.1.3. Como se puede observar, la retencion fue practicamente nula en ausencia
de agente complejante y la mayor eficiencia de extraccion se obtuvo a partir de una
concentraciéon de APDC de 0,24 mmol L, correspondiente a una relacién molar APDC-
Se(lV) de aproximadamente 100. De esta manera, para asegurar una capacidad de
complejacion adecuada para la formacion completa del complejo Se(IV)-APDC, una
concentracion de 0,48 mmol L (el doble de la minima necesaria para lograr el 100% de

extraccion) fue elegida para el resto de los experimentos.
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Fig. 3.1.3. Efecto de la concentracién de APDC sobre la extraccion de Se(lV). La concentracion
de Se fue de 2,0 ug L' y se empled 1,0 mg de nanosilica. Las barras de error indican el desvio

estandar con n = 3.

3.1.3.2. Efecto del pH

Dada la conocida dependencia de la formacion del complejo Se(IV)-APDC con
el pH, este parametro fue considerado crucial para la retencion selectiva del analito. La
Figura 3.1.4 muestra un andlisis mas detallado de la influencia del pH sobre la extraccion
de Se(IV) y Se(VI), en presencia de APDC en una concentracion de 0,48 mmol L. Como
se puede observar, la maxima extraccion de Se(IV) se logré con valores de pH entre 0,2
y 3,0. Este resultado se puede atribuir a la combinacién de dos factores: por un lado, la
adecuada formacién del complejo Se(IV)-APDC que, segln una amplia variedad de
reportes previos, se da méas eficientemente en el rango de pH entre 0 y 4 en solucion
acuosa, lo cual es coincidente con lo observado [20]. Por otro lado, las propiedades
superficiales de la nanosilica son también dependientes del pH del medio. En este
contexto, el punto de carga cero es considerado un buen pardmetro del estado de la
superficie del material, ya que representa el pH en el cual su carga neta superficial se
anula. Si bien el punto de carga cero varia en funcién del tamafio y morfologia del
material, su valor para la nanosilica suele encontrarse entre 1,8 y 3 [22]. Por encima de

este valor, la superficie posee carga negativa, especialmente debido al desplazamiento
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del equilibrio acido-base de los grupos silanol superficiales (Si-OH 2 Si-O— + H*) hacia
la forma desprotonada, cargada negativamente. Por debajo del punto de carga cero, en
cambio, el equilibrio se desplaza hacia la forma protonada neutra, que no adquiere carga
positiva dada la ausencia de grupos con caracter basico en estas condiciones [23]. De
esta manera, se puede interpretar la caida en la extraccion a partir de pH = 3 en adelante
como una consecuencia de la aparicion de caracter superficial negativo en el sorbente.
Por debajo de este valor, en cambio, las caracteristicas de la superficie se mantienen
cercanas a la neutralidad de carga, permitiendo asi la interaccion con el complejo apolar.

100

—u— Se(lV)
—o— 3e(VI)
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Fig. 3.1.4. Efecto del pH sobre la extracciéon de Se(IV) y Se(VI) en presencia de APDC 0,48
mmol L1. Las concentraciones de ambas especies fueron 2,0 ug L1. Las barras de error

indican el desvio estandar con n = 3.

Por otro lado, se corroboré que la especie hexavalente Se(VI) no formaba
complejos con los reactivos evaluados y, por lo tanto, no se extraia dentro del rango de
pH estudiado, de manera tal que la extraccion de Se(IV) entre pH 0,2 y 3,0 era altamente
selectiva. En base a estos resultados, un pH de 2,0 fue seleccionado para los
experimentos subsiguientes, de manera tal de asegurar la selectividad y la extraccion
optima de Se(lV). Adicionalmente, con el objetivo de mantener el pH constante durante
el proceso de extraccion, se evaluaron concentraciones de hasta 0,1 mol L de buffer

acido citrico/citrato de pH 2, confirmandose que su presencia no afectaba en ningun
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aspecto la extraccion del analito. Mas resultados relacionados con la selectividad del

método se presentan en la Seccion 3.1.7.

3.1.3.3. Volumen de muestra, cantidad de sorbente y
tiempo de extraccion

El volumen de muestra es considerado una variable clave en el desarrollo de los
métodos de preconcentracion, dado que volimenes elevados de muestra normalmente
significan mayores factores de preconcentracion y de refuerzo de la sensibilidad. Sin
embargo, cuando este volumen se vuelve excesivo, algunos inconvenientes se pueden
presentar en métodos dispersivos, especialmente en relacidon con una pobre dispersiéon
del material sorbente. Para su evaluacién, muestras con 1,0 ug de Se(lV) como masa
constante en presencia de la concentracion ideal de APDC en volumenes de agua de
entre 2 y 50 mL ajustadas a pH = 2,0 fueron sujetas al procedimiento de extraccién. Los
resultados, presentados en la Figura 3.1.5, mostraron que la retencién era maxima con
volumenes de muestra de hasta 10 mL, decayendo para valores mayores a este. Por

esto, 10 mL fue el volumen de muestra elegido para continuar con los experimentos.
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Fig. 3.1.5. Efecto del volumen de muestra sobre la extraccion de Se(lV). La masa de Se se
mantuvo constante en 1,0 pug en todos los casos y la concentracion de APDC fue de 0,48 mmol

L1. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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En términos de eficiencia de preconcentracion, otro factor clave relacionado con
la extraccion es la masa de sorbente utilizada. En la busqueda de la cantidad éptima de
nanosilica capaz de extraer eficientemente el Se(IV) desde 10 mL de una muestra
estandar con una concentracion de 200 ug L (valor significativamente por encima de
los esperados en muestras reales), cantidades de nanosilica de entre 1,0 y 50 mg fueron
evaluadas. En todos los casos, la mayor extraccion posible de Se(lV) fue lograda,
independientemente de la cantidad de sorbente. Estos resultados son indicativos de una
gran capacidad de retencién de la nanosilica para con el complejo Se(IV)-APDC, como
consecuencia de su gran relacion area superficial-masa. Debido a la dificultad de pesar
y manipular con precision y exactitud cantidades de nanosilica por debajo de 1,0 mg,

esta cantidad fue la seleccionada como 6ptima para el método.

Por su parte, la evaluacién del tiempo de extraccién es también importante en el
desarrollo de métodos de extraccion y preconcentracion, dado que este influye
fuertemente a la frecuencia analitica (es decir, la cantidad de muestras que pueden ser
tratadas por unidad de tiempo). En consecuencia, se evalué la extraccion de Se(lV)-
APDC en términos de los tiempos de extraccion y centrifugacion, ya que estos
representan las etapas mas prolongadas del proceso de separacién. Las condiciones
necesarias para lograr una eficiencia de extraccion maxima incluyeron al menos 5 min
para la extraccion, tal como se observa en la Figura 3.1.6, y 3 min para la centrifugacion.
En base a estos resultados, y con la mira puesta en asegurar la eficiencia de ambos
procesos, 6 min para la extraccion y 4 min para la centrifugacion fueron finalmente
seleccionados para el método. Es importante apuntar a esta altura que la formacion del
complejo Se(IV)-APDC resulté ser virtualmente instantanea, por lo que la optimizacion

del tiempo de formacién del mismo no fue considerada necesaria.

3.1.3.4. Efecto de la fuerza idnica

La fuerza ionica del medio puede afectar las propiedades de carga de la
superficie de la nanosilica. Por ejemplo, se ha reportado que en el caso de adsorciones
gue involucran interacciones de tipo electrostaticas, la cantidad de analito extraida
decrece a medida que aumenta la fuerza i6nica del medio, debido a la competencia por
los grupos cargados entre los iones presentes en la soluciéon y el analito [24]. En
consecuencia, el efecto de la fuerza i6nica en la extraccion del complejo Se(IV)-APDC
sobre nanosilica fue evaluado en un rango de concentraciones salinas de entre 0,5 y
5,0% (p/v), utilizando NaNOs como electrolito modelo. Se observo que los porcentajes

de retencion no cambiaban en este rango con respecto a las condiciones libres de sal.
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Fig. 3.1.6. Dependencia de la extraccién de Se(IV) con el tiempo de extraccion. La

concentracién de Se(IV) fue 2,0 ug L* en todos los casos y la agitacion fue de tipo vortex. Las

barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

En términos del mecanismo de adsorcion, esto se puede interpretar como una ausencia
de componente electrostatica en la interaccion entre el complejo Se(IV)-APDC vy la
nanosilica, lo cual resultd estar en concordancia con la hip6tesis sobre el caracter poco

polar de esta interaccion.

3.1.4. Caracterizacion de la interaccion analito-nanosilica

Las caracteristicas del proceso de adsorcién del complejo Se(lV)-APDC sobre la
superficie de la nanosilica fueron estudiadas a partir de espectroscopia infrarroja con
transformada de Fourier de reflectancia total atenuada (ATR-FTIR) y del analisis de una
isoterma de sorcion. El espectro ATR-FTIR del complejo adsorbido sobre la nanosilica
se presenta en la Figura 3.1.7.A, y en él se pueden observar sefiales caracteristicas del
complejo Se(1V)-APDC: estiramientos C—N entre 1445y 1481 cm™ y modos asociados
con el grupo —CSS entre 948 y 955 cm™. La presencia de estos confirmé la presencia
del complejo adsorbido sobre la superficie de la nanosilica y la baja intensidad que se
observa para sus sefiales en el espectro es ldgica, considerando la baja relacién molar

existente entre el analito y el material.
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En conjunto con estos resultados, se llevaron a cabo mediciones del complejo
adsorbido sobre la nanosilica utilizando a la nanosilica pura como espectro referencia
para la medicién, dando como resultado el espectro presentado en la Figura 3.1.7.B. De
esta manera, al utilizar a la nanosilica como blanco de la medicion, se logré eliminar de
los espectros las sefiales del material de manera mucho mas eficiente que a través del
tratamiento matematico de los mismos, lo cual permitié observar con claridad un mayor
namero de sefiales correspondientes al complejo Se(IV)-APDC, asi como sus
frecuencias correspondientes. De esta manera, se reconfirmd la existencia de una
interaccion entre este y el material. Adicionalmente, al comparar estas sefales con las
del espectro original del complejo no adsorbido sobre nanosilica, se observé un
desplazamiento de 3 cm™ en la sefial del estiramiento C—N, lo cual podria apuntar a un

posible sitio de interaccion en la estructura molecular del complejo.

(A) 100

95

Transmitancia (%)
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Fig. 3.1.7. Espectros ATR-FTIR de (A) nanosilica (rojo), Se(IV)-APDC (azul) y el producto de
adsorcién (negro), (B) Se(IV)-APDC (negro) y el producto de adsorcién medido contra un

blanco de nanosilica pura (rojo).
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El hecho de que la retencion observada involucraba la interaccién entre un
sorbente con caracteristicas esencialmente polares y un complejo no polar no fue algo
que se pasara por alto durante el desarrollo del método. Informacion estructural sobre
diversos complejos entre Se(lV) y complejantes de la familia de los ditiocarbamatos
(entre los que se encuentra el APDC) se encuentra disponible en reportes bibliogréficos.
La evidencia experimental disponible en estos estudios apunta a una reaccion de
complejacién reductiva en la que la especie anidnica Se(IV) (SeOs*) reacciona con
cuatro ligandos ditiocarbamato, dando como productos un complejo de formula SeL,, en
el cual el estado de oxidacién del Se es +2, y un dimero oxidado de ligandos unidos por

un puente disulfuro, tal como se puede observar a continuacioén [25]:

SeV+4L- > Se'lo+L-L

La Figura 3.1.8 muestra las estructuras de resonancia parciales
correspondientes al complejo Se(IV)-DDTC, analogo al Se-(APDC), propuestas a partir
de andlisis cristalografico por difractometria de rayos X [26]. En estas estructuras se
puede observar la presencia de una densidad de carga positiva parcial sobre el atomo
de nitrégeno del anillo pirrolidinico. Esta da lugar a la posibilidad de una interaccion a
través de un dipolo transitorio con los grupos silanol presentes en la superficie de la
nanosilica, lo cual se encuentra en concordancia no solo con el hecho de que el
complejo efectivamente se retiene sobre el material, sino también con el desplazamiento

de la sefial del estiramiento C—N observado en el espectro ATR-FTIR (Fig. 3.1.7.B).

S’ S
\N+_ C/ \Se2/+ — \N — C/ \Seéf
/ NN ~ / \\S

Fig. 3.1.8. Estructuras de resonancia parciales propuestas para un complejo analogo al Se'-
pirrolidinditiocarbamato: Se'-dietilditiocarbamato. Adaptado de Husebye y Helland-Madsen:

“The Crystal Structure of Selenium Bis(diethyl-dithiocarbamate)” [26].

Ademas, la isoterma correspondiente a la adsorcién del complejo Se(IV)-APDC
sobre nanosilica a 20 °C, presentada en la Figura 3.1.9, se obtuvo a partir de la
aplicacion del método de extraccion a muestras con distintas concentraciones iniciales
de Se(IV)-APDC, utilizando 1,0 mg de nanosilica como sorbente. La evaluacion de los

resultados se llevé a cabo de acuerdo con el modelo de Langmuir-Freundlich [27], cuyo
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ajuste de los datos experimentales resultd ser el mejor entre los modelos evaluados.

Este propone la siguiente relacion matematica para el proceso de adsorcion:

 Qn(KaCo)"
T T+ (KaCo)®

donde g es la cantidad de Se adsorbido sobre la nanosilica (mg g1), Qm es la capacidad
de adsorcion maxima del material (mg g*), Ceq €s la concentracion de Se en el medio
acuoso en contacto con el material (mg L), Ka es la constante de afinidad de la
adsorcion (L mg?) y n es el indice de heterogeneidad.

1,4x107

1,2x107

1,0x107

8,0x10°

6,0x107

4,0x10°

2,0x10°

Concentracién de Se(lV) adsorbida (mg g”')

0,0 4 T T T T T T T T T T T
0 1 2 3 4 5 6

Concentracion de Se(IV) en equilibrio (mg L ™)
Fig. 3.1.9. Isoterma de sorcién de Se (como Se(IV)-APDC) sobre nanosilica a 20 °C. Linea
roja: ajuste por el modelo Langmuir-Freundlich. Qm = (0,016 £ 0,002) mg g%; Ka=(0,9+0,2) L
mg?; n=(0,8 +0,1). r2=0,9856.

La isoterma ajustada se presenta en la Figura 3.1.9. Los parametros de ajuste
optimizados resultaron ser: Qm = (0,016 + 0,002) mg de Se por gramo de nanosilica, Ka
= (0,9 +0,2) L mgtyn=(08 = 0,1). La adsorcion maxima (Qm) presenta un valor
sobresalientemente alto para la adsorcion del analito, lo cual es una consecuencia
directa de la gran relacion entre la superficie y la masa del nanomaterial. Ka es la
constante de equilibrio del proceso y representa informacion relacionada con la afinidad
entre el sorbente y el adsorbato. El factor de heterogeneidad n da cuenta de la

desviacion del proceso estudiado respecto a un sistema homogéneo; esto es, un
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sistema que puede ser descripto segun el modelo de Langmuir de adsorcién en
monocapa (de hecho, cuando n = 1, la ecuacioén se reduce a la de este modelo). El valor
observado de 0,8 representa una desviacién significativa respecto al caso homogéneo,
indicando que el modelo de monocapa no es adecuado para describir la adsorcion del
complejo Se(IV)-APDC sobre nanosilica.

3.1.5. Elucion del complejo Se(IV)-APDC

Previo a la determinacién de Se por ETAAS, el complejo Se(IV)-APDC debio ser
eluido de la nanosilica. Esto fue consecuencia de la imposibilidad de descomponer
térmicamente al material durante el programa electrotérmico de temperatura, dado su
elevado punto de ebullicion (2950 °C) [28]. Diversos eluyentes y metodologias de
elucién fueron evaluados en busqueda de la maxima eficiencia de elucion, tanto en
términos de la eficiencia de retroextraccion del analito como de su repetibilidad. Se
realizaron experimentos iniciales con el objetivo de eluir la totalidad del analito en sélo
100 pyL de eluyente (la maxima capacidad del horno de grafito utilizado para la
determinacion por ETAAS), para lo cual se ensayaron diversos solventes organicos e
inorganicos. Sin embargo, tal como se puede observar en la Figura 3.1.10, la elucién
fue pobre en todos los casos debido a la insuficiente dispersién de la nanosilica en un
volumen tan reducido.
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CH,Cl, CHCI; AcOEt Acetona (Et),0 AcCN MIBK HNO;10%

Eluyente

Fig. 3.1.10. Efecto de la aplicacion de 100 pL de diversos eluyentes sobre la recuperacion de
Se retenido sobre nanosilica. ACOEt = acetato de etilo, (Et)20 = éter etilico, ACCN =

acetonitrilo, MIBK: Metil isobutil cetona.
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En consecuencia, se decidi6 aumentar el volumen de eluyente a los efectos de
obtener una mejora en la dispersion del material, a través de una elucién en dos pasos.
Esta consistio en la aplicacion de una primera etapa con un volumen de eluyente mayor
a 100 L, seguida por la separacién del eluato y la evaporacién del mismo. Luego, el
sedimento resultante se redisolvié en 100 uL de un solvente adecuado para su posterior
determinacion por ETAAS. Un resumen esquematico del proceso se puede observar en
la Figura 3.1.11.

- Separacion del eluato Evaporacion Redisolucion
Elucidn ) .. .
(centrifugacion) del eluyente del analito

M
0%o

- OOO - . - .| ETAAS

e \/
v Bafio termostatico

Fig. 3.1.11. Representacion esquematica del proceso de elucién en dos pasos aplicado para la

retroextraccién y determinacién instrumental de Se(lV) tras su microextraccion con nanosilica.

La elucion en dos pasos propuesta se estudié en orden inverso a su aplicacion.
En primera instancia se realiz6 un analisis de sensibilidad con algunos solventes que se
presentaban como buenos candidatos para las determinaciones instrumentales por
ETAAS, de manera de encontrar el medio ideal para la deteccién de Se. Un volumen de
500 pL de una solucién de Se(IV)-APDC de concentracién 4,1 umol L™ en metil isobutil
cetona (MIBK, un solvente tradicionalmente utilizado para la LLE de Se complejado con
APDC) se evaporo a sequedad en un bafio termostatico a 60 °C vy, tras enfriarse, 100
UL de: acetato de etilo, MIBK, acido percldrico al 1% (v/v), H.O2 10% (v/v), HNOs al 10%
(p/v) y mezclas de estos ultimos tres fueron adicionados, agitados manualmente hasta
la disolucion total del analito sedimentado e inyectados en el horno de grafito para su

determinacion por ETAAS.

Los resultados de estas mediciones se pueden observar en la Figura 3.1.12 y
muestran que el acetato de etilo resultdé ser la mejor alternativa como medio para la
deteccion instrumental por ETAAS, debido probablemente a la combinacion entre la
buena solubilidad del complejo en él y la buena relacion instrumental sefial-fondo
resultante de su uso. Los pésimos resultados observados con HCIO, representaron un

problema que se enfrentd a lo largo de todo el trabajo de Tesis, relacionado con el efecto
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negativo sobre la sensibilidad de las mediciones por ETAAS producido por la presencia
de compuestos clorados en el medio en el cual se lleva a cabo la determinacion. La
presencia de HCI tuvo un efecto similar, aunque no tan marcado como en el caso del
HCIO4, razdn por la cual ninguno de estos acidos fue considerado como eluyentes en

las etapas posteriores de trabajo que involucraron el uso de esta técnica de deteccion.

Respuesta relativa (%)

AcOEt MIBK HCIO,  HNO; H,0, H,0, H,0,

(1%)  (10%)  (30%) (15%)+ (15%)+
HCIO,  HNO,
Medio (1%) (10%)

Fig. 3.1.12. Efecto de distintos medios sobre la sensibilidad de las determinaciones de Se por
ETAAS. Todas las sefales se registraron como areas de picos de absorcién y se normalizaron

respecto a la mayor de ellas. AcOEt: acetato de etilo, MIBK: Metil isobutil cetona.

Luego, se realizaron experimentos para encontrar el solvente mas eficiente para
la retroextraccion del analito desde la nanosilica. Para esto, se utilizaron 500 pL de cada
uno de los mejores solventes entre los evaluados en primera instancia (cloroformo,
acetato de etilo, acetona y HNO3 al 10% (v/v)). Estos fueron mezclados con la nanosilica
cargada con el complejo Se(IV)-APDC y agitados en un bafio ultrasénico a 20 °C durante
15 min. La mezcla fue luego centrifugada y el sobrenadante separado, evaporado a
sequedad y redisuelto en 100 pL de acetato de etilo para analizar por ETAAS.
Nuevamente, el mejor resultado se obtuvo con acetato de etilo como eluyente, por lo

gue este fue el solvente seleccionado para ambas etapas de la elucién en dos pasos.

El volumen de eluyente también fue estudiado y optimizado una vez que el

acetato de etilo fue seleccionado como solvente éptimo para esta tarea. En base a este
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estudio, se encontré que la elucion era maxima a partir de 500 uL, por lo que este fue
seleccionado como valor 6ptimo. Finalmente, los efectos del tiempo y temperatura de
agitacion ultrasonica fueron evaluados utilizando 500 pL de acetato de etilo. Se
analizaron las diferentes combinaciones de tiempo y temperatura mostradas en la Figura
3.1.13 y, como se puede observarse en ella, el tratamiento a 60 °C durante 15 minutos

resultd ser el mas eficiente, por lo que fue el seleccionado para el método definitivo.
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Fig. 3.1.13. Efecto del tiempo y la temperatura de elucién del complejo Se(IV)-APDC desde
nanosilica, con 500 UL de acetato de etilo como eluyente. Todas las sefiales se registraron

como areas de picos de absorcién y se relativizaron respecto al mayor valor de cada una.

3.1.6. Reutilizacion de la nanosilica

La posibilidad de reciclar la nanosilica luego de su aplicacion en el proceso de
preconcentracion fue estudiada en esta etapa del trabajo de Tesis. Con este objetivo,
se aplico un paso de lavado del material con acetato de etilo y agitacion ultrasénica tras
su utilizacion en cada ciclo de preconcentracion-elucién, de manera de evitar la
transferencia de analito entre determinaciones. Sin embargo, se observd que la
retencion del complejo Se(IV)-APDC se reducia en un 60% al utilizar el material
reciclado, probablemente debido a la disminuida capacidad de dispersion de la

nanosilica como consecuencia de su aglomeracion tras el lavado. En consecuencia,
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teniendo en cuenta el bajo costo del material (2,1 centavos de délar estadounidense por
mg, segun la cotizacién del fabricante, Sigma-Aldrich, en 2020), la minima cantidad
utilizada en cada anlisis y el hecho de que cada paso de limpieza del material consumia
tiempo e involucraba el uso de un solvente organico, se decidié no reutilizar el material

en esta parte del trabajo de Tesis.

3.1.7. Selectividad del método para especies de selenio

Un estudio de recuperacion se realiz6 para confirmar la selectividad del método
hacia la retencion de Se(IV) en presencia de Se(VI). Tal como se ha mencionado,
cuando el pH del medio se mantenia en un valor de 2,0, la especie Se(IV) era la Unica
extraida gracias a la selectividad dada por el uso de APDC como complejante.
Diferentes relaciones molares Se(VI)/Se(lV), en el rango entre 0,01 a 200 fueron
evaluadas, combinando distintas concentraciones de las especies, con los resultados
presentados en la Tabla 3.1.2. Como puede observarse, la recuperacion de Se(lV) arrojo
valores de entre 96,0% y 108%, quedando demostrada de esta manera la alta

selectividad del método desarrollado.

Tabla 3.1.2. Selectividad del método D-u-SPE-ETAAS con nanosilica propuesto para la

determinacion de especies de Se.

Relacién molar seV) SeVh

SeV!/Selv Inicial Encontrado Recuperacion? Inicial Encontrado Recuperacién?

(bg L) (bg L) (%) (bg L) (bg L) (%)

0,01 25 24,6 98,4 0,25 0,27 108

0,025 10 9,9 99,0 0,25 0,24 96,0

0,25 2 2 100 0,50 0,52 104

1 2 1,97 98,5 2 1,95 97,5

5 0,50 0,48 96,0 2,50 2,49 99,6

10 0,25 0,27 108 2,5 2,55 102

50 0,25 0,26 104 12,5 12,7 102

100 0,25 0,27 108 25 24,2 96,8

200 0,25 0,26 104 50 48,6 97,2

aRecuperacion = 100 x [(encontrado — inicial) / inicial]
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Adicionalmente, se llevaron a cabo experimentos para determinar la selectividad
del método respecto a algunas especies organicas de Se. Para ello, se prepararon
soluciones patrones acuosas con concentraciones equivalentes a 200 ug de Se por litro,
tanto de selenometilseleno-L-cisteina como de seleno-L-metionina, que fueron sujetas
al proceso de microextraccion optimizado, con y sin la adicion de APDC. Las
determinaciones por ETAAS revelaron que ninguna de las especies organicas
evaluadas fue extraida bajo las condiciones experimentales aplicadas, confirmando asi
la selectividad del método hacia la especie inorganica Se(lV) incluso ante la presencia

de las orgénicas.

3.1.8. Condiciones de ETAAS para la determinacion de
selenio

En la Tabla 3.1.1 se expusieron las condiciones instrumentales éptimas para la
determinaciéon de Se por ETAAS. Sin embargo, algunos inconvenientes que afectan la
sensibilidad de las determinaciones de Se por esta técnica han sido reportados
previamente, especialmente cuando la determinacién se realiza sobre complejos de tipo
Se(IV)-APDC. Estos problemas de sensibilidad se han encontrado incluso utilizando
modificadores de matriz ampliamente utilizados para el Se, tal como es el Pd(NO3).. El
efecto observado ha sido atribuido a la alta volatilidad de los complejos del elemento
con ditiocarbamatos, que se volatilizan significativamente durante el desarrollo del
programa de temperatura aplicado para la descomposicién electrotérmica de la muestra,
lo cual promueve pérdidas del analito y una reduccién significativa de la sensibilidad
[29]. Sin embargo, un trabajo desarrollado con anterioridad por nuestro grupo revel6 que
este inconveniente puede ser superado utilizando Cu como modificador de matriz junto
con Pd [20]. Por lo tanto, cantidades de Pd y Cu de entre 5y 25 ug fueron combinadas
y su efecto sobre las sefiales obtenidas fue evaluado. De esta manera, se observé que
la inyeccién de 10 pg de cada modificador resulté suficiente para obtener la maxima

sensibilidad analitica.

Ademas, para maximizar el volumen de eluato analizado y, por ende, la cantidad
de analito inyectado en el horno de grafito para su determinacion, se desarrollé un
programa que incluyd dos etapas de inyeccién. Usualmente, la muestra (en este caso
el eluato) y las soluciones de los modificadores de matriz se inyectan simultaneamente
antes de la aplicacion del programa de temperatura utilizado para la determinacién por

ETAAS. En este caso, para aprovechar la totalidad de la capacidad del horno de grafito
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y maximizar asi la sensibilidad durante las mediciones, se procedié de otra manera.
Inicialmente, se inyectaron los 100 pL de eluato, tras lo cual se aplicé un paso de
calentamiento a 100 °C durante 15 s para evaporar el solvente. Una vez finalizado este
y cuando la temperatura del horno se habia reducido hasta alcanzar la del ambiente, se
inyectaron los modificadores de matriz, para finalmente proseguir con el programa de

temperatura y la determinacion (Tabla 3.1.1).

Adicionalmente, se evaluaron distintas etapas de pirdlisis durante el programa
de temperatura para promover la descomposicion eficiente de la matriz. En este caso,
esta contiene compuestos organicos concomitantes que acomparfian al analito desde
las muestras, asi como el exceso de APDC utilizado para la complejacion de Se(IV) y el
acetato de etilo utilizado como medio. Se decidi6 en consecuencia aplicar tres etapas
de pirdlisis, con el objetivo de lograr una descomposicion gradual de la matriz inyectada.
Las primeras dos se fijaron a temperaturas de 600 °C y 900 °C, a partir de resultados
de optimizaciones previas, mientras que la temperatura de la tercera etapa fue
seleccionada en base a su optimizacién dentro de un rango de entre 1000 °C y 1600 °C.
Tal como se observa en la curva de pirdlisis incluida en la Figura 3.1.14, la mayor
sensibilidad se obtuvo cuando la temperatura de esta etapa era de 1300 °C. Una vez
determinado este valor 6ptimo, la temperatura de atomizacién fue evaluada entre 1700
°C y 2300 °C, alcanzandose la méaxima absorbancia a 2100 °C. Ademas, un paso de
enfriamiento a 300 °C durante 15 s entre la Ultima etapa de pirdlisis y la de atomizacion

resulté ser también necesario para obtener picos gaussianos y completos.

3.1.9. Estudio de potenciales interferencias

La evaluacion de potenciales interferentes es fundamental durante el desarrollo
de cualquier método de extraccion y/o preconcentracion, ya que esto contribuye a evitar
errores durante el analisis debido a la presencia de otras especies presentes en las
muestras. En este caso, se prepararon soluciones de 2,0 ug L* de Se(IV) adicionadas
con diferentes iones concomitantes en niveles de concentracion similares o superiores
a aquellos en los cuales suelen encontrarse en las muestras, para posteriormente
someterlas al procedimiento de microextraccion y cuantificacion por ETAAS. El limite de
tolerancia para los interferentes se definié como la concentracion que pudiera modificar
la recuperacion de Se(lV) por un valor igual o superior al 5% respecto al caso del patron
sin agregados. Cationes comunes como Na* y K* fueron tolerados en concentraciones

de hasta 10 g L%, Ca?" hasta 2,0 g L*y Mg?'y Zn?* hasta 1,0 g L'*. Mas aun, aniones
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Fig. 3.1.14. Curvas de pirdlisis y atomizacion para la determinacion de Se por ETAAS. Todas

las sefales se registraron como areas de picos de absorcion y se relativizaron respecto a la

mayor de ellas. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

comunmente encontrados en aguas, tales como Cl~ y Br—, no interfirieron hasta
concentraciones tan altas como 20 g L, mientras que NOs~ y SO4?~ fueron tolerados
hasta una concentraciéon de 5,0 g L™1. Finalmente, es importante destacar que en ningln
caso se modificaron significativamente las sefiales de los blancos por la presencia de

los interferentes estudiados.

3.1.10. Rendimiento analitico del método propuesto

Una serie de soluciones patron de Se(lV) y Se(VI) fueron sometidas al método
de preconcentracion optimizado y cuantificadas por ETAAS para la obtencion de las
correspondientes curvas de calibracion externas (Figuras 3.1.15.a y b). Un rango
dinamico desde 4,7 ng L' hasta 3,8 ug L* fue logrado para la determinacion de Se(1V)
y desde 6,8 ng L hasta 4,0 ug L para Se(VI). Los parametros derivados de los ajustes
lineales de las curvas de calibracion se presentan en la Tabla 3.1.3, junto con un
resumen de otras cifras de mérito analitico relevantes del método optimizado. Dado que
los efectos de la matriz resultaron ser despreciables, algo que se confirmé a través de

la aplicacion del método optimizado sobre muestras con agregados de concentraciones
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conocidas de una solucion estandar, la cuantificacion de las especies en las muestras

fue llevada a cabo a partir de las curvas de calibracién externas obtenidas.

Limites de deteccion de 1,4 ng Lty 2,0 ng L y limites de cuantificacion de 4,7
ng Lty 6,8 ng L fueron obtenidos para Se(IV) y Se(Vl), respectivamente, habiéndose
llevado a cabo su calculo segun las recomendaciones de la Unién Internacional de
Quimica Pura y Aplicada (IUPAC), en base a 3 y 10 veces la relacién entre el desvio
estandar del blanco y la pendiente de la curva de calibracion, respectivamente [30]. Los
factores de refuerzo de la sensibilidad, que se definen como el cociente entre las curvas
de calibracién antes y después de la preconcentracion, fueron de 90 para Se(lV) y de
88 para Se(VI), mientras que los factores de preconcentracion, que contemplan la
relacion entre el volumen de muestra analizado, el volumen final resultante de la
preconcentracion y la eficiencia de extraccion, fue de 90 en ambos casos. La eficiencia
de extraccién de Se(IV) con nanosilica fue del 90% en las condiciones ideales y el desvio
estandar relativo (RSD), calculado para seis réplicas a una concentracion de 2,0 ug L2,
resultd ser de 4,9% y 5,4% para la especie tetra- y hexavalente, respectivamente.
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Fig. 3.1.15. Curvas de calibracién para (a) Se(IV) y (b) Se(VI), obtenidas tras la aplicacion del

método D-u-SPE con nanosilica propuesto y la determinacion por ETAAS. Las bandas

punteadas representan el intervalo de confianza (95%) del ajuste lineal.

Tabla 3.1.3. Parametros surgidos del ajuste lineal de las curvas de calibracion y cifras de mérito

analitico para el método D-u-SPE-ETAAS con nanosilica desarrollado.

Se(IV) Se(VI)

Curva de calibracion

Pendiente 0,376 = 0,007 0,372 + 0,006
Ordenada 0,0045 + 0,0012 - 0,0059 + 0,0021
R? 0,9979 0,9980

Cifras de mérito analitico

EF 90 88
LOD (ng L) 1,4 2,0
RSD (%) 4,9 5,4

Por dltimo, la performance analitica del método propuesto se evalu6é en
comparacion con otros métodos reportados recientemente que involucran el uso de
nanomateriales para la preconcentracion y andlisis de especiacion de Se en muestras
acuosas, cuyas cifras de mérito analitico se encuentran resumidas en la Tabla 3.1.4. En

términos de valores tales como los LODs, el método propuesto es comparable o incluso
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superior a otros previamente reportados. Simultaneamente, el indice de consumo (Cl),
definido como el volumen de muestra requerido para lograr una unidad de EF (y
calculado como la relacién entre el volumen de muestra en mL y el EF) que se obtuvo a
través del método propuesto en esta seccion fue de 0,11, un valor bajo e indicativo de
la alta eficiencia del proceso de preconcentracién. Cuatro de los trabajos presentados
en la Tabla 3.1.4 muestran valores de Cl comparables o mayores al obtenido por el
método propuesto, mientras que solo uno de ellos presenta un valor menor. Es
importante también tener en cuenta que la mayoria de estos trabajos incluyen el uso de
materiales hibridos: NPs de Fes;O. recubiertas con silica y funcionalizadas con grupos
mercaptano, MWCNTs magnéticos funcionalizados con Bismuthiol 1l y nano-Al,O3
funcionalizada con un IL [13, 19, 31]. De este modo, es importante tener en cuenta que,
si bien los materiales funcionalizados brindan mejoras en términos de eficiencia de
extraccion, tal como se vera mas adelante en la presente tesis, su preparacion demanda
tiempo y reactivos, lo cual ha sido evitado en esta parte del trabajo. Esto hace al método
desarrollado no solo més eficiente en términos del tiempo requerido, sino también en
relacion al impacto ambiental del mismo. Adicionalmente, el método desarrollado es el
unico que fue aplicado a una de las muestras acuosas mas complejas que existen: el
agua de mar. Esto es una ventaja notable dada la alta complejidad de esta muestra,
debida a la elevada salinidad e interferentes tanto organicos como inorganicos

presentes en su matriz.

3.1.11. Estudios de exactitud de la metodologia analitica
y aplicacion para el andlisis de especiacion de selenio en
muestras de agua

Un Material de Referencia Certificado (CRM) fue utilizado para evaluar la
exactitud del método desarrollado. En este caso, se analiz6 el CRM SRM 1643e —
Elementos traza en aguas, del National Institute of Standards and Technology (NIST),
con una concentracién declarada de 11,97 + 0,14 ug Se L. Es importante destacar que
este, asi como otros CRMSs, reporta la concentracion total de los elementos sin distinguir
la correspondiente a cada una de sus especies, lo cual es inconveniente al momento de
evaluar la exactitud de una metodologia analitica destinada al andlisis de especiacion
de un dado elemento. En este caso, el CRM se someti6 al paso de pre reduccion al cual
se sometieron las muestras para la determinacion de Se total, a lo cual se le sumé una
dilucion de 1 en 6 respecto a la solucion inicial, para asegurar una concentracion final

dentro del rango lineal del método. La concentraciéon de Se total determinada en el CRM
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Tabla 3.1.4. Métodos analiticos recientemente reportados para preconcentracion y analisis de especiacion de Se inorganico utilizando nanomateriales.

LOD Factor de RSD indice de  Volumen
Método Muestras Extractante refuerzo (EF) consumo muestra Ref.
(ng L) (%) (CI, mL) (mL)
nano-Al;O3
} } funcionalizadas
SOSPMEACP agua de rio con Aliquat-336 1,4 850 1,9 0,059 50 [13]
MSPE-ICP-Ms ~ Aguas NPs mercapto- 4 594 282 8,1 0,18 50 [19]
ambientales silica-Fes304
MWCNTSs
MSPE Agua y alimentos fmuf]‘gl’;ent;gz dos 3 196 5,2 0,51 100 [31]
con bismuthiol 1l
SPE-ETAAS aAr?q‘f)?jmales Hibrido GO-TiO, 40 27.8 9.4 0.9 25 [34]
Reduccién in Aqua
situ-adsorcién- sugbterrénea NPs Pd 25 100 N.R. 1 100 [35]
ETAAS
Agua de canilla,
D'H'SPE' ”UVia, Nanosilica 1,4 (SeIV) 90 (Selv) 4,9 (SeIV) 0,11 (Selv) 10 Presente
ETAAS subterranea y de 2,0 (SeVI) 88 (SeV') 5,4 (SeV') 0,11 (SeVI) trabajo

mar

N.R.: No reportado. GO: Oxido de grafeno. SDSPME: Microextraccion en fase sélida por fase dispersa suspendida.
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fue de 11,90 + 0,20 pg L%, lo que indica una buena exactitud del método (p < 0,01).
Adicionalmente, se realizaron ensayos de recuperacién sobre todas las muestras reales
analizadas, constituyendo estos un segundo indicador de la exactitud del método (Tabla
3.1.5). Este andlisis presenta una utilidad adicional respecto al andlisis del CRM, ya que si
permite evaluar este pardmetro para cada una de las especies de Se por separado. Valores
de recuperacion de entre 94,4% y 105% para Se(IV) y entre 94,8% y 103% para Se(VI)
fueron obtenidos, demostrando la alta confiabilidad del método propuesto para el andlisis
de especiacién de Se inorganico, incluso en matrices de alta complejidad como el agua de

mar.

Finalmente, el método optimizado fue aplicado para la cuantificacién de las especies
inorganicas de Se en muestras de aguas ambientales. La Tabla 3.1.5 muestra las
concentraciones determinadas para cada una de las especies de Se en agua de canilla, de
lluvia, subterrdnea y de mar. Estos resultados se encuentran en concordancia con valores
previamente reportados por otros autores para este tipo de muestras [32, 33]. Uno de los
resultados mas importantes reportados en la tabla es la concentracion de las especies en
las muestras de agua de canilla, que representa la principal fuente de consumo humano de
agua en la Ciudad de Mendoza. La suma de las concentraciones de ambas especies
encontradas no llegaba en este caso a 1,0 ug L?, por lo que se encontraba bien por debajo
del limite maximo establecido por el Cédigo Alimentario Argentino de 10 yg L* y mas
alejado aun del maximo recomendado por la OMS de 40 ug L. De hecho, solamente la
muestra de agua subterranea result6é contener mas de 1,0 ug L' de Se total, probablemente
debido al contacto directo y prolongado con sedimentos ricos en el elemento. Es interesante
también que, tanto en este Ultimo caso como en el agua de mar, se puede observar una
predominancia de la especie Se(VI) por sobre la especie Se(lV), lo cual se correlaciona bien
con el hecho de que esta Ultima tiende a adsorberse facilmente sobre la superficie de
sedimentos y solidos en suspension, resultando en una reduccién de su concentracion en

solucion, que se ve reflejada en estos resultados.
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Tabla 3.1.5. Resultados del andlisis de especiacion de Se inorganico en diversas muestras de

agua y estudios de recuperacion (n = 3).

Se adicionado Se(lV) Se(VI)
Muestra de Recup. Recup.
(vg LY encontrado encontrado
agua (%) (%)?
Se(lV)  Se(VI) (bg LY (hg L™)
- - 0,09 £ 0,01 - 0,85+0,04 -
Canilla 2,5 - 2,50 £ 0,09 96,4 0,80+ 0,06 -
- 2,5 0,11 + 0,03 - 3,34 +£0,08 99,6
- - 0,37 £ 0,02 - 0,04 + 0,01
Lluvia 2,5 - 3,0+£0,1 105 0,05+0,02 -
- 2,5 0,35+ 0,03 - 2,45+0,08 96,4
- - 0,52 + 0,04 - 0,95+0,05 -
Subterranea 2,5 - 2,88 + 0,09 94,4 0,99 +0,06 -
- 25 0,50 + 0,06 - 3,32+ 0,08 94,8
- - <LOD - 0,30 + 0,03 -
Mar 2,5 - 2,62 + 0,09 105 0,26 £ 0,03 -
- 2,5 <LOD - 2,88 +0,09 103

2100x[(encontrado — inicial)/adicionado]

3.1.12. Conclusiones

En esta primera parte del trabajo experimental de la Tesis Doctoral, se desarroll6 un
método de preconcentracion y analisis de especiacion de especies inorganicas de Se
basado en la técnica D-U-SPE, que utiliz6 nanosilica como material sorbente. La aplicacion
directa de la nanosilica evit6 la necesidad de pasos de funcionalizacion que no solo
consumen tiempo, sino que también pueden demandar cantidades significativas de
reactivos y solventes potencialmente peligrosos para el ambiente. Mientras tanto, el uso de
APDC como agente complejante fue clave en términos de la selectividad del método, ya
gue su presencia permitié discriminar entre las especies de Se presentes en las muestras.
Esto resultd en la posibilidad de realizar el andlisis de especiacion del elemento en las
mismas y alcanzar un alto factor de refuerzo de la sensibilidad tras la optimizacion de las
variables involucradas en la extraccion, eluciéon y determinacion instrumental. Mas adn, el

buen grado de retencion del analito sobre la nanosilica se atribuy6 a una interaccion de tipo

166



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

dipolo-dipolo transitorio entre el complejo Se(IV)-APDC vy la superficie del material sorbente

gracias al andlisis del espectro ATR-FTIR del material con el complejo adsorbido.

La aplicacion del método en modalidad dispersiva evitd problemas relacionados con
la aglomeracion de la nanosilica, los cuales son muy comunes en sus aplicaciones en
formato SPE clasico y en métodos en flujo. Sumado a esto, el método desarrollado pudo
ser exitosamente aplicado para la determinacion y andlisis de especiacion de Se inorganico
en muestras de agua de variada complejidad, tales como agua subterrdnea o de mar. Este
éxito se reflejdo no solo en la coherencia de los resultados obtenidos en término de las
concentraciones de las especies, sino también en los buenos resultados de los estudios de
recuperacion realizados, que fueron secundados por la determinacion de la concentracion
total de Se en un material de referencia certificado. Consecuentemente, el método
propuesto representa una opcion de bajo costo, precisa, rapida y a la vez facilmente
implementable para el andlisis rutinario de Se en muestras ambientales con bajo impacto

ecologico.
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3.2. PRECONCENTRACION DE ESPECIES
INORGANICAS DE SELENIO POR
MICROEXTRACCION DISPERSIVA EN FASE
SOLIDA CON UN MATERIAL HIBRIDO
NANOSILICA-LIQUIDO IONICO

3.2.1. Introduccion

Tal como se ha mencionado en la introduccién de la presente Tesis Doctoral, el
Se posee una naturaleza dual en lo que se refiere a su efecto sobre los seres humanos
y en términos de las caracteristicas que lo definen como un elemento esencial o toxico
dependiendo de su concentracion. Ante la necesidad de contar con métodos precisos y
sensibles para su determinacion, la combinacion de técnicas eficientes de separacion
con detectores elementales, tales como ETAAS, representa una alternativa accesible

para separar y cuantificar las especies de este elemento.

Los ILs son considerados una nueva generacion de solventes alternativos que
han resultado de gran utilidad para el desarrollo de métodos de microextraccion en
andlisis elemental [1]. Diversos ILs han sido utilizados para la preconcentracién de
especies de Se como parte de distintos métodos analiticos fundamentados en técnicas
de LLME, entre las que se destacan DLLME [2], CIAME [3], VA-LLME [4] y DLLME
magnética asistida por un agitador up-and-down [5]. Sin embargo, existen algunas
desventajas relacionadas con el uso de ILs en preconcentraciones basadas en LLME,
pudiéndose resumir las principales como: i) dificultad para mezclarse con la fase liquida
gue contiene al analito debido a la alta viscosidad del IL, ii) solubilizacién parcial de
muchos ILs hidrofébicos en agua vy iii) necesidad de ILs mas densos que el agua para
lograr una separacion de fases eficiente cuando se utilizan las técnicas tradicionales de

centrifugacion y/o decantacion [6, 7].

Una propuesta valida para superar algunas de las dificultades mencionadas
previamente y extender asi la aplicacion de los ILs en preconcentracion consiste en

combinarlos con materiales sélidos soporte que posean altas areas superficiales, tales
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como los nanomateriales [8]. De hecho, en los ultimos afios se han introducido
innovaciones significativas en el campo de la preconcentracion en base al uso de
nanomateriales en D-SPE y, mas especificamente, en D-yu-SPE, donde la rapida y
eficiente retencion de los analitos se logra con apenas algunos miligramos de material
sélido dispersado. Esto se traduce también en una importante reduccion de la cantidad
de sorbente utilizado y de solventes requeridos para la elucién de los analitos, lo cual
contribuye a la disminucién del impacto ambiental de la técnica [9]. De esta manera, en
la primera parte del desarrollo experimental de esta Tesis se utiliz6 nanosilica sin
funcionalizar como sorbente para la retencion de especies inorganicas de Se,

lograndose cifras de mérito analitico muy interesantes, pero aiin mejorables.

Este margen de mejoramiento puede ser alcanzado a través de la
funcionalizacion del material con un extractante que mejore sus propiedades de
retencion para con los analitos, tal como un IL. Esta funcionalizacion puede estar
fundamentada en fenébmenos quimicos o fisicos. Por un lado, la sorcién quimica permite
una mayor flexibilidad al momento de elegir un IL y un mayor control sobre el grado de
funcionalizacién, pero puede demandar también sintesis con multiples pasos que
contribuyen a la generacion de desechos [10]. Por otro lado, la funcionalizacién por
fisisorcidn es usualmente mas simple y rapida, facilitando el proceso como un todo. En
este Ultimo caso, cuando los ILs contienen cationes con cadenas alquilicas largas, se
ha planteado que la funcionalizacién de la superficie del nanomaterial ocurre a través
de un mecanismo de adsorcién que involucra la formacién de hemimicelas y admicelas
[11]. Como consecuencia, el desarrollo de métodos de preconcentracidon novedosos
basados en sorbentes hibridos IL-nanomaterial constituye una alternativa interesante

para el aprovechamiento de todo el espectro de ILs disponibles y sus propiedades.

En esta etapa de la Tesis, se desarroll6 una técnica D-p-SPE eficiente y
selectiva, basada en el uso de un novedoso hibrido compuesto por nanosilica y el IL
bromuro de 1-dodecil-3-metilimidazolio ([C.omim]Br) para la separacion vy
preconcentracion de especies inorganicas de Se, que fue comparada con la aplicacion
directa del nanomaterial sin funcionalizacion. EI método demostr6 la posibilidad de
emplear un IL soluble en agua que no podria utilizarse de forma directa como fase
extractante en medio acuoso, cuya combinacién con el nanomaterial soporte hizo
posible su uso y el aprovechamiento de sus excelentes propiedades extractantes.
Ademas, la utilizacién de nanosilica como material soporte resulté ventajoso en términos
de su extensa area superficial y permitié no solo la miniaturizacion del proceso, sino

también la simplificacion de los pasos de separacion. Los diversos factores implicados
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en los procesos de funcionalizacion, extraccién, elucién y determinacion instrumental
fueron optimizados y el método resultante se aplicé para la separacion y determinacién
de especies inorganicas de Se en muestras de agua naturales que presentaron matrices
de diversa complejidad. Un diagrama conceptual del desarrollo experimental llevado a

cabo en esta etapa de la Tesis se presenta en la Figura 3.2.1.

() (1) (am — (1v)
\\X /////,;;

Fig. 3.2.1. Resumen esquematico del desarrollo experimental de la Seccién 3.2. (l)
Funcionalizacién de la nanosilica con el IL [Ci2mim]Br, (1) Formacion de ad- y hemimicelas, (III)
Adicién del agente complejante y extraccion de la especie Se(lV), (IV) Determinacién por
ETAAS.

3.2.2. Preparacion vy caracterizacion del hibrido
nanosilica-IL y proceso general de microextraccion y
preconcentracion

Para su funcionalizacién, 1,0 mg de nanosilica fue inicialmente suspendido en 4
mL de agua ultrapura contenidos en un tubo de centrifuga. Luego, 40 uL de una solucién
acuosa al 5,0% (p/v) de [C:mim]Br fueron adicionados a la suspensién y mezclados
con un agitador vortex durante 10 s, para posteriormente realizar la separacion de fases
mediante centrifugacion durante 3 min a 2090xg. El sobrenadante fue luego removido
por inversion cuidadosa del tubo y el material resultante fue evaluado utilizando diversas
técnicas. Por una parte, se estudié el material antes y después de la funcionalizaciéon
por espectroscopia FTIR de transmision en pastillas de KBr que incluian a los materiales
en polvo. Por otro lado, se obtuvieron también imagenes de microscopia electronica de
transmision (TEM) de las dispersiones acuosas evaporadas a sequedad antes y
después de la funcionalizacién con el IL. Los detalles experimentales de estas técnicas

de caracterizacion han sido descriptos con anterioridad en las secciones 2.2.3y 2.2.5.
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La cantidad de IL adsorbido sobre la nanosilica se determiné por diferencia de peso tras
la impregnacion del nanomaterial con un exceso de IL. En todos los casos, los
materiales hibridos sorbentes se lavaron por duplicado con agua ultrapura y se secaron

durante 2 h a 60 °C previo a los analisis.

Para el desarrollo del método basado en D-y-SPE, se tomaron 15 mL de muestra
o de solucién estandar de Se(lV) 2,0 ug L y se ajusté el medio a pH = 4,0 utilizando
300 pL de buffer acido citrico/citrato de concentraciéon 0,1 mol L. Un volumen de 60 uL
de una solucion etandlica de APDC al 1,0% (p/v) fue también adicionado, tras lo cual la
mezcla se agit6 manualmente durante 10 s para dar lugar a la formacién del complejo
Se(IV)-APDC. A continuacion, la muestra tratada se adiciond al hibrido nanosilica-IL en
un tubo de centrifuga de vidrio y se agitdé con vortex durante 3 min. La separacion de
fases se realiz6 por centrifugacion a 2090xg durante 4 min y el sobrenadante se removio
invirtiendo cuidadosamente los tubos, tras lo cual la pequefia fraccion de liquido
remanente en la fase sélida se elimind por evaporacion. Finalmente, el analito fue eluido
con el agregado de 100 pL de una solucion de Triton X-114 al 0,5% (p/v) en acetato de
etilo tras agitacion en un bafo ultrasénico a 60 °C durante 10 min. El eluato fue luego
separado de la fase sélida por centrifugacion (5 min a 2090xg) y 60 L del mismo fueron
directamente inyectados en el horno de grafito para su determinacién por ETAAS bajo

las condiciones descriptas en la Tabla 3.2.1.

Como la retencibn de Se sobre el hibrido nanosilica-[Ciomim]Br
se baso en la formacion selectiva del complejo entre la especie Se(lV) y APDC, la
estrategia para el analisis de especiacién incluy6 la aplicacion del método a una
segunda alicuota de muestra sometida a una etapa previa de reduccion, cuyo desarrollo
detallado se present6 en la Seccién 2.3.4. De esta manera, el analisis de esta alicuota
permitié la determinacién de la concentracion de Se inorgéanico total, a partir de la cual

se pudo obtener la concentracion de Se(VI) por diferencia.

3.2.3. Funcionalizacion de la nanosilica y seleccion del
liquido idnico

Diversos factores relacionados con el proceso de funcionalizacion de la
nanosilica con distintos ILs fueron optimizados previo a la preconcentracion de Se, con

el objetivo de asegurar el mayor recubrimiento posible de la superficie del nanomaterial.
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Tabla 3.2.1. Condiciones experimentales e instrumentales ptimas del método D-pu-SPE-ETAAS

con el hibrido nanosilica-IL desarrollado para la determinacion de Se.

Longitud de onda

Ancho de banda espectral

Corriente de la lampara (EDL)

Modificadores de matriz

196,0 nm

2,0 nm

210 mA

10 pg Pd [como Pd(NOs),]
10 pg Cu [como Cu(NOs);]

Programa de temperatura de atomizacion electrotérmica

_ Tiempo Flujo de argén
Paso T (°C) Tiempo de rampa (s) _
(s) (mL min)
Secado 1 110 1 30 250
Secado 2 130 15 30 250
Pirdlisis 1 600 90 30 250
Pirolisis 2 900 90 30 250
Pirolisis 3 1300 10 15 250
Enfriamiento 300 15 250
Atomizacién 1800 0 0
Limpieza 2400 250
Condiciones de D-u-SPE
Volumen de muestra 15 mL
Concentracion de APDC 0,48 mmol L*
pH 4,0
Masa de nanosilica 1,0 mg
Concentracion de IL para la funcionalizacion 0,01% (m/v)
Tiempo de extraccion 3 min
Modo de agitacidn durante extraccion Vértex
Tiempo de centrifugacion 4 min

Eluyente

Volumen de eluyente

Tiempo de elucion

Temperatura de elucién

Modo de agitacion durante elucién

Volumen inyeccion ETAAS

Triton X-114 al 0,5% (m/v) en
acetato de etilo

100 pL

10 min

60 °C

Ultrasonido

60 pL
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Todos los estudios de esta seccion se llevaron a cabo utilizando 5,0 mL de una solucion
estandar de Se(lV) 200 pg L? y la determinaciéon instrumental se realiz6 sobre el
sobrenadante de los experimentos, calculandose los porcentajes de extraccion a partir
de la diferencia entre la concentracion inicial de Se en las soluciones patrén y la

concentracion encontrada en el sobrenadante.

Para este estudio se evaluaron como agentes de funcionalizacion de la
nanosilica ILs solubles en agua con diferentes cationes pertenecientes a las familias de
los imidazolios y de los fosfonios, determindndose su eficacia en base al rendimiento
alcanzado para la extraccion de Se de los materiales hibridos resultantes. La estructura
de los ILs ensayados se puede observar en la Figura 2.1.3 y las eficiencias de extraccion
de Se(lV) alcanzadas con los materiales resultantes de la funcionalizacién de la
nanosilica con cada uno de ellos se presentan en la Fig. 3.2.2. Si bien se lograron
extracciones satisfactorias en todos los casos, con valores de entre 66% y 97%, los
mejores resultados se obtuvieron con [Ci2mim]Br. Estos valores se pudieron racionalizar
teniendo en cuenta el balance entre las regiones hidrofébicas e hidrofilicas de las
moléculas de los ILs. Las primeras como factor que afectaba directamente la extracciéon
del complejo de baja polaridad Se(IV)-APDC y las segundas como determinantes de la
capacidad del IL para interaccionar con la superficie de la nanosilica y de su solubilidad.
En este contexto, el [Cimim]Br resulté ser el IL que dio lugar al material mas eficiente.
Si bien el [Cismim]Br resultaba mas hidrofébico por la mayor longitud de su cadena
alquilica -lo cual en principio lo haria un extractante mas adecuado para el analito poco
polar-, su solubilidad en agua era limitada a temperatura ambiente. Como consecuencia,
la capacidad de este IL para funcionalizar la superficie de la nanosilica se vio reducida
y, por ende, el material resultante fue menos eficiente para la retencién del analito que
en el caso del [C:2mim]Br, que si era completamente soluble en estas condiciones.
Adicionalmente, se corrobor6 que el material derivado de la funcionalizacion con un IL
de la familia de los fosfonios, [Pa.4,41]CHsSO., era menos eficiente que el [C12mim]Br

para la extraccion de Se(lV).

En paralelo, se evalu6 al IL [P4.4,4,1]CH3SO4 como agente de funcionalizacion del
nanomaterial para la extraccion del analito sin complejacion con APDC. Esto se vio
motivado por antecedentes reportados de algunos ILs de la familia de los
tetraalquilfosfonios en los que estos actian como extractantes de analitos aniénicos a
través de un mecanismo de intercambio iénico [12]. Sin embargo, en este caso no se

observd retencion alguna de las especies anionicas Se(lV) y Se(VI) bajo estas
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condiciones, por lo que se puede suponer que el intercambio iénico no es un mecanismo

dominante sobre el que se fundamenta la extraccion de Se en el método propuesto.

100

Extraccion de Se(lV) (%)

[Csmim]CI [Comim]Br  [CieMim]Br [P, 41]CHSO,

Liquido i6nico
Fig. 3.2.2. Influencia del tipo de IL utilizado para la preparacién del hibrido nanosilica-I1L
sobre la extraccion de Se(lV). La concentracion de Se fue de 200 pg L1 en todos los casos. Las

barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Los efectos de la concentracion de [Ciomim]Br y del tiempo de contacto con la
nanosilica fueron también estudiados. Estos dos factores fueron determinantes para la
impregnaciéon de los poros de la nanosilica y la funcionalizacion de su superficie,
condicionando asi la eficiencia del material hibrido resultante para la retencion del
complejo Se(IV)-APDC. Tras algunos experimentos previos, se decidi6 trabajar con 4,0
mL de solucién de IL por cada mg de nanosilica, ya que de esta manera se aseguraba
una buena dispersion del material en el medio. Los resultados, que se presentan en la
Figura 3.2.3, mostraron que fue posible alcanzar una extraccion del 100% del analito
complejado cuando 1,0 mg de nanosilica se puso en contacto con 4,0 mL de una
solucion al 0,01% (p/v) de [C12mim]Br (equivalente a 400 ug de IL). Incrementos en la
concentracion del IL no produjeron modificaciones significativas en la capacidad de
retencion del material hibrido resultante. Con respecto al tiempo de contacto, se
encontré que 10 s eran suficientes para lograr un grado de funcionalizacion satisfactorio
gue permitiese la extraccion completa del analito presente en las soluciones estandar,

por lo que se selecciono este tiempo como Optimo sin la necesidad de llevar a cabo una
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evaluacién exhaustiva. En consecuencia, para asegurar un 100% de eficiencia de
extraccion, 800 pg de [C12mim]Br y un tiempo de contacto de 10 s fueron seleccionados

para la obtencién del material funcionalizado.

100 4
L e
804 ]
70 S
60 S
50
40

30 -

Extraccion de Se(1V) (%)

20 +

1048

O 1 . I . | Y 1 ! I
0,0 0,5 1,0 1,5 2,0
Concentracion de [C, ,mim]Br (% p/v)

Fig. 3.2.3. Efecto de la concentracién de [C12mim]Br sobre la capacidad de extraccion
de Se(IV) del material resultante de su sorcién sobre nanosilica. Las barras de error indican el

desvio estandar con n = 3.

Como se puede inferir, si bien la obtencion del nanomaterial hibrido significé una
etapa adicional vinculada al método de preconcentracion, el hecho de que la
funcionalizacion se realizase a través de un proceso de fisisorcion del IL en los poros y
superficie del nanomaterial hizo que éste no sea altamente demandante en términos de
tiempo y consumo de reactivos. De hecho, el Unico desecho que se generé durante la
obtencion del material sorbente fue una solucion acuosa diluida de [Ciomim]Br.
Respecto al mecanismo de la funcionalizacion, los diferentes resultados obtenidos para
la extraccion de Se(IV) pueden ser explicados al considerar la formacién de hemimicelas
y/o admicelas sobre la superficie de la nanosilica, cuya disposicibn molecular se
encuentra esquematizada en la Figura 3.2.4. En esta, se puede observar como
inicialmente se forma una monocapa de IL (hemimicela), otorgandole a la superficie un
caracter hidrofébico como consecuencia de las cadenas alquilicas que quedan
expuestas al medio circundante. Luego, a medida que la concentracion de IL se

incrementa en el medio, la formacion de una segunda capa de moléculas resulta en la
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formacion de admicelas (micelas adsorbidas), de naturaleza anfifilica.
Consecuentemente, la formacién de hemi- y/o admicelas le otorga un caracter apolar a
la superficie de la nanosilica, dando asi lugar a la retencion eficiente del complejo
Se(IV)-APDC de baja polaridad.

c)

Br- B’r Br- p EI,_ Br
A o o o7 oF
- (

H,0
—_

b)

Fig. 3.2.4. Representacion esquematica de la formacién de a) micelas acuosas de [C12mim]Br,
b) hemimicelas de [C12mim]Br sobre un soporte sélido y c) admicelas de [Ci.zmim]Br sobre un
soporte solido. Adaptado de V. Pino et al., “lonic Liquid-Based Surfactants in Separation
Science” [11].

Se evalu6 también en esta instancia la posibilidad de llevar a cabo
simultdneamente la funcionalizacion del material y la extraccion en un Gnico paso. Para
lograr esto, se analiz6 la extraccion a partir del agregado del IL y de la muestra
acondicionada con buffer y APDC en simultdneo sobre la nanosilica. La extraccion
lograda en estas condiciones se compar6 con la extracciéon utilizando el nanomaterial
hibrido obtenido en un paso previo, evaluandose distintas concentraciones de IL en el
medio y comparandose los resultados obtenidos (Figura 3.2.5). Como muestra esta
figura, la extraccion mas eficiente se logré al utilizar el material previamente
funcionalizado. Adicionalmente, se puede observar que en los casos en los cuales se
adicion6 muestra + IL en simultaneo, la extraccion se deterioré a medida que aumentaba
la concentracion de IL en el medio. Este efecto podria deberse a que, en presencia de
un exceso de [Cimim]Br, la agregacion de las nanoparticulas recubiertas con el IL
disminuye su eficiencia para la extraccion del complejo Se(IV)-APDC. Este

comportamiento ha sido observado para el sistema nanosilica-[Ci2mim]Br por Liu y
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colaboradores, quienes determinaron que a partir de concentraciones de [C12mim]Br de
0,01% (p/v) comienza la agregacion de las nanoparticulas, que se vuelve critica a
concentraciones de IL por encima de 0,03% (p/v) [13]. Al llevar a cabo la funcionalizacién
en un paso previo, lavando el exceso de IL antes de re dispersar el material en la

muestra, este problema pudo ser evitado, tal como se ve reflejado en los resultados.

Extraccién de Se(lV) (%)

Pre 0,01 0,02 0,05 0,10 0,20 1,0
s ; 6
Concentracion de [C,,mim]Br (% p/v)
Fig. 3.2.5. Efecto de la concentracion de [C12mim]Br sobre la extraccion de Se(lV) utilizando
una mezcla de nanosilica pura e IL sobre la muestra. La condicién “Pre” corresponde a la

extraccion con el material funcionalizado en un paso previo. La concentracion de Se fue de 200

pg L1 en todos los casos. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Ademads, se realizaron experimentos tendientes a evaluar la influencia del pH
durante la funcionalizacién sobre la subsecuente extraccion de Se(lV). En ese caso, no
se observaron diferencias significativas en la eficiencia de extraccion de los materiales
obtenidos en el rango de pH entre 2,0 y 11,0. Esto se atribuy6 a la existencia de
interacciones tanto electrostaticas como de enlace tipo puente hidrégeno entre la
superficie del material y el [C12mim]Br. De esta manera, las interacciones con el IL fueron
posibles independientemente de la carga superficial de la nanosilica. A valores de pH
bajos, la interaccion predominante fue el enlace hidrogeno entre los grupos silanol
superficiales protonados (-Si-OH) y el anillo imidazdlico del IL. Mientras tanto, a valores
de pH por encima del punto isoeléctrico de la nanosilica, la desprotonacion parcial de

estos grupos dio lugar también a interacciones electrostaticas entre los grupos -Si-O~ y
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los grupos imidazolio cargados positivamente [13]. Dado que el pH no ejercia una
influencia significativa en términos del objetivo ulterior del desarrollo (la extraccién de
Se(lV)), su ajuste no fue necesario para la obtencion del nanomaterial hibrido utilizado

en esta etapa de la Tesis.

3.2.3.1. Caracterizacion del nanomaterial hibrido

La caracterizacion del material sorbente se llevé a cabo por técnicas FTIRy TEM.
En la Figura 3.2.6.a se muestran los espectros FTIR de la nanosilica pura, del IL
[C12mim]Bry del hibrido nanosilica-[C12mim]Br. Las sefales principales del nanomaterial
hibrido corresponden a las sefales caracteristicas de la silica nanoestructurada:
estiramientos O—H a 3500 cm™, estiramientos asimétricos Si—O—Si alrededor de 1100
cm? y torsiones asimétricas Si—O cerca de 550 cm™. Sin embargo, picos adicionales
correspondientes al IL también son visibles en este espectro: estiramientos C—H (2853
y 2928 cm?), deformaciones angulares C—H (697, 834 y 1108 cm™?) y una sefial
caracteristica del nC=N* de anillo imidazélico (2076 cm™). Estos picos -si bien levemente
desplazados debido a las diferencias en el entorno quimico- confirmaron la presencia
de [C1mim]Br en la superficie de la nanosilica.

Las micrografias TEM (Figura 3.2.6.b) revelaron que la forma y la distribucion de
tamafios de las nanoparticulas de silica se encontraban preservadas tras la
funcionalizacién con el IL. La formacion de aglomerados de un mayor nimero de
nanoparticulas se observo en el caso de la nanosilica funcionalizada en comparaciéon
con el material puro (Figura 3.2.6.c). Esto es resultado de una disminucién en las
interacciones repulsivas entre nanoparticulas, probablemente como consecuencia de la
modificacion de su superficie, que pasé de tener un caracter polar con algunas cargas
negativas a un cardcter apolar debido a la presencia de las cadenas alquilicas del cation

[C1zmim]* adsorbido.

Finalmente, la capacidad de adsorcion de la nanosilica para retener al IL fue
determinada por diferencia de pesada. Se encontré que la capacidad fue de 854 + 33
ug [C12mim]Br por mg de nanosilica. Esto confirmé el supuesto de que la alta superficie
de la nanosilica era capaz de adsorber una gran cantidad de moléculas de IL durante la

funcionalizacion.
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Fig 3.2.6. a) Espectro FTIR de [C12mim]Br, nanosilica e hibrido nanosilica-IL. Sefiales
marcadas (de izq. a der.): 2928 y 2853, 2076, 1108, 834 y 697 cm™. b) Micrografia TEM del

nanomaterial hibrido nanosilica-IL. ¢) Micrografia TEM de la nanosilica sin funcionalizar.
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3.2.4. Optimizacidon de las condiciones de extraccion y
selectividad

Una vez determinadas las condiciones ideales para la obtencion del
nanomaterial hibrido, las condiciones vinculadas a su aplicacion como sorbente para la
extraccion de Se(lV) fueron evaluadas. Los resultados se presentan en las secciones

subsiguientes.

3.2.4.1. Eleccion del agente complejante

A diferencia del sistema de extraccién presentado en la Seccién 3.1 del presente
Capitulo, el hibrido nanosilica-IL preparado en esta etapa poseia una superficie con
caracter esencialmente apolar. En consecuencia, la derivatizacion del analito con un
agente quelante fue también necesaria para obtener un compuesto derivado de baja
polaridad y hacer posible de este modo la retencion de Se. En este caso, se evaluaron
tres agentes complejantes para la extraccién de Se(IV): APDC, DDTC y DDTP. Cabe
destacar que estos reactivos son selectivos para con la especie tetravalente de Se bajo
ciertas condiciones y que los complejos resultantes son de muy baja polaridad. Por lo
tanto, se realizaron estudios para seleccionar el reactivo que permitiese obtener la mejor
extraccion de Se(IV) en condiciones de pH ideales para cada uno de ellos: 2,0 para
APDC, 1,0 para DDTC (segun los resultados previos presentados en la Figura 3.1.2, en
la seccién anterior) y 1,0 para DDTP, determinado este Ultimo a partir de un reporte
bibliografico [14], y a dos concentraciones. Los resultados, presentados en la Figura
3.2.7.a, mostraron que, al igual que en el caso de la extraccién con nanosilica pura, el
APDC representaba la mejor alternativa en ambas concentraciones, superioridad que
se encontraba relacionada a la menor polaridad del complejo resultante. Sin embargo,
a diferencia de lo observado en la seccion anterior, el nanomaterial hibrido permitio la
extraccion completa (100%) del analito, cosa que no fue posible utilizando la nanosilica

sin funcionalizar.

Una vez que el APDC fue seleccionado como complejante, el efecto de su
concentracion sobre la extraccion de Se(lV) fue estudiado. Concentraciones de entre O
y 12 mmol L fueron evaluadas y los resultados se exponen en la Figura 3.2.7.b. Al igual
que en los resultados presentados en la seccion previa, una concentracion de APDC de
0,24 mmol L -que representa un exceso molar de aproximadamente 100 entre APDC

y Se(lV)- resultdé ser adecuada para la extraccion total de la especie Se(lV). Sin
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embargo, para asegurar la correcta formaciéon del complejo a través de un exceso del
reactivo complejante, se decidié utilizar el doble, 0,48 mmol L%, en los ensayos
subsecuentes. Es interesante notar que a concentraciones de APDC por encima de 1,2
mmol L%, la extraccion de Se(lV) se vio significativamente reducida. Esto puede ser
atribuido a la competencia entre el complejante libre y el complejo Se(IV)-APDC por los
sitios de sorcion del nanomaterial hibrido, resultando en una menor extraccion de este
ualtimo a costa de la extraccion de APDC.
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Fig. 3.2.7. Efecto de a) Tipo de complejante y b) Concentracion de APDC, sobre la extraccion

de Se(1V) con el nanomaterial hibrido. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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3.2.4.2. Evaluacion del pH

Al igual que en el caso presentado en la Seccién 3.1, el efecto del pH fue de gran
relevancia en esta parte del trabajo, especialmente teniendo en cuenta su influencia
sobre la formacion selectiva del complejo Se(IV)-APDC, que depende fuertemente de
este parametro. Con este objetivo, se evaluaron soluciones estandar de Se(1V) y Se(VI)
con valores de pH de entre 1,0 y 10,0, de manera tal de observar el efecto de este
pardmetro sobre la eficiencia de extraccion y la selectividad de la misma. Como se
puede observar en la Figura 3.2.8, un pH de 4,0 resulté ser 6ptimo tanto para una
extraccion 100% eficiente de la especie Se(lV) como para la formacién selectiva de su
complejo con APDC, siendo la extraccion de la especie Se(VI) nula bajo estas
condiciones. Ademas, fue posible observar que la selectividad se veia parcialmente
deteriorada en el rango de pH entre 1,0 y 3,0, probablemente por la formacién de una

minima fraccion de complejo Se(VI)-APDC.
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Fig. 3.2.8. Influencia del pH sobre la extraccién de Se(IV) y Se(VI) en presencia de APDC

como agente complejante con y sin funcionalizacién de la nanosilica con [C1zmim]Br. Las

barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Es importante destacar que, a diferencia de la extraccién con nanosilica pura

(cuyos resultados se reproducen en la Figura 3.2.8 con fines comparativos) en este caso
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no era esperable que las caracteristicas de la superficie del material sorbente
dependieran del pH, ya que las cadenas alquilicas del [C:2mim]Br, que se encuentran
expuestas al medio, no presentan actividad acido-base. Es por esto que los resultados
obtenidos en esta parte del trabajo no son coincidentes con los expuestos en la Seccion
3.1 del presente capitulo, demostrando asi nuevamente que la funcionalizacion de la
nanosilica con el [Ciomim]Br efectivamente modifica sus propiedades extractantes. Un
buffer acido citrico/citrato de concentracion 0,10 mol L fue ensayado para mantener el
pH en el valor 6ptimo de 4,0, sin observarse ningun efecto sobre la extraccion por su
presencia, razon por la cual fue seleccionado para ajustar el pH en el resto de los
experimentos. Un buffer fosfato diacido/fosfato acido también fue ensayado y tampoco

resultd en modificaciones en la performance del material.

3.2.4.3. Tiempo de extraccion y separacion

Considerando que la formacién del complejo entre Se(lV) y APDC es
practicamente instantanea, la optimizacién del tiempo necesario para su obtencién no
resulté ser necesaria. Si lo fue la evaluacién de los tiempos de extraccion y de
separacion de fases por centrifugacion, ya que estos afectan de manera directa a la
frecuencia analitica. Se analizaron por separado los efectos de los tiempos de extraccion
con agitacion vértex y de centrifugacion a 2090xg, y los resultados se presentan en la
Figura 3.2.9. En esta, se puede observar que 2 min para la extraccion y 3 min para la
centrifugacion fueron suficientes para obtener una extraccion del analito del 100%. A
partir de estos resultados, y con el objetivo de asegurar la eficiencia de la extraccion, se
establecieron en el método definitivo 3 min para el mezclado de los reactivos y 4 min
para la centrifugacion. Si se compara con la extraccion obtenida al utilizar nanosilica sin
funcionalizar, el uso de nanosilica funcionalizada se traduce en una mejora del 30% en

términos del tiempo necesario para el proceso de extraccion/separacion.

3.2.4.4. Volumen de muestra, cantidad de material
sorbente y capacidad

Puesto que las cifras de mérito analitico dependen del volumen de muestra
utilizado (por ej.: el factor de preconcentracion), se realizé un estudio a los efectos de

determinar el méximo valor que permitiera alcanzar la total extracciéon del analito.
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Fig. 3.2.9. Efecto del tiempo de extraccién con agitacion vortex y de la centrifugacién a 2090xg
sobre la extraccién de Se(IV), utilizando 1,0 mg de nanomaterial hibrido. Las barras de error

indican el desvio estandar con n = 3.

Como se observa en la Figura 3.2.10, un 100% de extraccion de Se(IV) se logré con
volimenes de hasta 15 mL, utilizando 1,0 mg de material de partida. De ese valor en
adelante, la eficiencia de retencién del material se vio limitada, probablemente debido a
la dificultad de lograr una adecuada dispersion de una cantidad tan baja de material en
un volumen tan alto de muestra, a pesar de haberse aplicado condiciones de agitaciéon

vigorosa sobre la mezcla.

La busqueda de la menor cantidad posible de material sorbente necesaria para
la extraccion total de Se(lV) desde 15 mL de solucion con una concentracion de 20 pg
L? (una cantidad bien por encima de la esperada en muestras reales) fue también
realizada en esta parte del trabajo. Para esto, distintas cantidades del hibrido nanosilica-
[C12mim]Br se pusieron en contacto con las soluciones patrén y se llevo a cabo el
proceso de extraccion optimizado. Las cantidades utilizadas para este estudio oscilaron
entre 1,0 y 50 mg, y se alcanzé la maxima extraccion en todos los casos. En
consecuencia, se decidié utilizar 1,0 mg en los experimentos subsiguientes para
minimizar el consumo de reactivos. Esto demuestra que, a pesar de la existencia de
otros materiales basados en silica con mayores relaciones de area superficial/masa (por

ej. MCM-41 [15] o materiales basados en SBA [16]), que probablemente darian lugar a
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excelentes resultados en bajas cantidades, la nanosilica modificada con IL utilizada en
este trabajo constituye una excelente alternativa de bajo costo para lograr altas
eficiencias de extraccién en sistemas miniaturizados. Mientras tanto, en comparacion
con la nanosilica pura estudiada en la etapa previa del presente trabajo de Tesis
(Seccion 3.1.3.3), el nanomaterial hibrido presenté una mayor capacidad respecto al
volumen de muestra analizable, ya que utilizando 1,0 mg se pudieron analizar 15 mL de
muestra, contra los 10 mL maximos analizables con la misma cantidad de nanosilica sin

funcionalizacion.

100 - %\§/§\§
90 - \
80 - s
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60 -
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Extraccion de Se(lV) (%)
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Volumen de muestra (mL)
Fig. 3.2.10. Efecto del volumen de muestra sobre la eficiencia de extraccion de Se(lV)

utilizando 2,0 mg de hibrido nanosilica-IL. Las barras de error indican el desvio estandar con

n=3.

Adicionalmente, se determind la capacidad extractante del nanomaterial hibrido
hacia Se. En este caso, se obtuvo que la capacidad del mismo fue de 470 + 20 ug de
Se(lV) por g de material. Este valor representa una mejora de casi el 3000% respecto a
la capacidad de la nanosilica pura (Seccion 3.1.4), demostrando asi el mejoramiento de
las propiedades extractantes del sorbente como producto de su funcionalizacion con el
IL.
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3.2.5. Elucion del analito

Debido a las limitaciones ya mencionadas en la Seccion 3.1.5 respecto a las
determinaciones directas por ETAAS en presencia de nanosilica, el analito también
debio ser eluido desde el material sorbente previo a su determinacién instrumental en
esta etapa. Para esto, se ensayaron diversas estrategias y eluyentes a los efectos de
poder obtener la mayor eficiencia de elucién del analito desde el material hibrido,
minimizando el volumen de eluyente para evitar diluciones innecesarias y el
consecuente deterioro de la sensibilidad analitica del método propuesto. Inicialmente,
se trabajé con tres grupos de reactivos, utilizando 200 yuL de cada uno de ellos como
primera aproximacién para eluir el complejo Se(IV)-APDC retenido en 1,0 mg de

sorbente:

e Solventes organicos que pudiesen solubilizar al complejo Se(IV)-APDC:
acetato de etilo, MIBK, etanol y metanol.

¢ Soluciones oxidantes inorganicas para descomponer el complejo y asi liberar
el Se(IV) hacia la solucién: soluciones acuosas de HNO3, H>O, y HCIO..

e Soluciones inorganicas basicas, con la idea de favorecer la disociaciéon del
complejo Se(IV)-APDC: soluciones acuosas de NaOH y KOH.

Sumado a esto, algunos de los eluyentes fueron acompafiados por
calentamiento o radiacién UV como posibles métodos adicionales de descomposicion
del reactivo complejante. En la Tabla 3.2.2 se muestran todas las combinaciones
estudiadas. Los resultados se encuentran expresados en funcion del factor de refuerzo
de la sensibilidad obtenido en cada caso, calculado como la relacion entre el area de
pico de absorcion atomica detectado tras la preconcentracion y elucion con el eluyente
indicado y la resultante de la medicién de un patrén acuoso. De esta manera, los
resultados incluyen tanto el efecto de la capacidad eluyente para retroextraer el analito

como el efecto del mismo sobre la sefial analitica de ETAAS.

Como puede observarse en la Tabla 3.2.2, el mejor resultado en términos del
refuerzo de la sefial analitica se obtuvo utilizando acetato de etilo. Ante esto, se
hipotetiz6 que, al ser el eluyente menos polar entre los ensayados, este resultaba el
mas eficiente para la remocién del complejo Se(IV)-APDC desde la superficie de la
nanosilica funcionalizada. Sin embargo, este resultado distaba de ser ideal si se
considera que, en términos de la eficiencia de elucion, la recuperacion del analito en

este caso fue de aproximadamente 50%, existiendo aun un margen considerable de

190



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

Tabla 3.2.2. Efecto de las estrategias de elucién sobre el factor de refuerzo de la sensibilidad.

Eluyente

Factor de refuerzo

de la sensibilidad

Acetato de etilo
Acetato de etilo + calor
Acetato de etilo/metanol (1:1)
Acetato de etilo/etanol (1:1)

1) HNOs + H20: + calor hasta evaporacion - 2) Acetato de etilo
1) Acetato de etilo + calor hasta evaporacién - 2) Acetato de etilo
Acetato de etilo + luz UV
MIBK
MIBK + luz UV
1) MIBK + calor hasta evaporacién
2) MIBK
1) HNOs + H20: + calor hasta evaporacion - 2) MIBK
MIBK/etanol (1:1)

MIBK + calor
MIBK/metanol (1:1)

HNOs 10%
1) HNO3 10% + calor hasta evaporacion - 2) HNOs 10%
HNO3 10% + calor
HNO310% + UV
HNO3 10% + calor
HNO3 10%/Metanol (1:1)
H202 10%

H202 10% + HCIO4 1%

1) HNO3 10% + H202 10% + calor hasta evaporacion
2) HNO3 10%
1) HNO3 10% + H202 10% + calor hasta evaporacion
2) HNO3 10% + H202 10%

HNO3 10% + H202 10% + calor
HNO3s 10% + H202 10%
Etanol/HNO3 10%/H202 10% (2:1:1)
HNOs 10% + H202 10% + UV

Metanol/HNO3 10%/H202 10% (2:1:1)

28
17
16
13
12
8
6
15
13

w N 0o ©

19

21

18

19

18

29

28

27

20

20

16
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mejora utilizando este solvente. También es importante mencionar la ocurrencia de
diversos inconvenientes practicos que se presentaron durante el uso de varios de los
eluyentes. Por ejemplo, con MIBK y con los eluyentes inorganicos no se lograron buenas
recuperaciones del analito, mientras que con los alcoholes se observé una mayor
dispersién del material sorbente, lo cual imposibilitd su separacion por centrifugacion,
independientemente del tiempo o velocidad aplicados. Adicionalmente, se obtuvieron
muy buenos resultados en términos de la capacidad de elucion con los eluyentes
bésicos y el peréxido de hidrégeno. Sin embargo, en todos estos casos la sensibilidad
se vio profundamente afectada por estas soluciones, lo cual se tradujo en sefales
instrumentales extremadamente bajas en comparacién con las obtenidas con la matriz

acuosa, haciendo que su implementacion resultara poco Uutil.

Como se menciond en el parrafo previo, el acetato de etilo resulté ser el mejor
eluyente en funcion de la combinacién de sus propiedades como eluyente y como medio
para la determinacién por ETAAS, aunque las recuperaciones obtenidas no superaron
el 50%. Sumado a esto, la repetibilidad de las eluciones resulté ser deficiente,
principalmente por la limitada dispersién del sorbente sélido en el solvente. Con el
objetivo de mejorar esto, se evalud qué efecto tenia sobre la elucion del analito la adicion
de un tensoactivo junto con el acetato de etilo. Para ello, se realizaron pruebas con
tensoactivos de la familia de los Triton (X-100 y X-114) y con [Ci12mim]Br a dos niveles
de concentracion, utilizando nuevamente 200 pL de eluyente, con los resultados
presentados en la Figura 3.2.11. Como se observa, el mejor resultado se obtuvo
utilizando Triton X-114 al 0,5% (p/v), no solo en términos del factor de refuerzo de la
sensibilidad, sino también en términos de la precision (dada por el desvio estandar de
la medicion de 3 réplicas). Esta mejora se puede explicar como consecuencia de una
dispersion més eficiente del material sorbente en presencia de Triton X-114 de
concentracion 0,5 % (p/v), lo cual resulté en una mayor area de contacto con el eluyente
y, consecuentemente, en una recuperacion mas alta del analito. La gran dispersion
observada en los resultados obtenidos con una concentracion de 1,0% (p/v) puede
explicarse al considerar el efecto que tuvo la presencia del tensoactivo en la matriz de
la muestra sobre la determinacion instrumental de Se por ETAAS. De hecho, se observa

la misma tendencia en las determinaciones con Triton X-100.
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Refuerzo de la senal analitica

[C1omim]Br Triton X-114 Triton X-100
Tensoactivo
Fig. 3.2.11. Efecto del tipo y concentracion de tensoactivo adicionado al acetato de etilo sobre

el refuerzo de la sefial analitica de las determinaciones por ETAAS. Las barras de error indican

el desvio estandar con n = 3.

Una vez definidos el tipo de eluyente y el procedimiento de elucion, se optimizé
el volumen de este de manera de alcanzar el factor de preconcentracion mas elevado
posible sin sacrificar el buen contacto entre las fases, que se deteriora a medida que
disminuye el volumen de eluyente. En estos experimentos se utilizaron diferentes
volumenes de acetato de etilo con Triton X-114 al 0,5% (p/v) y se observé que 100 pL
resultd ser el menor volumen posible que no afectaba la retroextraccion del analito, por
lo que este valor fue seleccionado como el volumen ideal. Los volimenes por debajo de
100 pL no permitieron una adecuada dispersion del material, mientras que los
volimenes mayores dieron lugar a una disminucion en el factor de preconcentracion

debido a la dilucién del analito.

A continuacion, se evaluo el efecto del tiempo de elucién y la temperatura del
proceso con asistencia de agitacion ultrasonica. En este caso, la agitacion vortex fue
descartada ya que provocaba la adhesion del sélido a las paredes del tubo impidiendo
un contacto eficiente con el eluyente. Las temperaturas evaluadas estuvieron entre 20
y 60 °C (no mayores, para evitar la evaporacion del acetato de etilo) y los tiempos entre
5y 30 min. Los resultados se pueden observar en la Figura 3.2.12 y muestran que la

retroextraccion del analito mejor6 significativamente con los aumentos de la temperatura
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y que 10 min fueron suficientes para lograr la mayor elucién posible. Por ende, se

seleccionaron 10 min a 60 °C como las condiciones ideales para la elucién en el método.
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Fig. 3.2.12. Efecto del tiempo y de la temperatura de elucion utilizando 100 pL de acetato de
etilo con Triton X-114 al 0,5% (p/v) como eluyente y agitacion ultrasonica. Las barras de error

indican el desvio estandar con n = 3.

3.2.6. Reutilizacion del material sorbente

La posibilidad de reutilizar el hibrido nanosilica-IL fue considerada también en
esta etapa, utilizando soluciones estandar con una concentracién de Se(IV) de 2,0 ug L
1. Se observé asi que el material sorbente podria ser utilizado para hasta 3 ciclos de
extraccién-elucion sin perder su capacidad extractante. Para lograr esto, fue necesario
incorporar un paso de lavado con acetato de etilo de manera de eliminar cualquier
fraccion de analito remanente tras la elucién y asi evitar efectos de memoria durante las
determinaciones analiticas. Este fue seguido por un paso de secado del material a 60
°C previo a su reutilizacién. Sin embargo, considerando el tiempo requerido para
reacondicionar el material sorbente, sumado al hecho de que el paso de limpieza
insumia una cantidad significativa de solvente organico y que cada determinacion
requeria menos de 1,0 mg de nanosilica con tan solo 800 ug de IL, se optdé por no

reutilizar el material durante el desarrollo experimental para determinaciones sucesivas.
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3.2.7. Selectividad del método para especies de selenio

La selectividad de la preconcentracion de Se(lV) en presencia de Se(VI) fue
también evaluada en esta etapa del trabajo, a través de ensayos de recuperacion. Como
se ha mencionado previamente, la especie tetravalente podia ser extraida
cuantitativamente a pH 4,0, mientras que la especie hexavalente no formaba un
complejo con APDC en esas condiciones (Figura 3.2.8). El estudio se llevd a cabo en
los siguientes rangos de concentracion para las especies de Se: 0,25 — 25 ug L* para
Se(IV) y 0,25 — 50 ug L* para Se(VI). Esto resulté en relaciones molares entre Se(VI) y
Se(IV) que fueron desde 0,01 hasta 200. Como se puede observar en la Tabla 3.2.3, el
método propuesto dio lugar a una alta selectividad y una buena precision bajo estas

condiciones, con valores de recuperacion para la especie Se(IV) de entre 96,0% y 108%.

Tabla 3.2.3. Selectividad del método D-u-SPE-ETAAS con el hibrido nanosilica-IL propuesto

para la determinacién de especies de Se.

Relacién molar seV) SeVh

SeV/Sev Inicial Encontrado Recuperacion? Inicial Encontrado Recuperacién?

(bg L) (bg L) (%) (ug L) (ug L) (%)

0,01 25 24,8 99,2 0,25 0,26 104

0,025 10 10,2 102 0,25 0,24 96,0

0,25 2 1,99 99,5 0,50 0,48 96,0

1 2 1,94 97,0 2 1,95 97,5

5 0,50 0,51 102 2,50 2,40 96,0

10 0,25 0,24 96,0 2,5 2,54 102

50 0,25 0,25 100 12,5 11,9 95,2

100 0,25 0,26 104 25 25,7 103

200 0,25 0,27 108 50 49,2 98,4

aRecuperacion = 100 x [encontrado/ inicial]
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3.2.8. Condiciones instrumentales para la determinacion
de selenio por ETAAS

El programa de temperaturas optimizado para la determinacion por ETAAS se
presenta en la Tabla 3.2.1. Tal como se abordé en la Seccion 3.1.9, el problema de la
baja sensibilidad en la determinacion de Se en presencia de APDC se solucioné con la
utilizacion de Cu como modificador de matriz, sumado al modificador clasico que se
utilizada para las mediciones por ETAAS, que es el Pd. En este caso, al igual que en la
seccion previa, se observé que 10 pg de cada uno de los modificadores resultaban
suficientes para obtener la maxima sensibilidad posible. Ademas, se evalu6 el efecto de
distintos volumenes de inyeccion de eluato sobre la sefial analitica. Teniendo en cuenta
que la méaxima capacidad del horno de grafito es de 100 pL, se encontré que 60 pL del
eluato de acetato de etilo con Triton X-114 0,5% (p/v) resultaba ser la cantidad 6ptima
para poder obtener la mayor sensibilidad posible. Cuando los volimenes inyectados
fueron superiores, las burbujas generadas en el atomizador como consecuencia de la
presencia del IL producian proyecciones que expulsaban parte del liquido durante el
calentamiento, impidiendo asi el uso de voliumenes mayores al determinado como

Optimo.

Es importante tener en cuenta que, en este caso, la matriz organica compuesta
por Triton X-114, APDC co-extraido y [Ci2mim]Br inicialmente retenido sobre la
nanosilica durante su funcionalizacibn causé una reduccion significativa en la
sensibilidad de la determinacién de Se por ETAAS, incluso en presencia de los
modificadores de matriz de Cu y Pd. Entonces, con el objetivo de optimizar las
determinaciones, se evaluaron diversos pasos de pir6lisis para descomponer la matriz
eficientemente y de manera secuencial, evitando el riesgo de volatilizar el analito y
posibles interferencias espectrales que pudieran producirse por efecto de componentes
organicos e inorganicos todavia presentes en el horno de grafito en la etapa de
atomizacion y lectura. Para esto, se utilizé una estrategia similar a la descripta en la
Seccion 3.1.9, es decir, se incluyeron tres etapas de pirélisis en el programa de
temperatura de ETAAS. Las primeras dos se fijaron a 600 °C y 900 °C, segun
optimizaciones previas, mientras que la tercera se evalué en el rango entre 1000 °C y
1600 °C con los resultados que se pueden observar en la curva de pirdlisis de la Figura
3.2.13, lograndose una respuesta 6ptima con 1300 °C, resultado idéntico al obtenido en
el desarrollo presentado en la Seccién 3.1. Una vez fijado este valor, se procedi6 a
estudiar el efecto de la temperatura de atomizacion. Para esto, se procedio a atomizar

la mezcla de componentes organicos y Se(lV) a temperaturas de entre 1700 °C y 2300
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°C tras los pasos de pirdlisis, lograndose la maxima sensibilidad al aplicar una
temperatura de 1800 °C durante la atomizacion (curva de atomizacion en la Figura
3.2.13). Este ultimo fue significativamente menor que el valor Optimo para la
determinacion por ETAAS en el método presentado en la seccién previa. Esto da la
pauta de que la matriz ejerce una influencia significativa sobre la determinacién
instrumental aln después de las tres etapas de pirdlisis aplicadas. Adicionalmente, se
debid incluir un paso intermedio de 15 s a 300 °C entre la Gltima etapa de pirélisis y la

de atomizacion a los efectos de asegurar la obtencion de picos de absorcién gaussianos

y completos.
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Fig. 3.2.13. Curvas de pirélisis y atomizacion para la determinacion de Se por ETAAS. Todas
las sefiales se registraron como areas de picos de absorcion y se relativizaron respecto a la

mayor de ellas. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

3.2.9. Estudio de potenciales interferentes

El posible efecto de diversos interferentes en la preconcentracion y
determinacion de Se utilizando el hibrido nanosilica-[Ci12mim]Br fue analizado también
en esta etapa. Al igual que en los ensayos descriptos en la Seccion 3.1.8, se utilizaron
soluciones con una concentracion de Se(lV) de 2,0 ug L preparadas en presencia de

diversos iones concomitantes que se encontraban a concentraciones iguales o mayores
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a las esperadas en muestras reales. Dichas soluciones fueron analizadas siguiendo el
método optimizado descripto previamente. Los limites de tolerancia hasta los que se
considero el efecto interferente fueron nuevamente fijados como la concentracion que
ocasionaba una modificacién de la recuperacién de Se(lV) en mas de un 5% con
respecto a la concentracion conocida y establecida inicialmente en los experimentos.
De esta manera, se observé que cationes comunes como sodio y potasio fueron
tolerados hasta 10 g L?, calcio hasta 2,0 g L' y magnesio y zinc hasta 1,0 g L™
Adicionalmente, aniones que se encuentran frecuentemente en aguas, tales como
cloruro y bromuro, no interfirieron sino hasta una concentraciéon de 20 g L, mientras
que nitrato y sulfato fueron tolerados hasta concentraciones de 5,0 g L. Ademas, las
sefiales de absorbancia de las soluciones de blanco de reactivos correspondientes no

se vieron significativamente modificadas por la presencia de los iones interferentes.

3.2.10. Rendimiento analitico

Se trazaron curvas de calibracion para las determinaciones de Se(lV) y Se(VI)
tras el andlisis de una serie de muestras estandar sometidas al método de
preconcentracion desarrollado. De esta manera, se observo una respuesta lineal desde
concentraciones cercanas al LOQ hasta al menos 4,1 pug L, con un coeficiente de
correlacion de 0,9986 para Se(lV) (Figura 3.2.14.a) y desde el LOQ hasta 4,0 ug L™ con
un R? de 0,9992 para Se(VI) (Figura 3.2.14.b). Los limites de deteccion, calculados en
base a la concentracion correspondiente a tres veces el desvio estandar del blanco,
fueron de 1,1 ng L para Se(IV) y de 1,7 ng L™ para Se(VI), mientras que los limites de
cuantificacion fueron de 3,7 ng Lty 5,7 ng L%, respectivamente. Estos significaron una
mejora del 21% respecto a los valores obtenidos utilizando nanosilica. Los factores de
refuerzo de la sensibilidad, calculados como el cociente entre las pendientes de las
curvas de calibracion con y sin preconcentracion, fueron de 110 para Se(lV) y de 104
para Se(VI). Estos representaron también mejoras significativas respecto a los valores
obtenidos con el método desarrollado utilizando nanosilica sin funcionalizar, que fueron
de 90y 88, respectivamente, demostrando que su funcionalizacion con el IL representa
una ventaja también en términos de los pardmetros analiticos logrados. El factor de
preconcentracion, por su parte, fue de 150, mientras que la eficiencia de extraccion
lograda en las condiciones optimas fue del 100%, superando al 90% logrado con
nanosilica pura. Los valores de RSD en este caso fueron de 5,7% y 5,2% para seis

determinaciones replicadas a una concentracion de 2,0 ug L* de Se(lV) y Se(VI),
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respectivamente. Un resumen de los parametros derivados de las curvas de calibracion

y de las cifras de mérito analitico mas relevantes se puede observar en la Tabla 3.2.4.

2,00
(@)
1,75 -
1,50 -
1,25 -
1,00 -

0,75 4

0,50

Area del pico de absorcion (UA)
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20
o R® = 0,9986
T T T T T ' J ' J
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Fig. 3.2.14. Curvas de calibracion para (a) Se(IV) y (b) Se(VI), obtenidas tras la aplicacién del
método D-pu-SPE-ETAAS con el material hibrido nanosilica-[C12mim]Br. Las bandas punteadas

representan el intervalo de confianza (95%) del ajuste lineal.
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Tabla 3.2.4. Parametros obtenidos del ajuste lineal de las curvas de calibracién y cifras de mérito

analitico para el método D-u-SPE-ETAAS con el hibrido nanosilica-IL desarrollado.

Se(lV) Se(VI)

Curva de calibracion

Pendiente 0,460 + 0,007 0,380 + 0,004
Ordenada 0,0028 + 0,0005 - 0,0047 + 0,0008
R? 0,9986 0,9992

Cifras de mérito analitico

EF 110 104
LOD (ng L) 1,1 1,7
RSD (%) 5,7 5,2

La frecuencia analitica fue calculada considerando los pasos involucrados en el
procedimiento para cada determinacion: a) complejacién de Se(lV) con APDC (10 s), b)
extraccion sobre el sorbente solido dispersado (3 min), c) centrifugacion y separacion
de fases (4 min) y d) elucién (15 min, incluyendo también la centrifugacion). Teniendo
en cuenta estos pasos, se totalizan aproximadamente 22 min para el tratamiento de una
muestra. Sin embargo, si se tiene en consideracion la posibilidad de tratar varias
muestras simultdneamente, el proceso esta limitado Unicamente por la cantidad de
tubos que se puedan colocar en la centrifuga utilizada. Para el desarrollo de la presente
Tesis Doctoral, el uso de una centrifuga con capacidad para 4 tubos de 50 mL
(necesarios para lograr una adecuada dispersion del sorbente en 15 mL de muestra)
permitié lograr una frecuencia analitica de 12 muestras por hora utilizando el método
propuesto. Si bien esto es una aparente reduccién en comparacion con el uso de la
nanosilica pura, se debe tener en cuenta que el incremento en el volumen de analisis
modifica las condiciones instrumentales del proceso, derivando en este menor valor de
frecuencia analitica. Sin embargo, si se elimina o mejora la limitacion en la capacidad

de centrifugacion, la frecuencia analitica del método puede incrementarse.

De manera similar al método previo donde se utiliz6 nanosilica pura, una
evaluacion comparativa de las cualidades analiticas del método se realiz6 en relacion
con otros reportes de preconcentracion y/o analisis de especiacion de Se en muestras
de agua utilizando ILs, nanomateriales o hibridos resultantes de su combinacién. Los
trabajos mas destacados de afios recientes con estas caracteristicas se pueden
encontrar en la Tabla 3.2.5. Se observa entonces que las cifras de mérito analitico

obtenidas con el método analitico propuesto en esta parte del trabajo de Tesis son
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comparables o aun mejores que aquellas reportadas previamente. Cuando se compara
directamente con el trabajo de Nyaba y colaboradores, que utiliza un hibrido de nano-
AlLOs y el IL Aliquat-336, debe destacarse que el método desarrollado en esta Tesis
involucra una etapa de funcionalizacion mas simple y directa, lo que trae aparejadas
ventajas tales como la simplificacién del proceso, reducciones de tiempo considerables
y menor consumo de reactivos y generacion de desechos [17]. Ademas, entre todos los
métodos reportados previamente que se detallan en la Tabla 3.2.5, el aqui propuesto es
el Unico aplicado a una muestra que presenta una matriz de tan alta complejidad como
la de agua de mar. Esta, sin duda, es una de las muestras acuosas mas complejas que
existe para realizar andlisis de especiacion, debido a la composicién de su matrizy a la
alta salinidad que presenta.

3.2.11. Estudios de exactitud de la metodologia analitica
y aplicacion para el analisis de especiacion de selenio en
muestras de agua

Con la evaluacion de la exactitud como objetivo, el método propuesto en esta
parte del trabajo de tesis fue aplicado para la determinacion de Se total en un material
de referencia certificado. Se utilizé el mismo material utilizado en la Seccion 3.1: CRM
1643e — Elementos traza en agua del NIST, con una concentracion declarada de Se de
11,97 + 0,14 pg L. Debido a la ya discutida ausencia de informacién acerca de las
especies de Se en el material, se procedi6é a reducir todo el Se por calentamiento con
HCI de concentracién 5,0 mol L a 95 °C durante 30 min, tras lo cual se lo diluy6 a 1/6
de su concentracion original, de manera de ajustar la concentracion de Se para que la
absorbancia resultante se encontrase dentro del rango lineal del método. De esta
manera, la concentracion de Se total encontrada en el material tras la aplicacion del
método optimizado fue de 11,92 + 0,19 ug L%, lo cual indica una precision aceptable al
nivel p < 0,01. Adicionalmente, para reforzar el analisis de exactitud teniendo en cuenta
la distribucion de especies del elemento, se realizaron estudios de recuperacion en
todas las muestras analizadas, obteniéndose resultados en el rango de 95,5% a 107%
para Se(lV) y 95,0% a 104% para Se(VI), tal como se observa en la Tabla 3.2.6. Estos
valores son indicadores de la confiabilidad del método para el andlisis de especiacion
de Se inorganico, incluso en matrices complejas, tal como el agua de mar. Ademas,
dado que no se observaron efectos de matriz durante el analisis de las muestras al llevar
a cabo mediciones con agregado patron, las curvas de calibracién externas pudieron

ser aplicadas de forma directa para la cuantificacion de las especies de Se.
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Tabla 3.2.5. Métodos analiticos de preconcentracion y analisis de especiacién de Se inorganico utilizando nanomateriales, ILs o0 sus combinaciones.

. LOD RSD indice de  Volumen
Método Muestras Extractante esAgziI:aScliSén 4 re?uﬁt;c: ?EF) consumo muestra Ref.
P (ng L) (%) (CI) (mL) (mL)
IL-DLLME- . .
ETAAS on-line Ajos y agua [Pess.14]Cl Si 15,0 20 5,1 0,27 4,0 [1]
IL'CIA\‘/'YISE'UV' Arroz y agua [C4mim]PFs No 1500 25 1,2 1 25 [3]
NPs A|203
-ICP- funcionalizadas
SDSPME ICP Agua de rio con Aliquat-336 Si 1.4 850 1,9 0,059 50 [17]
Reduccién in Aqua
situ-adsorcién- subte%rénea NPs Pd Si 25 100 N.R. 1 100 [18]
ETAAS
\%)
SPE-HG-AFS Agua de rio Nano-TiO; Si 24 N.R. ;’g ggv.g 4,2 100 [19]
Agua de canilla, Seccién 3.1
D-p-SPE- lluvia » i 1,4 (Sev) 90 (Se') 4,9 (Sev) 0,11 (SeV) eccion .
ETAAS subterréne:';l y de Nanosilica Si 5 y y y " 10 de e_sta
Agua de canilla, v v v v
D-p-SPE- lluvia, Nanosilica- si 1,1(Se") 110(SeV) 57(Se"Y) 0,13 (Se") 15 Presente
ETAAS subterranea y de [Ciomim]Br 1,7 (SeY) 104 (SeY) 5,2 (SeY) 0,14 (SeV trabajo

mar

N.R.: No reportado. SDSPME: Microextraccion en fase solida por fase dispersa suspendida.
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Finalmente, el método fue aplicado para el analisis de las especies inorganicas
de Se y la determinacion de las mismas en muestras de agua reales, arrojando los
resultados que se detallan en la Tabla 3.2.6. Las concentraciones halladas de cada una
de las especies en las muestras analizadas estuvieron en concordancia con los valores
reportados por otros autores [18, 20, 21]. La comparacion directa con los resultados
obtenidos en la Seccion 3.1.11 no fue posible para estos resultados, ya que se
analizaron muestras distintas por una cuestion de disponibilidad de las mismas
asociadas al momento en el cual se desarroll6 cada uno de los métodos mencionados.
Sin embargo, es posible destacar en este punto que el uso del hibrido nanosilica-
[Cmim]Br permitié la determinacion de las especies en muestras de agua de rio, algo
que no habia sido posible con el uso de nanosilica pura, probablemente por limitaciones
asociadas a la alta carga organica que presenta esta muestra.

Tabla 3.2.6. Resultados del andlisis de especiacion de Se inorgénico en diversas muestras de

agua y estudios de recuperacion (n = 3).

Se adicionado Se(1V) Se(VI)
Muestra de Recu Recup.
(ug LY encontrado encontrado
agua (%)? (%)?
Se(lV)  Se(VI) (Mg L™) (Mg L)
- - 0,73+0,03 - 0,66 £ 0,02 -
Canilla 2,0 - 2,64 £ 0,09 95,5 0,62+0,02 -
- 2,0 0,75+ 0,03 - 2,74+£0,08 104
- - 0,33+0,02 - 0,29 £ 0,04
Lluvia 2,0 - 2,31+ 0,07 99,0 0,29+0,03 -
- 2,0 0,32+ 0,03 - 2,33+£0,08 102
- - 1,09 + 0,06 - 0,48 +£0,05 -
Subterranea 2,0 - 3,0+0,1 95,5 0,47 £0,05 -
- 2,0 1,10 £ 0,07 - 2,38+0,08 95,5
- - 0,37 £ 0,02 - 0,10+0,01 -
Rio 2,0 - 2,49 £ 0,08 106 0,11+0,01 -
- 2,0 0,39 +£ 0,03 - 2,09+0,05 99,5
- - 0,23 +0,02 - 0,25+0,03 -
Mar 2,0 - 2,36 £ 0,09 106 0,24+£0,03 -
- 2,0 0,25+ 0,02 - 2,17 £ 0,07 96,0

a100x[(encontrado — inicial)/adicionado]
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3.2.12. Conclusiones

Las limitaciones tipicas que muchos ILs pueden presentar durante el desarrollo
de técnicas de microextraccion, tales como aquellas ocasionadas por su solubilizacion
en medios acuosos o por la densidad menor a estos, han sido superadas en esta parte
del trabajo de Tesis Doctoral al combinarlos con un nanomaterial. De esta manera, el
método aqui desarrollado representa el primer reporte de la aplicacion de un hibrido
obtenido entre un nanomaterial y un IL soluble en agua para la preconcentracion y
separacion de especies inorganicas de Se. La formacioén de hemi- y admicelas del IL
soluble en agua [C12mim]Br sobre la superficie y poros de las nanoparticulas de silica
resulté ser el principio a través del cual se obtuvo un material sorbente de alta eficiencia
de extraccion, estable quimicamente y con potencial de reutilizacién. A lo largo del
método D-u-SPE desarrollado pudo asegurarse que los consumos de IL y de solventes

fueran minimos, resultando asi un método amigable con el ambiente.

Ademas, un excelente factor de refuerzo de la sensibilidad analitica y una
sobresaliente eficiencia de extraccidn fueron obtenidos al utilizar una cantidad minima
de material hibrido, siendo estos parametros analiticos significativamente superiores a
los obtenidos en la etapa previa del trabajo de Tesis, con el uso de la nanosilica pura.
Ademas, se demostro la exitosa aplicacion del método propuesto para el andlisis de
muestras con matrices complejas, tales como el agua de mary el agua de rio, habiendo
sido el andlisis de esta Ultima imposible de realizar utilizando nanosilica sin una
funcionalizacion de su superficie. De esta manera, el método propuesto puede
considerarse como un ejemplo de las mejoras en las propiedades analiticas de un
nanomaterial que pueden obtenerse como consecuencia de su funcionalizacion con un
IL. Ademas, el método en si puede ser considerado como una alternativa de bajo costo,
precisa y simple para ser implementada en laboratorios dedicados al analisis rutinario

de especies de Se inorganica en muestras de interés ambiental.
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3.3. PRECONCENTRACION DE ULTRA
TRAZAS DE ESPECIES DE TELURIO CON
UN NANOMATERIAL COMPUESTO
MAGNETICO BASADO EN UN LIQUIDO
IONICO POLIMERICO Y EXTRACCION
MAGNETICA DISPERSIVA EN FASE SOLIDA

3.3.1. Introduccion

El franco incremento en las aplicaciones del Te ocurrido en los Ultimos afios y la
ausencia de sefiales de que el mismo se detendra en el futuro cercano, hacen del
estudio del destino de este elemento en el ambiente un campo de creciente importancia.
Si bien los mecanismos asociados con la toxicologia del Te en humanos son escasos,
justamente debido a su alta toxicidad, se conoce que tiene el potencial de acumularse
en glébulos rojos y en el bazo [1]. Los reportes también indican que, al igual que con el
Se, su toxicidad, biodisponibilidad y mecanismos de transporte ambientales dependen
fuertemente de su estado de oxidacion, siendo la especie tetravalente Te(lV)
significativamente mas toxica que la especie hexavalente Te(VI) [2]. Sin embargo, a
diferencia de lo que sucede con el Se, las especies organicas de Te no son de relevancia
ambiental, ya que son poco comunes [1]. De cualquier manera, es claro que la
importancia de las determinaciones de Te no obedece solamente a la concentracion
elemental total, sino también a conocer el tipo y concentracion de cada una de sus
especies. En este contexto, como el Te se encuentra usualmente a nivel de ultra trazas
(por debajo de los pg L) en muestras naturales [3], y cada especie representa solo una
fraccion del total, métodos analiticos altamente sensibles son necesarios para el analisis

de especiacion.

Al igual con en el caso del Se, diversos instrumentos analiticos pueden ser
utilizados para la determinacion de Te: HG-AFS [4], ETAAS [5] e ICP-MS [6] han sido
hasta el dia de hoy las técnicas con mas usos reportados. Sin embargo, las bajas

concentraciones del elemento, junto con la complejidad que presentan las matrices de
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diversas muestras ambientales, suelen generar inconvenientes aun con las
metodologias mas sensibles. La preconcentracién de Te se ha convertido entonces en
una herramienta fundamental para su eficiente determinacién en distintas muestras, a
través de diversas técnicas de microextraccion: DLLME [7], UA-IL-DLLME [6],
microextraccion por emulsificacion y solidificacion de gota organica asistida por
ultrasonido [8], SPE clasica [9, 10] y HF-LPME [5]. Entre las metodologias basadas en
SPE, se han empleado exitosamente diferentes estrategias modernas que implican un
bajo consumo de muestra y reactivos, por ej. ui-SPE [11] y D-u-SPE [12]. Estas se
presentan como alternativas interesantes para reducir el impacto ambiental del proceso

de preconcentracion de Te sin sacrificar calidad de anlisis.

Los ILs han sido ya introducidos en la presente tesis como protagonistas
principales de una nueva generacion de solventes de bajo impacto ambiental para el
desarrollo de métodos de andlisis elemental de alta eficiencia [13, 14]. En esta seccion
del trabajo se presentara el uso de una familia alternativa de los ILs: los ILs poliméricos
(PILs). Estos permiten alcanzar excelentes selectividades y eficiencias de extraccion
muy elevadas, otorgandole a la vez una mayor estabilidad mecénica y quimica a los
sorbentes en comparacion con los ILs tradicionales [15]. Los PILs han sido aplicados
previamente en métodos de preparacion de muestras tales como LLME sin
centrifugacion para la determinacion de K* en muestras de aceites [16], u-SPE para la
determinacion de anilina como producto de degradacion en colorantes y de pesticidas
en muestras de alimentos [15, 17] y en MSPE para la preconcentracion y determinacion
de Au, Pd y Pt en diversos materiales de referencia certificados [18]. Ademas, la
combinacién de ILs (incluyendo PILs) con soportes soélidos, especialmente
nanoparticulas, da lugar a propiedades sinérgicas especiales, tal como se ha
presentado en la Seccién 3.2 del Capitulo 3. Las aplicaciones de hibridos obtenidos al
combinar nanomateriales e ILs han sido variadas en términos de muestras y analitos,
pero el uso de hibridos nanomaterial-PIL ha sido mucho menos explorado, siendo su
aplicacion para el analisis de Te un campo totalmente vacante al momento del desarrollo

de esta tesis.

De esta manera, en la presente seccién de la Tesis Doctoral se describe el
desarrollo de un nuevo método de preconcentracion y separacién de especies
inorgénicas de Te, que se fundamenta en una estrategia simplificada de la técnica de
D-u-SPE. Su caracteristica principal es sin dudas que se evita uno de los pasos que
mas tiempo demanda durante el procedimiento analitico, la centrifugacion, lo cual es

posible gracias al uso de un nanomaterial hibrido con propiedades magnéticas ademas

208



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

de extractantes. Se desarrollé asi un método de microextraccion magnética dispersiva
en fase sélida (M-D-u-SPE) altamente selectivo y eficiente utilizando un nanomaterial
compuesto magnético con un PIL para la separacion y preconcentracién de especies de
Te. Los diversos parametros que determinan la eficiencia de extraccion de Te, asi como
su elucion y determinacién por HG-AFS por inyeccién en flujo (FI-HG-AFS) fueron
cuidadosamente evaluados y optimizados, tal como se muestra en la esquematizacion
presentada en la Figura 3.3.1. El método desarrollado fue exitosamente aplicado para
la determinacion de Te(IV) y Te(VI) en muestras ambientales con distintos niveles de

complejidad de matriz, incluyendo aguas naturales, suelos, sedimentos y alimentos.

() (V)

= mm) FI-HG-AFS

Muestras: I

+ Aguas i _N\;N'/\/\/\@Ng Ny " R /
9 : HNT N o NG N \
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Fig. 3.3.1. Resumen esquemético del desarrollo experimental de la Seccién 3.3. (1) Agitacidon
de la muestra con el nanomaterial compuesto, (ll) Extraccion de la especie Te(IV), (1)

Separacion magnética del sorbente, (1V) Determinacion instrumental.

3.3.2. Procedimiento general de microextraccion vy
preconcentracion

Inicialmente, para la determinacion de Te(lV), se tomé un volumen de 50 mL de
muestra acuosa, o de solucién acuosa estandar de 0,50 pg L* para los estudios de
optimizacion, que fue ajustado a pH = 1,5 utilizando HCI. La muestra ajustada se mezcl6
durante 5 min con 3,0 mg de sorbente magnético Fe;0.@SiO.@PIL (obtenido y
caracterizado segun los procedimientos descriptos en la Seccién 2.1.4.2) en un tubo de

centrifuga bajo agitacion vortex constante. Luego, un iman externo de neodimio fue
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utilizado para colectar y separar completamente la fase sélida magnética cargada con
el analito, seguido por la remocién del sobrenadante por inversion cuidadosa del tubo
en contacto con el iman, para favorecer el vertido y la preservacion del sorbente.
Finalmente, el analito fue eluido del nanomaterial compuesto con 500 pL de HCI 5,0 mol
Lt a 20 °C con agitacién ultrasénica. El eluato fue luego separado mediante el uso de
una jeringa mientras que la fase sélida se mantenia dentro del tubo por contacto del
tubo con un iman externo. Esta solucién fue posteriormente cargada directamente en el
bucle de carga del sistema de inyeccién en flujo modificado descripto en detalle en la
Secciéon 2.2.2.1, para la determinacion de Te por FI-HG-AFS bajo las condiciones

descriptas en la Tabla 3.3.1.

Como la retencion de Te sobre el nanomaterial compuesto se basé en la
interaccion selectiva de la especie Te(IV) con su superficie, el procedimiento seguido
para el andlisis de especiacion involucro el analisis de una segunda alicuota de muestra,
que fue sometida previamente a un paso previo de reduccién quimica cuyos detalles ya
han sido mencionados en la Seccion 2.3.4. De esta manera, la aplicacion del método
desarrollado sobre esta alicuota permitio la determinacion de la concentracion total de
Te inorganico, a partir de la cual se pudo calcular por diferencia la concentracion de
Te(VI).

3.3.3. Optimizacion de las condiciones de extraccion y
selectividad

En esta etapa del trabajo de Tesis Doctoral se llevé a cabo nuevamente la
optimizacion de las distintas variables involucradas en el proceso de extraccion, en
busqueda de las condiciones ideales para la determinacion exacta y precisa de los
analitos. Los resultados obtenidos se encuentran resumidos en la Tabla 3.3.1 y una
discusion profunda de los experimentos realizados para su obtencidn se presenta en las
préximas subsecciones. Todos los resultados mostrados corresponden a experimentos
realizados en batch. Ensayos para lograr la aplicacion de las etapas de extraccion y de
elucién en un sistema en flujo fueron llevados a cabo, pero sin resultados positivos, por
lo que el método definitivo no involucra su aplicacion en linea. Las limitaciones que
impidieron esto estuvieron relacionadas principalmente con la alta compactacion del
material nanoestructurado al ser retenido por un iman externo en el interior de un
conducto. Esto no permitia una buena circulacién de las soluciones de extraccion o de
elucién a través de ellas, dando lugar a eficiencias bajas para ambos procesos, ademas

de una presion excesiva en el interior del sistema de flujo.
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Tabla 3.3.1. Condiciones experimentales e instrumentales 6ptimas para la determinacion de Te
por el método M-D-pu-SPE-FI-HG-AFS desarrollado.

Condiciones instrumentales de AFS

Tipo de lampara HCL

Longitud de onda 214,3 nm
Modo de medicion Altura de pico
Corriente primaria de lampara 60 mA
Corriente adicional lampara (boost current) 0

Voltaje del fotomultiplicador 270V

Condiciones de generacion de hidruros en linea

Volumen de bucle de inyeccion 400 pL

Solucién transportadora HCI 10% (v/v)
Caudal de la solucién transportadora 4,5 mL min*
Solucion reductora NaBH4 1,0% (p/v)
Caudal de la solucion reductora 6,0 mL min*

Gas transportador y caudal Ar, 60 mL min?

Condiciones de generacion de H. suplementario

Concentracion de HCI 25% (v/Iv)
Caudal de la solucién de HCI 10 mL min*
Concentracion de NaBH. 1,0% (p/v)
Caudal de la solucion de NaBH4 10 mL min?
Gas transportador y caudal Ar, 200 mL min?

Condiciones 6ptimas de la M-D-uSPE

pH de extraccién 15

Volumen de muestra 50 mL
Cantidad de sorbente 3,0 mg

Tipo de agitacion para la extraccion Vortex

Tiempo de extraccion 5 min

Tiempo de separacion magnética 5 min

Eluyente HCI 5,0 mol L?
Tipo de agitacion para la elucion Ultrasonido
Volumen de eluyente 500 pL

211



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

3.3.3.1. Efecto del pH

Se ha visto ya en las etapas previas de la presente Tesis que el pH constituye
uno de los pardmetros mas importantes al momento de desarrollar métodos de
preconcentracion, ya que se trata de una variable que condiciona marcadamente las
reacciones e interacciones del analito con las fases extractantes, ya sea por si solos o
via la formacién de complejos de alta estabilidad. Durante esta etapa en particular, el
efecto del pH se vio relacionado principalmente con las propiedades &cido-base de los
analitos y no con su efecto sobre la formacion de un complejo, tal como se describio que
ocurria en las etapas del trabajo de Tesis presentadas en las secciones 3.1y 3.2 del
presente capitulo. La dependencia de la extraccion de las especies Te(IV) y Te(VI) con
este parametro se evalué tanto en presencia como en ausencia del agente complejante
APDC; que habia sido utilizado con excelentes resultados en las extracciones de Se ya
presentadas. Los resultados de los experimentos en ausencia de APDC se presentan
en la Figura 3.3.2. Como se puede observar, la especie Te(IV) fue completamente
extraida a valores de pH por encima de 1,5 y hasta 4,0, mientras que la especie Te(VI)

fue completamente extraida (100%) en el intervalo desde pH = 4,0 en adelante.
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Fig. 3.3.2. Efecto del pH sobre la extraccion de las especies de Te en ausencia del reactivo
APDC vy utilizando el nanomaterial compuesto FesO4@SiO2@PIL. La concentracion de Te fue

de 0,5 pug L* en todos los casos y las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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Los valores de pH para los cuales se observo la extraccion de cada uno de los
analitos estan directamente relacionados con las condiciones de disociacion acido-base
de estos. Los pKa; de los acidos teluroso (H.TeOs) y teldrico (H2TeO.), cuyas
estructuras pueden observarse en la Figura 3.3.3, son 2,48 y 7,68, respectivamente [19].
En consecuencia, la especie Te(lV) puede encontrarse en forma anionica en
condiciones mas &cidas que la especie Te(VI). Esto da lugar a interacciones
electrostaticas entre la especie Te(IV) y el nanomaterial compuesto a valores de pH
menores que en el caso de la especie Te(VI). De esta manera, los resultados parecen
apuntar hacia una interaccion electrostatica entre los grupos imidazolio provenientes de
la estructura del PIL en el material sorbente compuesto, cargados positivamente, y los
analitos en forma aniénica, como responsable de la retencién. Este supuesto fue
apoyado por el hecho de que, en presencia de APDC, la especie Te(IV) no fue retenida
por el material sorbente en todo el rango de pH estudiado. Esto se puede interpretar
teniendo en cuenta que la especie Te(lV) forma selectivamente un complejo
eléctricamente neutro y poco polar con APDC, eliminando asi la posibilidad de
interaccionar electrostaticamente con el sorbente y, por ende, imposibilitando la
retencién del analito. En base a los resultados obtenidos, se determiné un valor de pH
de 1,5 como el 6ptimo para la extraccion selectiva de Te(lV), mientras que se descarto
la utilizaciéon de un agente complejante para asistir al proceso de extraccion como si fue

necesario en las secciones previas del presente trabajo de Tesis.

OH OH

| | _oH
O=Te—=O0O pKa, =248 HO 7Te— OH pKa, = 7.68

| Ho” |

OH OH

Fig 3.3.3. Estructuras y pKas de las especies inorganicas de Te.

3.3.3.2. Volumen de muestra, cantidad de sorbente y
tiempo de extraccion

A mayor volumen de muestra, mayores son los factores de preconcentracion y
de refuerzo de la sensibilidad alcanzables. Sin embargo, como se ha mencionado con
anterioridad, existe un limite dado por la adecuada dispersion del material, la cual se

hace mas dificil de lograr en forma eficiente a medida que aumenta el volumen con el
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cual se lo mezcla. En esta parte del trabajo de Tesis, distintas soluciones con una masa
constante de 0,025 ug de Te(lV) a pH = 1,5 fueron sometidas al proceso de extraccion
utilizando 3,0 mg de sorbente. Como puede apreciarse en la Figura 3.3.4, se alcanzé
una extraccion del 100% del analito en todos los casos a medida que se incrementaba
el volumen de solucién desde 2,0 y hasta 50 mL, valor a partir del cual la extraccion
comenzo a verse afectada. Consecuentemente, 50 mL de muestra (o de volumen final
en el caso de las determinaciones de Te total que requieren un paso previo de
reduccién) fue seleccionado como el volumen 6ptimo para los experimentos
subsiguientes. En comparacién con los desarrollos presentados en las secciones 3.1y
3.2 del presente capitulo, que permitieron la extraccion de Se desde 10 y 15 mL de
muestra como maximo, se hace evidente la gran capacidad del nanomaterial magnético
compuesto utilizado durante esta etapa. Especialmente en términos de su
dispersabilidad en el medio acuoso, que deriva en la posibilidad de utilizarlo para

obtener una eficiente extraccion del analito alin desde elevados volimenes de muestra.
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Fig. 3.3.4. Efecto del volumen de muestra sobre la extraccion de Te(IV). La masa de Te(IV) en

todos los casos fue de 0,025 pg. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Ademas, se realiz6 una evaluacidon de la minima masa de sorbente necesaria
para la extraccion total desde 50 mL de soluciéon de Te(lV) de concentraciéon 10 pg L*
(muy por encima del valor esperado en una muestra real). En este caso, se tomaron

cantidades de entre 1,0 y 5,0 mg de material, lograndose la maxima extraccion a partir
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de 2,0 mg, tal como se puede observar en la Figura 3.3.5. En consecuencia, y con el
objetivo de asegurar la maxima eficiencia de la extraccion, se decidié utilizar 3,0 mg de
nanomaterial en el método definitivo. De cualquier manera, como se puede observar en
la figura, se lograron excelentes eficiencias de extraccién incluso al utilizar 1,0 mg de

nanomaterial compuesto, demostrando su alta capacidad para la retencion del analito.
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Fig. 3.3.5. Efecto de la cantidad de sorbente sobre la extraccion de Te(IV) desde 50 mL de

solucién con una concentracién de la especie de 10 ug L. Las barras de error indican el

desvio estandar con n = 3.

El tiempo requerido para la el andlisis resulta clave también, ya que define la
frecuencia analitica del método desarrollado. En este caso se optimizaron los dos pasos
mas largos del proceso, es decir, la extraccion y la separacion del material por efecto de
la aplicacion de un campo magnético externo. De esta manera, se evalud por una parte
el tiempo de extraccién, manteniendo un tiempo de separacion magnética fijo de 10 min
y, por otra, el tiempo de separacion magnética dejando fijo el tiempo de extracciéon en
10 min. Como se puede observar en los resultados, plasmados en la Figura 3.3.6, tan
solo 5 min de extraccion y 2 min de separaciébn magnética bastaron para obtener la
maxima recuperacion de Te(IV) desde las soluciones estandar. Se decidié entonces
aplicar 6 min para la extraccion y 3 min de separacion magnética, para asegurar la

eficiencia de ambos pasos del proceso.
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Fig. 3.3.6. Efecto del tiempo de extraccién y de separaciébn magnética durante la
preconcentracion de Te(lV) sobre su extraccion. Las barras de error indican el desvio estandar
conn=3.

Finalmente, se evalu6 la capacidad de extraccion del nanomaterial
Fe;0.@SiO,@PIL a través de una isoterma de sorcion a 20 °C, presentada en la Figura
3.3.7. Para la construccion de la misma, se llevaron a cabo experimentos de extracciéon
en batch sobre distintas muestras estandar de pH = 1,5 con distintas concentraciones
iniciales de Te(lV), utilizando 3,0 mg de material sorbente. Una vez separado este
altimo, la concentracion de Te(IV) en equilibrio remanente en el sobrenadante fue
determinada por HG-AFS bajo las condiciones de medicién instrumental detalladas en
la Tabla 3.3.1, pudiendo luego determinarse la concentracion de la especie en equilibrio
en solucién por diferencia con la cantidad inicial. Tal como se puede observar en la
gréfica, la capacidad maxima del material resulté ser de 101 + 6 ug de Te(IV) por mg de
sorbente. Esta alta capacidad de retencién esta justificada considerando dos factores.
El primero de ellos esta relacionado con la superficie cargada positivamente del
nanomaterial compuesto magnético, esquematizada en las Figuras 2.1.4y 3.3.1, que da
lugar a una interaccion electrostatica eficiente con el analito en su forma anibnica.
Mientras tanto, el segundo factor esta vinculado con la naturaleza nanoestructurada del
material por la presencia de las nanoparticulas de FesOa recubiertas con silica en su
estructura, que se traduce en una relacion area-masa significativa y una alta capacidad

de retencién con cantidades bajas de sorbente.
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Fig. 3.3.7. Isoterma de sorcion de Te(lV) sobre el nanomaterial Fe30+@SiO2@PIL a 20 °C. Las
barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

3.3.4. Elucidn de la especie Te(IV)

Debido a la imposibilidad de inyectar suspensiones de cualquier tipo en el
sistema en flujo para la determinacion por FI-HG-AFS, el analito debi6 ser eluido desde
sélido sorbente previo a su determinacion instrumental. Durante la evaluacién de las
condiciones de elucidon todos los experimentos se llevaron a cabo utilizando agitacion
ultrasénica, dado que esta permite un mezclado de fases eficiente cuando los
volimenes involucrados se encuentran por debajo de 1 mL. Una evaluacién preliminar
aport6 indicios de la necesidad de utilizar un eluyente acido, ya que ensayos con NaOH
como eluyente basico y con NaCly NH4CIl como eluyentes de alta fuerza ibnica no dieron
resultados positivos. En cambio, el uso de diversos &cidos minerales aparentaba ser
més prometedor, por lo que en una segunda instancia se realizaron experimentos con
HCI, HNOs, HCIO4 y H,SO4 en tres concentraciones: 1,0, 3,0 y 5,0 mol L. Cabe destacar
en este punto que la eleccion del eluyente se realizé en busqueda de una situacion de
compromiso que permitiera definir condiciones bajo las cuales se obtuviese la mayor
eficiencia de retroextraccion posible del analito desde el material sorbente, pero
considerando también la influencia del acido sobre la generacion de hidruros y la

sensibilidad de la determinacion instrumental por FI-HG-AFS.
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Los resultados mostrados en la Figura 3.3.8 demuestran que la mayor eficiencia
de elucion se logré con HCI a una concentracién de 5,0 mol L. Una posible explicacion
para estos resultados se encuentra en estrecha relacion con la alta acidez de la solucién
eluyente, que induce la protonacién del analito. De esta manera se elimina la capacidad
del mismo de interaccionar con el sorbente al convertirlo en una especie eléctricamente
neutra, imposibilitada de formar el par i6nico responsable de su retencién. Esto se
observa claramente para todos los eluyentes ensayados, ya que la elucibn es mas
eficiente en todos los casos al aumentar la concentracion del acido. Adicionalmente, las
ventajas asociadas al uso de HCl en el proceso de generacion de hidruros, que lo hacen
el 4cido més frecuentemente utilizado en este tipo de técnicas, hacen que su influencia
en la determinacién instrumental por la técnica HG-AFS sea también la méas favorable
para la cuantificacion del analito. Estas se asocian principalmente con la ausencia de
caracter oxidante (que si es caracteristico de los otros acidos ensayados), que evita
cualquier tipo de interferencia con la reaccion de reduccién para obtener el hidruro.
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Fig. 3.3.8. Efecto de diferentes acidos y sus concentraciones sobre la elucion y determinacion
de Te(lV) por FI-HG-AFS, inyectando 400 yL de muestra. Las barras de error indican el desvio

estandar con n = 3.

Otro parametro de considerable importancia durante el desarrollo del método
propuesto fue el volumen de eluyente. En este caso, se pretendia determinar el minimo

volumen de eluyente necesario para poder eluir completamente el analito desde el
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nanomaterial sorbente. Distintos volimenes de solucion de HCI 5,0 mol L se ensayaron
aplicando agitacion ultrasénica durante 15 min a temperatura ambiente. Mediciones
llevadas a cabo en paralelo por agregado de una cantidad conocida de una solucién
estandar de Te(lV) a los eluatos permitieron concluir que el volumen de muestra no tenia
efecto sobre la sensibilidad instrumental de HG-AFS, por lo que se asumié que el
volumen de eluyente afectaba Unicamente a la eficiencia de retroextraccién de la
especie Te(lV). En consecuencia, los resultados de los ensayos con distintos volumenes
de eluyente se presentan en la Figura 3.3.9 como funcion de la recuperacion de Te(IV).
Se encontré en este caso que 500 uL de eluyente permitieron alcanzar la maxima
elucion del analito y la menor dilucién posible del mismo. Por lo tanto, 500 uL de HCI 5,0

mol L fue elegido como la condicién de elucién ideal para el método.
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Fig. 3.3.9. Efecto del volumen de HCI 5,0 mol L utilizado como eluyente de Te(lV). Las barras

de error indican el desvio estandar con n = 3.

Finalmente, la influencia del tiempo y la temperatura necesarios para la elucién
fue también estudiada. En este caso, tiempos de elucién bajo agitacion ultrasénica de
entre 1 y 20 min fueron evaluados a una temperatura de 20 °C, con los resultados
volcados en la Figura 3.3.10. Una vez definido este pardmetro, el efecto de la
temperatura fue evaluado a otros dos niveles: 40 °C y 60 °C. Tal como se observa en la

figura, los resultados indicaron que 10 min a 20 °C eran suficientes para obtener la
maxima retroextraccion del analito.
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Es interesante destacar que, cuando la temperatura del proceso de elucion fue
mayor a 20 °C, la remocion de Te(IV) desde el nanomaterial magnético compuesto
condujo a una sensibilidad mas pobre en las determinaciones por FI-HG-AFS. Este
efecto puede ser una consecuencia de la degradacion parcial del sorbente a altas
concentraciones de HCI, lo que lleva a un aumento de la concentracién de Fe*" y Fe?*
provenientes de las NPs de Fes;O4 en el eluato, que pueden afectar negativamente la
generacion del hidruro de Te(lV) debido al efecto interferente que generan [20]. La
aceleracion de este proceso al aumentar la temperatura podria ser la causa mas
probable de la disminucion de sensibilidad observada. Es importante destacar que esto
resulta ser una ventaja en términos del método definitivo, ya que demuestra que la
elucion 6ptima se puede lograr en condiciones relativamente suaves, que coinciden con
la temperatura ambiente del laboratorio. De esta manera, se evita la necesidad de
calentar la mezcla, haciendo innecesario el uso de instrumental complejo que
aumentaria el costo de aplicacion del método.

Finalmente, el tiempo requerido para una separacion magnética eficiente del
material sorbente fue también optimizado, determinandose que tal solo 3 min resultaban

ser suficientes para la adecuada separacion del eluato con una jeringa.
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Fig. 3.3.10. Efecto del tiempo y la temperatura sobre la elucién de Te(lV) utilizando HCI 5,0 mol

Lt como eluyente. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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3.3.5. Selectividad del método para especies de telurio

Tal como se coment6 en la Seccion 3.3.3.1, la seleccion criteriosa del pH de
extraccion permitié la extraccion selectiva de la especie Te(IV) sin la necesidad de
utilizar un agente complejante. De esta manera, la especie Te(IV) podia ser extraida
cuantitativamente a pH 1,5, mientras que la especie Te(VI) no era retenida en esta
condicion. Adicionalmente, la predominancia cinética de la reaccién de generacion de
hidruros para con la especie Te(IV) representd una segunda etapa de selectividad en el
proceso total. La Tabla 3.3.2 muestra los resultados obtenidos en el estudio de
selectividad para la determinacion de Te(IV) en presencia de Te(VI) a pH 1,5,
demostrando la alta especificidad del método propuesto en esta parte del trabajo de
Tesis para el analisis de especiacion del elemento. El estudio se realizé a
concentraciones de ambas especies en el rango entre 0,05y 1,0 ug L%, resultando en
relaciones molares de Te(IV):Te(VI) de entre 0,05 y 20. Como es posible observar, se
logré una alta selectividad y una muy buena precisién en estas condiciones, con valores

de recuperacién de entre 94% y 106% para la especie tetravalente.

Tabla 3.3.2. Selectividad del método M-D-u-SPE-FI-HG-AFS propuesto para la determinacion
de especies de Te.

Te(lV) Te(VI)
Relaciéon molar
TeV/TeV Inicial Encontrado Recuperacion? Inicial Encontrado Recuperacién?

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

0,05 1,00 1,02 102 0,050 0,052 104
0,1 0,500 0,476 95,2 0,050 0,050 100
0,5 0,100 0,105 105 0,050 0,049 98

1 0,100 0,097 97,0 0,100 0,103 103

2 0,050 0,053 106 0,100 0,104 104
10 0,050 0,047 94,0 0,500 0,486 97,2
20 0,050 0,050 100 1,00 0,997 99,7

aRecuperacion = 100 x [encontrado/ inicial]
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3.3.6. Acoplamiento de un generador de hidruros
miniaturizado para la determinacion de Te(lV) por FI-HG-
AFS

En la Tabla 3.3.1 se presentan las condiciones instrumentales optimizadas para
la determinacién de Te(lV). Durante esta etapa del trabajo, los modos clésicos de
introduccion de muestra en el equipo de HG-AFS recomendados por el fabricante
(inyeccion en flujo discreto o continuo) resultaron insuficientes para alcanzar la maxima
sensibilidad analitica a partir del bajo volumen de eluyente conteniendo Te resultante
del método optimizado. Los elevados caudales de solucion transportadora y reductora,
junto con el gran volumen del separador gas-liquido utilizado en el generador estandar
provisto por el fabricante, resultaban en una dilucién significativa del analito durante la
formacion del hidruro. Esto, I6gicamente, iba en detrimento del objetivo del método
desarrollado de alcanzar una elevada sensibilidad, ya que deterioraba
significativamente los factores de preconcentracién y refuerzo promovidos por la alta
eficiencia de extraccion del método M-D-u-SPE. En consecuencia, con el objetivo de
lograr una generacion de hidruros eficiente a partir de la inyecciéon de un volumen
reducido -los 500 pL resultantes del método M-D-u-SPE-, la posibilidad de acoplar un
segundo generador de hidruros independiente al incluido en el espectrometro AFS fue
evaluada [21, 22].

Para ello, el sistema de generacion de hidruros por inyeccion en flujo propio del
espectrometro AFS, que contaba con un separador gas-liquido de 50 mL de volumen
interno, se utilizd6 exclusivamente para la generacion de una corriente de H, que
permitiese iniciar y mantener estable la llama en la celda de atomizacién. Por otro lado,
un generador de hidruros externo, con un separador gas-liquido de volumen interno de
2,2 mL relleno de esferas de vidrio, fue utilizado para generar la corriente de TeH; a
partir del eluato como parte de un sistema que se encuentra esquematizado en la Figura
2.2.3. Este sistema de inyeccion de muestra contaba con un bucle de inyeccion de 400
UL, que permitia realizar inyecciones reproducibles a partir de los 500 pL de solucion de
HCI 5,0 mol L* utilizados para la elucién del analito. La salida de este generador externo
fue acoplada de manera directa a la celda de atomizacion utilizando un fragmento de
manguera de teflon, de manera tal que el hidruro del analito fuera transportado
directamente hacia el atomizador para su determinacion. Este acoplamiento dio lugar a
la aplicacion de caudales de soluciones transportadora y reductora mucho menores que

los tradicionalmente utilizados en HG-AFS, lo cual resulté en la menor generacion de H;
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obtenido como subproducto y, por ende, en una reduccion significativa en la dilucion del

TeH; gaseoso, mejorando asi la sensibilidad de las determinaciones de Te.

Adicionalmente a la mejora en la sensibilidad, se observé también una reduccién
significativa en el limite de deteccion de Te(lV). Este paso de tener un valor de 0,40 ug
L con el generador de hidruros del instrumento a un valor de 0,12 pug L con el
generador miniaturizado para la determinacion de Te(IV) sin preconcentracién. En la
Figura 3.3.11 se muestran comparativamente las sefiales instrumentales crudas
obtenidas a partir de la inyeccion de 400 uL de solucion estandar de Te(IV) de 50 ug L
1 de concentracion en HCI 5,0 mol L2, utilizando el sistema de inyeccién en flujo
convencional del espectrometro AFS y el generador de hidruros miniaturizado. Las
diferencias en la posicién temporal de los picos se deben exclusivamente a los distintos
programas de inyeccion utilizados y, como se puede observar, la mejora tanto en la

altura como en la forma de los picos lograda es evidente.

Fig. 3.3.11. Sefiales de AFS resultantes de la inyeccion de 400 L de Te(lV) 50 pg L*
utilizando: (A) el sistema de inyeccion en flujo del espectrometro AFS y (B) el generador de
hidruros miniaturizado. Los graficos fueron reescalados automaticamente por el software del
equipo.
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3.3.7. Condiciones Optimas para la generacion de
hidruros y H,

Los factores involucrados en la obtencion de TeH: en el generador de hidruros
miniaturizado y de Hz en el instrumento AFS fueron estudiados y los valores Optimos
para los parametros involucrados en ambos procesos se presentan en la Tabla 3.3.1.
Tal como se observa en la Figura 3.3.12, la mayor sensibilidad en la determinacion de
Te(IV) por HG-AFS se obtuvo con HCI 10% (v/v) a 4,5 mL min't y con NaBH4 1,00%
(p/v) a 6,0 mL min para la formacién del hidruro en el generador miniaturizado. Flujos
ylo concentraciones de solucién reductora mayores a los 6ptimos resultaban en un
deterioro significativo de la sensibilidad de la determinacion, principalmente debido a la
generacion de un exceso de H, en conjunto con el TeH,, que provocaba la dilucién de
este Ultimo antes de llegar al atomizador. Paralelamente, incrementos en el flujo y/o la
concentracion de la solucion transportadora acida resultaban en el desbordamiento del
separador gas-liquido de 2,2 mL, con la consecuente pérdida de analito.

ﬁ/ﬁ
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Y T z T Y T v
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Fig. 3.3.12. Efecto de las variables involucradas en la generacién de TeH:z en el generador de
hidruros miniaturizado utilizado para la determinacién de Te por HG-AFS, bajo las condiciones
especificadas en la Tabla 3.3.1 e inyectando 400 pL de solucién de Te(lV) de 10 ug L. Las

barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Por otro lado, las limitaciones por rebalse del separador gas-liquido no fueron un
impedimento para el funcionamiento normal del sistema de generacion de H. del
instrumento AFS, ya que este se encuentra disefiado para operar a caudales y
concentraciones elevadas de las soluciones transportadoras y reductoras. Los
resultados de la evaluacion de condiciones para este proceso se pueden observar en la
Figura 3.3.13, donde se aprecia que las concentraciones 6ptimas de HCly NaBH, fueron
25% (v/v) y 1,0% (p/v), respectivamente, a caudales de 10 mL mint en ambos casos.
Mas aun, al comparar las figuras 3.3.12 y 3.3.13, se corroboré que la influencia de los
parametros evaluados jugaba un rol mas preponderante en la generacion de TeH: que
en la generacion de H,, observdndose cambios mas marcados a medida que las
variables se alejaban de los valores determinados como Optimos en el primer caso.
Adicionalmente, la evaluacion del caudal de Ar como gas transportador del hidruro y del
H, dio como resultado valores ideales de 60 mL min para el generador de TeH. y de
200 mL min? para el generador de H, quedando una vez mas en evidencia el efecto
del menor volumen del generador gas-liquido adaptado al sistema para la determinacion
de Te(IV).
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Fig 3.3.13. Efecto de las variables involucradas en la generacion de Hz en el sistema de

inyeccion en flujo del instrumento utilizado para la determinacion de Te por HG-AFS, bajo las

condiciones especificadas en la Tabla 3.3.1 e inyectando 400 pL de solucién de Te(lV) de 10

ug L. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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3.3.8. Estudio de potenciales interferentes

Como en todo desarrollo de un método analitico, en esta etapa del trabajo de
Tesis se realizd una evaluacion del efecto de potenciales interferentes en la
determinaciébn de Te. Para esto, se prepararon soluciones estandar con una
concentracion de Te(lV) de 0,50 ug L que fueron adicionadas con diversos iones a
niveles de concentracién similares o ain mayores a los que usualmente pueden
encontrarse en las muestras analizadas en este trabajo. El criterio de tolerancia
adoptado fue el mismo utilizado en las secciones previas de analisis de interferencia, es
decir, las especies fueron consideradas como interferentes cuando generaron una
variacion superior al 5% en la sefial de Te con respecto a la que se obtenia en su
ausencia. De este modo, se observé que los aniones nitrato y sulfato pudieron ser
tolerados hasta concentraciones de 5,0 g L%, mientras que halogenuros comunes como
Cly Br-no generaron cambios significativos recién hasta los 10 g L. En lo que respecta
a los cationes, Na* y K* fueron tolerados hasta 7,5 g L, Ca?" hasta 5,0 g L' y Mg?",
Fe?*, Fe®*" y Zn?" hasta 2,0 g L. Adicionalmente, Co?*, Cu?* y Ni?* no resultaron en

efectos interferentes hasta 1,0 g L.

Como se puede observar, se analizaron en esta etapa algunos iones que no se
habian analizado en las etapas del trabajo de Tesis presentadas en las secciones 3.1y
3.2 del presente capitulo. Esto se debié a que en el presente método no se utilizé un
agente complejante, algo que si fue requerido en los desarrollos previos y que
contribuy6 a la selectividad de estos. De cualquier manera, tal como se observa en los
resultados y como se presentara posteriormente en el analisis de las muestras, las
concentraciones a las cuales estos interferentes tienen un efecto significativo se

encuentran muy por encima de las que pueden verificarse en las muestras analizadas.

3.3.9. Rendimiento analitico

La eficiencia de retencion del nanomaterial Fe;0.@SiO.@PIL hacia Te fue del
100%. Esta propiedad, ademas de demostrar la excelente capacidad de sorcion y
selectividad para con la especie Te(lV) sin la necesidad de utilizar un agente
complejante, muestra el gran potencial que posee el material sorbente para el desarrollo
de métodos de extraccion y de preconcentracién en general. Curvas de calibracién
externas resultantes de la determinacién de las especies de Te fueron obtenidas tras el

analisis de una serie de soluciones estandar sujetas al método de preconcentracion
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propuesto y la deteccion por FI-HG-AFS. La curva de calibracion obtenida para Te(IV)
arrojé un intervalo de respuesta lineal desde concentraciones cercanas al LOQ y hasta
7,5 ug L2, con la siguiente ecuacion de calibracion: 1 = (111 + 2)C + (1,4 + 0,6), donde |
es la intensidad maxima de fluorescencia medida como sefal analitica y C es la
concentracion de Te en ug L (Figura 3.3.14.a). Por otro lado, en el caso de Te(VI), el
rango de linealidad fue desde el LOQ correspondiente hasta 6,0 ug L y la ecuacion de
la curva fue I = (102 £ 2)C - (1,8 £ 0,7) (Figura 3.3.14.b). Los coeficientes de correlaciéon
(R?) para las calibraciones fueron de 0,9980 y 0,9982, respectivamente. Los limites de
deteccidn, calculados al igual que en el resto de la presente Tesis como la concentracion
correspondiente a tres veces el desvio estandar de las mediciones del blanco fueron 1,9
ng L para Te(lV) y 3,7 ng L para Te(VI), este Ultimo obtenido tras la aplicacién del
paso de pre reduccion descripto en la Seccién 2.3.4 sobre una segunda alicuota de las
muestras para la determinacion de Te inorganico total. Los limites de cuantificacion, por
su parte, fueron de 6,3 ng L'y de 12,3 ng L. Los factores de refuerzo de la sensibilidad
obtenidos fueron de 67 (Te'V) y 62 (Te""), mientras que el factor de preconcentracion fue
de 100 para ambas especies. Los desvios estandar relativos, calculados en base a la
aplicacion del método sobre 6 réplicas de concentraciéon de 0,05 pg L?, fueron de 4,3%
para la especie Te(lV) y de 5,1% para la especie Te(VI). Un resumen de los pardmetros
obtenidos a partir del ajuste lineal de las curvas de calibracion y de las cifras de mérito

mas relevantes del método se expone en la Tabla 3.3.3.
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Fig. 3.3.14. Curvas de calibracién para (a) Te(IV) y (b) Te(VI), obtenidas tras la aplicacion del
método M-D-u-SPE-FI-HG-AFS propuesto. Las bandas punteadas representan el intervalo de

confianza (95%) del ajuste lineal.

Tabla 3.3.3. Parametros obtenidos del ajuste lineal de las curvas de calibracion y cifras de mérito
analitico para el método D-u-SPE-FI-HG-AFS desarrollado.

Te(IV) Te(VI)

Curva de calibracion

Pendiente 111+ 2 102 + 2
Ordenada 1,4+ 0,6 -1,8+0,7
R? 0,9980 0,9982

Cifras de mérito analitico

EF 67 62
LOD (ng L?) 1,9 3,7
RSD (%) 4,3 5,1

La frecuencia analitica se calculé teniendo en cuenta el tiempo invertido en cada
una de las etapas involucrados en el método propuesto: a) Retencién de la especie
Te(IV) en el nanomaterial compuesto magnético (6 min), b) recoleccion magnética del
sorbente soélido y separacion desde la fase acuosa (3 min) y c) elucion + separacion

magneética + deteccion instrumental (18 min). Considerando los pasos mencionados, el
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método de preconcentracion completo demandé 25 min por cada muestra. Sin embargo,
dado que seria posible el analisis simultaneo de mdultiples muestras al procesar en
paralelo varios tubos de extraccion, una frecuencia de andlisis de 48 muestras por hora
puede ser esperable, teniendo en cuenta que la mayoria de los pasos no requieren una

manipulacién activa de las muestras.

Asimismo, se evalu6 el desempefio analitico logrado con el método propuesto
mediante su comparacion con otras metodologias SPE aplicadas a la determinacion de
Te en muestras ambientales recientemente reportadas, tal como se realizé también para
las etapas anteriores del trabajo de Tesis. En la Tabla 3.3.4 se puede observar que, en
términos de cifras de mérito analitico tales como el LOD, el método propuesto es
comparable o aun mejor que otros trabajos previamente publicados. EI método
reportado en la referencia [23] resulta en un mejor LOD, aunque este fue logrado a
través del uso de ICP-MS, una técnica que presenta mejores LODs por su
caracteristicas intrinsecas, pero que es a la vez mucho menos accesible en términos de
disponibilidad y costo. También, entre las técnicas en las cuales se ha reportado la
cantidad de sorbente utilizado, el desarrollo presentado en esta seccion resulta ser el
gue menor cantidad requiere por muestra, siendo la diferencia con los otros valores muy
significativa. El segundo método con menor demanda de sorbente requiere 50 mg,
contra los 3,0 mg del método propuesto.

Adicionalmente, y a pesar de ser los sedimentos una de las muestras mas
importantes como indicadores de la presencia prolongada de Te en cursos 0 cuerpos
de agua, el método aqui presentado es el Unico entre los trabajos reportados en la Tabla
3.3.4 que ha sido aplicado a ellos. Otro pardmetro destacable es la frecuencia analitica,
la cual esta reportada solamente en dos de los trabajos de la tabla, que reportan valores
de este pardmetro de 10 y 8 muestras por hora. La frecuencia analitica es crucial al
momento de determinar la utilidad de las metodologias desarrolladas para los
laboratorios de analisis de rutina o servicios, ya que las demandas actuales se enfocan
principalmente en contar con métodos de analisis novedosos que sean rapidos y de bajo
costo. La frecuencia analitica obtenida con la metodologia propuesta en esta parte del
trabajo de tesis fue de 48 muestras por hora, lo cual representa un valor excelente,
especialmente si se considera que se trata de una aplicacion en batch. En comparacion
directa con el método reportado para la preconcentracion de Te en ajos, se puede
destacar que el desarrollo aqui presentado dio lugar a un LOD unas 20 veces menory,
al mismo tiempo, permitio el andlisis de especiacion del elemento, hecho que no habia

logrado el grupo responsable de la publicacion [24].
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Tabla 3.3.4. Métodos analiticos reportados recientemente para la preconcentraciéon y andlisis de especiacion de Te en muestras ambientales y de alimentos.

alisi Volumen Masa de
Método Muestras Extractante Analisis LOD Factor de RSD  estra  sorbente Ref.
especiacion  ng L)  refuerzo (EF) (%) (mL) (ma)
FI-SPE-ETAAS  Agua de canilla ges'”a Dowex 1x o 7 42 58 9 N.R. [9]
FI-SPE +
coprecipitacion . . i
con La(OH)s - Agua de canilla Resina XAD-4 No 66 25 8,3 9 N.R. [9]
ETAAS
Agua de canilla,
SPE-ETAAs  Superficial, Nano-TiO, sobre 40 45 N.R2 100 100 [10]
subterraneay gel de silica
de desecho
NPs magnéticas
MSPE-ICP-MS Aguademar  'ccubentascon 0079  NR. 70 160 50 [23]
silica modificada
con y-MPTMS
Agua mineral, Silica mercapto-
SPE-HGAAS de canillay de i P Si 37 N.R. 51 5 N.R. [25]
modificada
mar
FI-SPE +
coprecipitacion , . i
con La(OH)s - Ajos Resina XAD-4 No 30 10 3,5 25 N.R. [24]
ETAAS
Agua de canilla, 2,6
lluvia, : " v v
M-D-u-SPE-FI-  subterraneay ?;nr;oT:;[fglal S 1,9(Te™) 67 (Te") (Te™) 50 30 Presente
HG-AFS de rio, suelos, pues 3,7 (TeY) 62 (TeV) 3,1 ' trabajo
. Fe304-S|02-PIL
sedimentos y (TeV)

alimentos

N.R.: No reportado. y-MPTMS: y-(3-mercaptopropil)trimetoxisilano.
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Finalmente, el método presentado en esta seccion no solo representa la primera
aplicacion del novedoso nanomaterial hibrido Fe;0.@SiO.@PIL, sino que también
puede considerarse una alternativa libre de solventes volatiles y potencialmente dafiinos
para el medio ambiente, algo que no sucede en varios de los trabajos resumidos en la
Tabla 3.3.4. Sin dudas, este aspecto es fundamental al momento de evaluar el impacto

ambiental de un nuevo método analitico.

3.3.10. Estudios de exactitud de la metodologia analitica
y aplicacion para el analisis de especiacion de telurio en
muestras naturales y de alimentos

Dado que los efectos de matriz resultaron ser despreciables al momento de
analizar las muestras, tal como se comprobd a través de mediciones utilizando el
método de agregado patron, la cuantificacion de las especies de Te se realizé utilizando
las curvas de calibracion externas previamente descriptas. Estas se obtuvieron a partir
del andlisis de soluciones estandar de Te(lV) y Te(VI) preparadas en medio acuoso
luego de la aplicacion del método de preconcentracién optimizado. El andlisis de
especiacion del elemento se realizd sobre distintas muestras de interés ambiental que
presentaron matrices de composicion variada: aguas (de canilla, subterranea, lluvia y
rio) y lixiviados de suelos y sedimentos, cuya preparacion a partir de las muestras fue
descripta en la Seccién 2.3.2. Adicionalmente, el método desarrollado en esta etapa de
la Tesis fue Gtil también para la determinacion de Te en algunas muestras de alimentos:
ajo, brocoli y puerro, cuya preparacion se ha descripto en la Seccién 2.3.3. La relevancia
del analisis de Te en estas muestras reside en que corresponden a plantas conocidas
por sus propiedades acumuladoras y transformadoras de Se inorganico, el cual
comparte diversas propiedades quimicas con el Te, por lo que existe la posibilidad de
que este sea también incorporado [26]. Curiosamente, el analisis sobre muestras de
cebollas sometidas al mismo tratamiento no fue exitoso, obteniéndose recuperaciones
por debajo del 70% al realizarse agregados de soluciones estandar, tanto para Te(IV)
como Te(VI).

Los resultados de todas las determinaciones se presentan en la Tabla 3.3.5.
Adicionalmente a estas, se realizaron estudios de recuperacién sobre todas las
muestras con el objeto de evaluar la exactitud del método para la determinacion de
especies de Te en las diversas matrices analizadas, debido a la inexistencia de

materiales de referencia certificados para estas. De cualquier manera, los resultados
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que arrojaron los estudios de recuperacion fueron positivos, con valores de entre 95,4%
y 105% para las adiciones de Te(lV) y de entre 90,0% y 107% para las de Te(VI). De
esta manera, quedd demostrada la posibilidad de aplicar exitosamente el método
propuesto, incluso para analizar muestras con matrices complejas, tales como los
suelos, sedimentos y alimentos. Es importante notar que la muestra de agua de canilla,
que es de consumo generalizado en la Ciudad de Mendoza, no presentd una
concentracion detectable de ninguna de las especies de Te analizadas. Esto es positivo
a la luz de las caracteristicas toxicas del elemento ya que, si bien no hay aun un limite
legal establecido por el CAdigo Alimentario Argentino para la concentracion de Te en
aguas de consumo (ni tampoco un valor de referencia por parte de la OMS al momento
de redactar esta Tesis), que las concentraciones de las especies se encuentren por
debajo de los LODs es muy importante para preservar la salud de la poblacion. Por otro
lado, si se detectaron concentraciones por encima del LOD en el agua de rio analizada
(del Rio Mendoza en este caso), aunque estas no resultaron ser mas altas que aquellas
usualmente reportadas en este tipo de muestras [27]. Ademas, el andlisis de la mayoria
de las muestras sdlidas (suelos y sedimentos) arrojé concentraciones por encima de los
LODs, aunque estas resultaron ser unas 150 veces mas bajas que las encontradas en
suelos que se consideran contaminados, por lo que se puede asumir que estos no
representan riesgos por exposicion. Las concentraciones determinadas en la muestra
de ajo estuvieron en concordancia con las mencionadas en publicaciones previas en

donde se analizaron muestras similares [24].

Tabla 3.3.5. Resultados del analisis de especiacion de Te en diversas muestras y de los estudios
de recuperacion (n = 3). Las unidades de concentracién se expresan en ug L para las muestras

liquidas y pg g (peso seco) para las muestras de suelos, sedimentos y alimentos.

Te adicionado

L Te(lV) Recup. Te(VI) Recup.
Muestra (Mg L)
encontrado (%) encontrado (%)

Te(IlV) Te(Vl)

- - <LOD - <LOD -
Agua de

0,500 - 0,511+0,011 102 <LOD -
canilla

- 0,500 <LOD - 0,480 + 0,008 96,0

- - < LOD - <LOD
Agua de
i 0,500 - 0,486 + 0,010 97,2 <LOD -

uvia
- 0,500 <LOD - 0,494 + 0,009 98,8

235



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

Agua

subterranea

Agua de rio

Suelo 1

Suelo 2

Suelo 3

Sedimento 1

Sedimento 2

Sedimento 3

Ajo

Broécoli

Puerro

- - <LOD - 0,011 £ 0,002 -
0,500 - 0,496 £ 0,009 99,2 0,010 £ 0,002 -

- 0,500 <LOD - 0,541 + 0,008 106
- - 0,020 £ 0,003 - 0,017 £ 0,002 -
0,500 - 0,529 £0,009 102 0,019 £ 0,002 -

- 0,500 0,021 +0,002 - 0,500 + 0,008 96,6
- - 0,022 £ 0,002 - 0,015+ 0,002 -
0,500 - 0,498 £0,010 95,2 0,016 £ 0,003 -

- 0,500 0,022 +0,003 - 0,532 +0,012 103
- - 0,035+0,003 - 0,012 + 0,002 -
0,500 - 0,547 £0,010 102 0,011 + 0,002 -

- 0,500 0,034 +0,003 - 0,492 £ 0,010 96,0
- - <LOD - 0,014 £ 0,002 -
0,500 - 0,524 £ 0,010 105 0,014 + 0,002 -

- 0,500 <LOD - 0,490 £ 0,009 95,2
- - 0,039 £ 0,004 - 0,022 + 0,003 -
0,500 - 0,522 +0,010 96,6 0,025 + 0,003 -

- 0,500 0,037 +0,003 - 0,558 £ 0,012 107
- - 0,015+0,001 - 0,020 £ 0,002 -
0,500 - 0,492 +0,010 954 0,025 + 0,003 -

- 0,500 0,016 +£0,003 - 0,522 + 0,009 100
- - 0,026 £ 0,004 - 0,022 + 0,002 -
0,500 - 0,546 £ 0,010 104 0,025 + 0,003 -

- 0,500 0,026 +0,003 - 0,472 £ 0,009 90,0
- - 0,041 +£0,005 - 0,022 + 0,004 -
0,500 - 0,563+0,011 104 0,027 £ 0,004 -

- 0,500 0,044 +0,005 - 0,501 + 0,008 95,8
- - <LOD - <LOD

0,500 - 0,496 £ 0,011 99,2 <LOD -

- 0,500 <LOD - 0,504 £ 0,009 101
- - <LOD - <LOD -
0,500 - 0,520 £ 0,013 104 <LOD -

- 0,500 <LOD - 0,511 + 0,008 102

2100x[(encontrado — inicial)/adicionado]
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3.3.11. Conclusiones

En la presente seccion del trabajo de Tesis Doctoral, se desarrollé6 un método
novedoso de preconcentracion y separacion de especies de Te, basado en la técnica
M-D-p-SPE y el empleo de un nanomaterial magnético compuesto resultante de la
combinacion de nanoparticulas magnéticas y un PIL como sorbente sélido. Este método
representa la primera aplicacion de un nanomaterial hibrido preparado con un PIL para
la extraccion directa y preconcentracion de Te, permitiendo asi obtener un incremento
sustancial en la sensibilidad analitica cuando se utilizd la técnica HG-AFS. Las
propiedades excepcionales de extraccion del material, derivadas de la presencia del PIL
y de su naturaleza nanoestructurada, permitieron la retencion eficiente de la especie
Te(lV), mientras que sus propiedades magnéticas simplificaron notablemente los
procesos de recolecciéon del sorbente sélido luego de la extraccién del analito y la
eliminacion de la solucién de desecho. El uso de compuestos potencialmente peligrosos
tales como solventes organicos volatiles no fue necesario, haciendo del método una
alternativa de bajo impacto ambiental, costo reducido y riesgo reducido para la salud de

los laboratoristas.

Para ambas especies de Te se obtuvieron excelentes limites de deteccion,
factores de refuerzo de la sensibilidad y una excelente frecuencia analitica con la
aplicacion del método desarrollado, tras la optimizacion de los diversos factores
relacionados con los pasos de extraccion, separacion y elucion. Mas aun, un andlisis en
profundidad de las condiciones necesarias para la determinacién instrumental con la
técnica HG-AFS, incluyendo la adaptacién de una unidad de generacion de hidruros
externa miniaturizada, permiti6 mejorar la sensibilidad y la eficiencia del sistema de
deteccion de manera significativa. Esto, ademas, hizo posible la lectura instrumental
mediante la inyeccion de un volumen muy reducido de solucion de muestra (500 L de
eluato). Adicionalmente, la metodologia optimizada pudo ser aplicada exitosamente
para la determinacion de Te(IV) y Te(VI) en muestras que presentaron matrices con
composiciones quimicas tan variadas como aguas (de canilla, subterrdnea, de lluvia y
de rio), suelos, sedimentos, ajo, brécoli y puerro, lograndose excelentes recuperaciones
en todos los casos. Consecuentemente, el método desarrollado es sin lugar a dudas
una alternativa eficiente y de bajo costo para la preconcentracion y separacion de

especies de Te en diversas muestras de interés ambiental.
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3.4. MICROEXTRACCION EN PUNTO DE
NUBE ASISTIDA POR UN LIQUIDO IONICO
PARA LA PRECONCENTRACION Y ANALISIS
DE ESPECIACION DE TELURIO

3.4.1. Introduccion

Como se menciond previamente en la presente Tesis Doctoral, el Te es un
elemento poco abundante en la corteza terrestre, toxico y es cada vez mas utilizado en
aplicaciones tecnoldgicas. Por ende, los estudios de su presencia en compartimentos
naturales resultan de creciente interés a nivel mundial. Sin embargo, al encontrarse
usualmente en concentraciones por debajo de las partes por billon en muestras
ambientales, el uso de técnicas altamente sensibles con bajos limites de deteccion se
torna necesario para su eficiente determinacioén. Entre ellas, HG-AAS [1], AFS [2] e ICP-
MS [3] han sido utilizadas para la cuantificacion de este elemento, pero sumando a su
baja concentracion la complejidad de las matrices ambientales y la importancia del
andlisis de especiacion, los métodos de preconcentracibn pasan a representar una

etapa casi obligatoria al momento de analizar muestras de origen natural [4].

En este contexto, la técnica de extraccion en punto de nube (CPE) ha recibido
mucha atencion recientemente como alternativa eficiente para el desarrollo de métodos
de preconcentracion, tanto para la determinacién de analitos hidrofébicos como de
metales complejados. La mayor ventaja de la técnica CPE es que se basa en la
formacion y separacion de micelas de un tensoactivo no iénico en solucion acuosa, lo
que permite concentrar a los analitos en un volumen reducido de fase rica en tensoactivo
[5]. El microambiente micelar Gnico provee excelentes condiciones para una interaccion
eficiente y selectiva con los analitos, resultando en un método simple, de bajo costo,
seguro y rapido [6]. Ademas, la CPE es considerada una técnica amigable con el
ambiente, ya que no involucra el uso de solventes dafiinos usuales en las LLE clasicas,
reemplazéndolos por minimos volimenes de tensoactivos de baja toxicidad e impacto

ambiental [7]. Adicionalmente, la CPE ha probado ser una técnica versatil en relacion
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con el uso de aditivos para mejorar la capacidad extractante de los tensoactivos, tal

como es el caso de los ILs.

Los ILs son uno de los protagonistas principales de la presente Tesis como
representantes de una nueva generacién de solventes alternativos ampliamente
aplicados en el desarrollo de métodos de separacién y extraccion para analisis
elemental [8]. Sus capacidades excepcionales para interaccionar con distintos analitos,
su excelente estabilidad quimica y térmica, su baja presion de vapor y su miscibilidad
con varios solventes los hace candidatos ideales para desarrollos analiticos [9]. Los ILs
han sido utilizados como aditivos en CPE para incrementar la eficiencia de extraccion y
mejorar la determinacion de diversos analitos, tales como: Cu en sangre y muestras
ambientales utilizando naftenato de cetilpiridinio como aditivo [6], el colorante Coralene
Red en aguas utilizando tetrafluoroborato de tetraetilamonio [10], Cd(ll) en aguas de
desecho con hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio [11] y Ni(ll) en muestras
ambientales utilizando también hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio [12].

En el trabajo desarrollado en esta etapa de la Tesis, el efecto del cloruro de 1-
octil-3-metilimidazolio ([Csmim]Cl) como aditivo para mejorar la capacidad de extraccion
del tensoactivo no iénico Triton X-114 fue evaluado no solamente en términos de las
mejoras analiticas resultantes, sino también a nivel molecular. En lo que hace a las
mejoras analiticas, un método CPE asistido por IL (IL-CPE) para la extracciéon y
preconcentracién de Te con determinaciéon por ETAAS fue desarrollado y la versién final
optimizada fue aplicada exitosamente para la determinacion de Te(IV) y Te(VI) en
diversas muestras ambientales complejas, tales como suelos, sedimentos y aguas. A
nivel molecular, se realizaron experimentos de fluorescencia utilizando la sonda de
polaridad Laurdan, de manera de profundizar en el estudio del mecanismo a través del
cual el IL influye sobre el proceso de extraccion micelar. En lo que al autor concierne, al
momento de desarrollar la presente Tesis este trabajo representd la primera aplicaciéon
de una metodologia CPE para la determinacion de Te en muestras ambientales
complejas. Un resumen esquematico del trabajo desarrollado se puede encontrar en la
Figura 3.4.1.
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(1) 1k -
Triton X-114 — \,,7 (“I)
* Te(Iv)-APDC |~ |- =
[Csmim]Cl B (V)

Fig. 3.4.1. Resumen esquematico del desarrollo experimental de la Seccion 3.4. (1)
Componentes de la mezcla de extraccion, (ll) Extraccion del complejo Te(IV)-APDC en micelas

compuestas, (lll) Deteccién por ETAAS, (V) Estudio molecular del efecto del liquido i6nico.

3.4.2. Procedimiento general de microextraccion y
preconcentracion

Un volumen de 10 mL de muestra de agua, de solucion de lixiviado (en el caso
de suelos y sedimentos) o de solucién patrén de Te de concentracién 1,0 pug L* (para
los estudios de optimizacion) fue inicialmente ajustado a pH 4,0 utilizando un buffer
acido citrico/citrato en un tubo de centrifuga de vidrio. Un volumen de 100 pL de una
solucion de APDC 1,0% (p/v) fue luego adicionado a la muestra ajustada y la mezcla se
agité manualmente durante 10 s para obtener el complejo Te(IV)-APDC. Luego, 25 pL
de [Csmim]CI al 5,0% (p/v) y 850 pL de Triton X-114 al 3,0% (p/v) fueron agregados,
ambos como soluciones acuosas. Esta mezcla fue calentada en un bafio de agua a 80
°C durante 30 min para dar lugar a la extraccion de la especie Te(lV) complejada con
APDC por IL-CPE. Tras este periodo, la solucién turbia se centrifug6 durante 10 min a
2090xg para decantar la fase rica en tensoactivo e IL. Los tubos fueron luego enfriados
en una heladera a 4 °C durante 10 min para aumentar la viscosidad de la fase
extractante, permitiendo la facil separacion del sobrenadante por inversion cuidadosa
de los tubos. Finalmente, el extracto fue diluido con 50 pL de etanol absoluto e inyectado
de forma directa en el horno de grafito para la determinacion de Te por ETAAS bajo las

condiciones descriptas en la Tabla 3.4.1.

Como la retencién de Te en la fase micelar de tensoactivo e IL resultd ser
selectiva gracias a la formacion selectiva del complejo Te(IV)-APDC, la estrategia de

especiacion se baso en el analisis de una segunda alicuota de muestra sometida a una
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pre reduccion, cuyo procedimiento detallado se presentd en la Seccion 2.3.4. De esta
manera, el andlisis de esta alicuota por el método desarrollado permitio la determinacion
de la concentracién de Te inorganico total, a partir de la cual se calcul6 la concentracion

de Te(VI) por diferencia entre esta y la concentracion de Te(IV).

Tabla 3.4.1. Condiciones experimentales e instrumentales 6ptimas del método IL-CPE-ETAAS

desarrollado para la determinacion de especies de Te.

Longitud de onda 214,3 nm

Ancho de banda espectral 2,0 nm

Corriente de la lampara (HCL) 15 mA

Modificador de matriz 10 pg Pd [como Pd(NOs3);]

Programa de temperatura de atomizacion electrotérmica

T . Tiempo Flujo de argén
Paso Tiempo de rampa (S) _
(°C) (s) (mL min't)

Secado 1 110 1 30 250
Secado 2 130 15 30 250
Pirdlisis 1 180 90 30 250
Pir6lisis 2 600 90 30 250
Pirdlisis 3 1400 10 15 250
Enfriamiento 300 1 15 250
Atomizacion 2100 0 3 0

Limpieza 2400 1 2 250

Condiciones de IL-CPE

Volumen de muestra 10 mL
Concentracion de APDC 60 pmol L*

pH 4,0
Concentracion [Csmim]Cl 0,005% (p/v)
Volumen Triton X-114 25,5 uL
Temperatura de extraccion 80 °C

Tiempo de extraccion 30 min

Tiempo de centrifugacion 10 min
Diluyente de la fase rica en tensoactivo Etanol absoluto
Volumen de diluyente 50 pL
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3.4.3. Estudios del mecanismo de accion del IL sobre la
extraccion

Experimentos de fluorescencia utlizando Laurdan (2-dimetilamino-6-
dodecanoilnaftaleno), un compuesto aromatico utilizado como sonda de polaridad,
fueron realizados con el objetivo de dilucidar el mecanismo a través del cual el IL
utilizado madificaba las propiedades extractantes del tensoactivo no idnico. Estos fueron
llevados a cabo a una concentracién de 3,0 pmol L de la sonda en soluciones de Triton
X-114 que replicaban las condiciones de extraccion, en presencia y ausencia de
[Camim]Cl, a fines comparativos. Durante las mediciones, los anchos de banda de
excitacion y emisién se fijaron en 3,0 nmy 1,5 nm, respectivamente. La longitud de onda
de excitacion fue de 370 nm y los espectros de emision se colectaron en el rango entre
400 nmy 580 nm a 10 °C, para evitar el enturbiamiento de la solucion por la coalescencia
de las micelas del tensoactivo. La velocidad de escaneo se seleccion6 a 600 nm min*
en todas las mediciones. La polarizacion generalizada (generalized polarization, GP),
una funcion utilizada como indicador de la polaridad del microentorno alrededor de las
moléculas de Laurdan, fue calculada a partir de las intensidades de emisién promedio
utilizando la siguiente ecuacion (Ecuacién 1), adaptada del trabajo de Parasassi y
colaboradores [13]:

GP = Lyz0 — Luss B

- - - Ecuacion 1
T30 + Iysg

donde lsz0 € lags son las intensidades de emision promedio a 430 nm y 488 nm, las

longitudes de onda correspondientes a los maximos en los espectros de emision de

Laurdan en mezclas Triton X-114/[Csmim]Cl y agua/metanol, respectivamente.

3.4.4. Optimizacion de las condiciones de extraccion y
selectividad

Con el objetivo de optimizar las diferentes variables involucradas en el proceso
de extraccion, se evalud el efecto de estas sobre la eficiencia de extraccion de los
analitos. Un analisis detallado de cada uno de los parametros se puede encontrar en las
proximas subsecciones. En este contexto, tres de los aspectos evaluados considerados

como claves en la etapa de extraccién (pH, tipo de tensoactivo e IL), fueron estudiados
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en simultdneo para evitar obviar las posibles interacciones cruzadas que pudieran existir
entre ellos. Un resumen de las condiciones experimentales e instrumentales resultantes

se puede encontrar en la Tabla 3.4.1.

3.4.4.1. Tipo de agente complejante y su concentracion

Los métodos de extraccion CPE estan basados en el equilibrio de particion de
los analitos entre una fase acuosa y una fase hidrofébica rica en tensoactivo y aditivo
(de haberlo), lo cual la hace inefectiva para la extraccion directa de especies polares o
cargadas, tales como los oxoaniones de las especies Te(IV) y Te(VI). Debido a esto, la
adiciobn de un agente quelante es usualmente un requerimiento para la extraccion
eficiente de este tipo de analitos. En este trabajo, APDC y DDTC a valores de pH de 4,0
y 7,0, respectivamente, fueron evaluados y comparados a distintas concentraciones.
Estos reactivos dan lugar a la formacién de complejos poco polares con la especie
Te(lV), lo cual ademéas de contribuir a alcanzar un alto rendimiento de extraccion,
permite una eficiente discriminacién de especies gracias a esta selectividad, de igual

manera que en el caso del Se.

Los resultados de estos experimentos se presentan en la Figura 3.4.2, donde se
puede observar que, a concentraciones bajas, tanto el APDC como el DDTC dan lugar
a eficiencias de extraccion similares. Sin embargo, a concentraciones mayores, ambos
casos llegan a una meseta de capacidad extractante, siendo el APDC visiblemente mas
eficiente que el DDTC. Esto se debe probablemente a la menor polaridad del complejo
Te(IV)-APDC en comparacion con el complejo Te(IV)-DDTC, lo cual favorece la
extraccion del primero en la fase rica en tensoactivo. En consecuencia, APDC fue
elegido como complejante para los experimentos subsiguientes, con una concentracion
de 6,0 x 10° mol L. Esta concentraciéon de complejante representa un exceso molar de
aproximadamente 45, teniendo en cuenta la concentracion de Te(IV) en las soluciones
estandar utilizadas para la optimizacion de las variables del proceso. Este valor es
practicamente la mitad del que resultdé ser necesario para la extraccion de Se(IV)
utilizando APDC en los las secciones 3.1 y 3.2 de esta Tesis y puede considerarse
consecuencia de una mayor afinidad del APDC para con la especie Te(lV) en
comparacion con Se(lV). Una tendencia similar se observé durante el desarrollo del
método descripto en la proxima seccion, en la cual se analizan simultaneamente ambos
elementos. A la vez, es interesante notar que no se observé una disminucion en la
extraccion del analito para concentraciones de los complejantes por encima de la cual

resultd en la maxima extraccion, lo cual puede ser un indicio de que no existié co-
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extraccion de APDC, como si sucedié durante la extraccion de Se(lV) con el hibrido

nanosilica-[C12mim]Br (Seccién 3.2.4.1).

100
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Concentracién del complejante (mol L™)
Fig. 3.4.2. Efecto de la concentracién de APDC y de DDTC sobre la extraccién de Te(lV) por

IL-CPE. La concentraciéon de analito en todos los casos fue de 1,0 ug L. Las barras de error

indican el desvio estandar con n = 3.

3.4.4.2. Efecto del pH, tipo de tensoactivo y liquido iénico

Con el objetivo de no obviar posibles interacciones cruzadas entre los factores
mas importantes relacionados con la extraccién del complejo Te(IV)-APDC, diferentes
fases extractantes a distintos valores de pH se evaluaron simultdneamente. Para esto,
combinaciones de tensoactivos no idnicos de la familia de los Triton (X-100 y X-114) y
diferentes ILs ([Csmim]Cl, [Ciomim]Br y [Pa44.4,1]CH3S04) fueron evaluados a 4 valores

de pH: 1,0, 2,0, 4,0y 6,0.

Inicialmente, la extraccién de Te(lV) utilizando algunas de las combinaciones

propuestas no fue factible:

e El uso de Triton X-100, independientemente del pH y del IL con el cual se
combinase, no dio lugar a la separacion de fases tras 30 min de extraccion IL-CPE

a 90 °C, ya que la fase rica en tensoactivo volvia a disolverse en la fase acuosa
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durante el paso de centrifugacion para la separacion de fases. Debido a la poca
practicidad de trabajar a temperaturas mayores a 90 °C con muestras acuosas, el
uso de este tensoactivo se descarto.

e En los experimentos con Triton X-114 y [Ciomim]Br como aditivo no se observo
separacion de fases alguna tras 30 min de calentamiento a 90 °C. Si bien en
experimentos paralelos se habia determinado una temperatura de punto de nube
de (26 + 1) °C para Triton X-114 puro, se ha reportado que la presencia de ILs de
imidazolio con cadenas alquilicas largas incrementa significativamente este valor
para los tensoactivos de esta familia, dandose asi comportamientos como el

observado en este caso [14].

Las restantes combinaciones de Triton X-114 e ILs si dieron lugar a la separacion
eficiente de la fase rica en tensoactivo a diferentes valores de pH, permitiendo asi la
extraccion del complejo Te(IV)-APDC, cuya dependencia con las distintas condiciones
ensayadas se puede observar en la Figura 3.4.3. En este caso, se obtuvo una extracciéon
del analito éptima a pH 4,0 utilizando [Csmim]Cl en conjunto con Triton X-114,
confirmando asi el efecto positivo del IL como aditivo para CPE a este pH. La adicion de
[P4.4,.41]CH3SO4 también dio lugar a una mejora en la capacidad de extraccion del
tensoactivo, con un maximo también a pH = 4,0, aunque en este caso la extraccion no
fue tan eficiente como con [Csmim]Cl, probablemente debido a la mayor hidrofobicidad
del IL de imidazolio en relacién con el de fosfonio, por la presencia de la cadena alquilica
de ocho atomos de carbono. De esta manera, [Csmim]Cl fue seleccionado como aditivo

para el desarrollo del método con Triton X-114.
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Fig. 3.4.3. Efecto de diversos liquidos iénicos como aditivos para la CPE de Te(lV) 1,0 ug L
con Triton X-114 como fase micelar. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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Una segunda evaluacion mas detallada y precisa del pH se llevo a cabo una vez
determinada la combinacion de tensoactivo e IL ideal, en el rango entre 1,0 y 9,0, con
los resultados que se observan en la Figura 3.4.4. Dos conclusiones importantes
pudieron ser derivadas a partir de estos resultados. La primera fue la confirmacion de
que la extraccién de Te(lV) alcanzaba un maximo a pH 4,0. Este es coincidente con el
valor 6ptimo usualmente reportado para la formacion del complejo Te(IV)-APDC,
demostrando asi que la formacion de este es el factor clave relacionado con la influencia
del pH en el proceso de extraccion [15]. La segunda tiene que ver con el hecho de que
la especie hexavalente Te(VI) no se extrajo de manera significativa a lo largo de todo el
rango evaluado, confirmando asi también la selectividad del método, conferida por la
complejacion especifica de Te(IV) por parte del APDC. Teniendo esto en cuenta, un pH
de 4,0 fue elegido para los experimentos subsiguientes. Se evalué también la influencia
del buffer acido citrico/citrato de pH = 4,0 hasta una concentracién de 0,50 mol L para
el ajuste de este parametro, sin observarse ningun efecto sobre el rendimiento del

método por su presencia.
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Fig. 3.4.4. Efecto del pH sobre la selectividad y eficiencia de extraccion de las especies de Te.
Las concentraciones en todos los casos fueron de 1,0 yg L. Las barras de error indican el

desvio estandar con n = 3.

Con el pH éptimo y la eleccion del sistema Triton X-114/[Csmim]Cl ya definidos,

las concentraciones de ambos reactivos fueron evaluadas con los resultados
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presentados en la Figura 3.4.5. Como se puede observar en la misma, la extraccion de
la especie Te(IV) se vio incrementada en la medida en la que el volumen de Triton X-
114 aumentaba, llegando a un maximo con 25,5 yL (que equivale a una concentracién

de 0,255% p/v en el medio), valor a partir del cual esta se mantuvo constante.
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Fig. 3.4.5. Eficiencia de extraccion de Te(IV) en funcidn de: a) volumen de Triton X-114 y b)

concentracion de [Csmim]Cl en el medio de extraccion. La concentracion de Te(lV) fue de 1,0

Mg LL. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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Este comportamiento debié ser analizado teniendo en cuenta la existencia de
dos factores con efectos opuestos. Al aumentar la concentracion de tensoactivo, la
eficiencia de extraccién de Te(IV) en las micelas del mismo aumentaba también. Sin
embargo, el aumento en volumen también significaba una mayor dilucién del analito en
la fase extractante, afectando negativamente su preconcentracion. De esta manera, el
valor minimo de volumen de tensoactivo para el cual se observa el maximo representa
el volumen de fase extractante que maximiza la extracciéon del analito y minimiza su

dilucién, por lo que fue seleccionado como el volumen 6ptimo para el método.

Una tendencia similar se observé con concentraciones crecientes de [Csmim]Cl
(Figura 3.4.5.b), con un mejoramiento de la extraccibn a medida que aumentaba
inicialmente la concentracion de IL y un posterior deterioro a partir de 0,005% (p/v) en
adelante. Teniendo en cuenta que esta concentracion representa un agregado de tan
solo 1,25 L de IL a la mezcla, estos resultados no pueden ser explicados en términos
de la dilucion del analito, ya que los cambios en el volumen total de fase extractante
resultantes de estos agregados no se condicen con los efectos observados en la
extraccion de Te(IV)-APDC. En cambio, estos resultados si pueden ser explicados
considerando la penetracion de las moléculas de IL (especialmente del cation
imidazolio) en la estructura de las micelas de tensoactivo. Esto genera una disminucion
en la polaridad interna de las micelas cuando las concentraciones del IL son bajas y un
posterior aumento de la polaridad a medida que mas y mas moléculas de IL se
incorporan a la estructura organizada de tensoactivo como consecuencia de los

aumentos en su concentracion (mas detalles se describen en la Seccion 3.4.5).

3.4.4.3. Influencia del volumen de muestra, fuerza ionica,
temperatura y tiempo de extraccion

En la busqueda de maximizar el volumen de muestra sobre el cual se pudiera
aplicar el método IL-CPE eficientemente, muestras de entre 2,0 y 50 mL con una masa
constante de Te(IV)-APDC de 0,010 pg se sometieron al método de preconcentracion y
se evalud la extraccion del analito en todos los casos. En base a los resultados,
presentados en la Figura 3.4.6, se puede observar que la maxima eficiencia de
extraccion alcanzada fue del 90%, con volumenes de muestra de hasta 10 mL. Por
encima de este valor, la eficiencia de extraccion decrecia, por lo que este fue
seleccionado como el éptimo para el desarrollo del método. La disminucién en la
extraccion observada con volimenes mayores a 10 mL se debe probablemente a que

la concentracion de micelas durante la IL-CPE en estas condiciones se vuelve
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insuficiente para extraer la totalidad del analito. Si bien utilizar una mayor cantidad de
fase extractante seria una solucion para esto, la consecuente dilucién del analito
contrarrestaria el efecto positivo, por lo que se decidié mantener un volumen de 10 mL
de muestra con 25,5 yL de Triton X-114 y 1,25 pL de [Csmim]Cl como condiciones
ideales, para evitar aumentar innecesariamente las complicaciones asociadas al método

sin obtener ningun beneficio aparente en términos analiticos.
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Fig. 3.4.6. Efecto del volumen de muestra sobre la extraccion de Te(IV) tras su extraccion

desde soluciones con una masa constante de 0,010 pg. Las barras de error indican el desvio

estandar con n = 3.

La fuerza ionica del medio es también usualmente considerada como un factor
clave en CPE, ya que los sistemas micelares son fuertemente influenciados por la
salinidad del medio circundante. Un estudio del efecto de la presencia de sal sobre la
extraccion del complejo Te(lIV)-APDC se llev6 a cabo utilizando NaNO3z; como compuesto
salino modelo a distintas concentraciones. Se observé un maximo del 90% en la
eficiencia de extraccion (equivalente a una mejora del 50% respecto al caso sin sal) con
una concentracion de NaNOs de 0,25% (p/v). Concentraciones por encima de este valor
resultaron en un decrecimiento progresivo de la extraccion hasta valores de alrededor
del 65% para una concentracion de sal del 1,0% (p/v), mientras que concentraciones
mayores que esta no modificaron la extraccion significativamente desde ese punto en

adelante. Cuando la concentracion de NaNOs superaba el 4,0% (p/v), la fase rica en
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tensoactivo no podia ser eficientemente separada por centrifugacion debido a la alta
densidad del medio acuoso causada por la presencia de concentraciones de sal tan
elevadas. Los resultados de la evaluacion de la fuerza iénica se presentan en la Figura
3.4.7.
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Fig. 3.4.7. Eficiencia de extraccion de Te(IV) como funcion de la fuerza iénica (representada

por la concentracion de NaNO3). 1,0 ug L de Te(lV) se utiliz6 en todos los experimentos. Las

barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Es importante destacar que existen dos factores vinculados con la concentracion
salina que generan efectos significativos sobre el rendimiento de extraccién obtenido en
CPE. El principal de ellos esta relacionado con el llamado “efecto salting out”, que
favorece la separacion de la fase micelar desde la fase acuosa y la particién de los
analitos poco polares hacia la primera [16]. El segundo -y generalmente menos
considerado- factor es el incremento en la viscosidad de la fase acuosa generada por la
sal solubilizada [11]. Este impacta negativamente al coeficiente de difusion de los
analitos desde la fase acuosa hacia la fase micelar, afectando asi su extraccion. La
combinacién de estos fendbmenos explica los resultados obtenidos en esta etapa del

trabajo.

Como parametros adicionales, el tiempo y la temperatura de IL-CPE fueron

también fundamentales en el desarrollo del método, ya que son determinantes tanto
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para la eficiencia de la extraccion en si como para la posterior separacion de fases.
Diferentes combinaciones de tiempos y temperaturas fueron evaluadas en simultaneo
(ya que sus efectos se encuentran intimamente relacionados), con los resultados que
se presentan en la Figura 3.4.8. La combinacién tiempo/temperatura 6ptima resulté ser
un periodo de 30 min a 80 °C. Tiempos menores a 30 min manteniendo la temperatura
de 80 °C resultaron en buenas separaciones de fases, pero con recuperaciones de
Te(IV) menores a la ideal. Teniendo en cuenta que la transferencia del complejo Te(IV)-
APDC hacia las micelas es rapida gracias a la gran area superficial del sistema micelar,
es probable que este efecto esté relacionado con una separacion incompleta de la fase
micelar. Por otro lado, temperaturas menores a 80 °C no dieron lugar a buenas
separaciones de fase tras la extraccion; esto es: la fase rica en tensoactivo se redisolvia
parcialmente en la fase acuosa durante la centrifugacion tras haber llegado al punto de
nube, siendo esto facilmente observable al comparar el volumen de fase extractante
obtenida en cada uno de los casos por inspeccion visual. En consecuencia, una
disminucion en la eficiencia de extraccion fue observada en estos casos, ya que una
fraccion significativa de micelas cargadas con el analito permanecieron en el

sobrenadante tras la centrifugacion.
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Fig. 3.4.8. Efecto del tiempo y la temperatura de CPE sobre la extraccion de Te(IV). Todos los
experimentos se realizaron a una concentracion de 1,0 ug L. Las barras de error indican el

desvio estandar con n = 3.
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Adicionalmente, tiempos mayores a 30 min y temperaturas superiores a los 80
°C también resultaron en una reduccién en la extraccion de Te(lV). Este fenémeno
puede ser atribuido a la baja estabilidad del APDC y de sus complejos en medios
acuosos, especialmente tras lapsos de tiempo considerables a altas temperaturas. De
esta manera, resulta l6gico suponer que tanto la formacion como la extraccién del
complejo Te(IV)-APDC se vieran significativamente afectadas por estos tiempos y

temperaturas [17].

3.4.5. Evaluacion del efecto del liquido idnico sobre el
microambiente micelar de extraccion

El Laurdan es una sonda utilizada ampliamente en estudios de fluorescencia, ya
que su espectro de emision es altamente sensible a la polaridad del microambiente en
el cual la molécula se encuentra inmersa. En particular, la relacion entre las intensidades
de sus dos picos de emision principales (a 430 nm y 488 nm en este caso), representada
por la funcién de polarizacion generalizada (GP, Ecuacion 1 en la Seccion 3.4.3)
depende directamente del medio que rodea al fluoréforo [18]. En esta parte del trabajo,
el Laurdan fue utilizado como sonda para estudiar la polaridad de las micelas de Triton
X-114 en distintas condiciones. La Figura 3.4.9 muestra los espectros de fluorescencia
de la molécula en soluciones acuosas de Triton X-114 y de Triton X-114 + [Csmim]Cl en
las concentraciones Optimas para la extraccion de Te(lV)-APDC, asi como con un
exceso del IL. Como se puede observar, la emision del fluoréforo resulté ser claramente
distinta en cada uno de los casos, asi como su GP, lo cual permitié explicar el efecto del
IL sobre la extraccion de Te(IV)-APDC.

La GP del Laurdan en una solucién de Triton X-114 de concentracion 0,255%
(p/v) dio un valor de (-0,23), que se incrementé a 0,28 en presencia de [Csmim]ClI
0,005% (p/v) en el medio. Ambos valores se encontraron bien por encima del valor de
(-0,89) calculado a partir del espectro de la sonda en una mezcla metanol/agua, que
representa el medio mas polar en el cual el Laurdan es soluble (este espectro no se
muestra en la Figura 3.4.9). El incremento en la GP al adicionar el IL se encontrd
asociado a una reduccion en la polaridad del medio que rodeaba al fluoréforo, fenémeno
gue puede ser atribuido a una disminucién en la polaridad interna de las micelas de
Triton X-114 debido a la presencia del IL. Esto es una consecuencia directa de la
penetracion del IL en las micelas, reemplazando a moléculas del tensoactivo en la
estructura ordenada de las mismas, tal como se muestra esquematicamente en la Figura
3.4.1.
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Fig. 3.4.9. Espectros de fluorescencia de Laurdan en soluciones acuosas de Triton X-114 cony

sin la adicién de [Csmim]Cl. Las condiciones de las mediciones se encuentran detalladas en la
Seccién 3.4.5.

Ademas, cuando la concentracion de IL fue aumentada a 0,02 % (p/v), un valor
cuatro veces por encima del ideal, la GP de la sonda disminuyé hasta un valor de (-
0,34). Esto corresponde a una mayor polaridad del microentorno de la molécula
fluorescente cuando la concentracién de IL supera su valor optimo para el método,
incluso en comparacién con las micelas de Triton X-114 puro. El efecto observado se
debe probablemente a la formacion de micelas mixtas, que se vuelven menos
compactas a medida que aumenta la relacion molar entre el IL y el tensoactivo cuando
la concentracién del primero supera su valor éptimo. Esto permite la penetracion de
moléculas de agua con el consecuente aumento de la polaridad interna de las micelas,
afectando negativamente su capacidad de extraccion del analito [14]. Estos resultados
explicaron el aumento en la extraccion de Te(IV)-APDC en presencia de [Csmim]Cl
0,005% (p/v) y la subsecuente disminucién a concentraciones de IL mayores, debido a
un fendmeno de particion mas favorable para el complejo hidrofébico hacia la fase
extractante causada por una disminucién en la polaridad de las micelas, que luego se

revirtio al aumentar ain mas la concentraciéon de IL.
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3.4.6. Selectividad del método para especies de telurio

Con el objetivo de profundizar el estudio de la capacidad de discriminacion de
especies como consecuencia de la utilizaciéon de APDC como complejante a pH = 4,0,
la evaluacion de la selectividad del método se realizé de la manera presentada en las
etapas experimentales previas de este trabajo de Tesis. Para esto, soluciones sintéticas
con distintas relaciones molares Te(VI)/Te(lV) fueron sometidas al método de
preconcentracion, con los resultados presentados en la Tabla 3.4.2. Una excelente
precision y una alta selectividad fueron obtenidas en las condiciones ensayadas, con
recuperaciones de entre 96,0% y 106% para Te(IV) en presencia de excesos molares
de Te(VI) de hasta 20, lo cual representa una relacibn muy por encima de las esperadas

en cualquier tipo de muestra natural.

Tabla 3.4.2. Selectividad del método IL-CPE-ETAAS propuesto para la determinacion de
especies de Te.

Te(lV) Te(VI)
Relacién molar

TeVTelv Inicial Encontrado Recup.2 Inicial Encontrado Recup.

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

0,05 1,00 1,00 £ 0,02 100 0,050 0,052 + 0,003 104
0,1 0,500 0,524 + 0,008 105 0,050 0,047 + 0,001 94,0
0,5 0,100 0,097 + 0,002 97,0 0,050 0,052 + 0,002 104

1 0,100 0,099 + 0,002 99,0 0,100 0,105 = 0,006 105

2 0,050 0,048 + 0,003 96,0 0,100 0,098 + 0,005 98,0

10 0,050 0,050 = 0,003 100 0,500 0,519 + 0,009 104
20 0,050 0,053 + 0,003 106 1,00 0,98 £ 0,01 98,2

aRecuperacion = 100 x (encontrado / inicial)

3.4.7. Determinacion de telurio en la fase extractante

La inyeccion directa de la fase extractante rica en Triton X-114 y [Csmim]Cl en el
horno de grafito para la determinacion por ETAAS no fue posible en este caso, ya que
su alta viscosidad impedia la medicion reproducible del volumen de inyeccion. Sumado

a esto, su alta carga de materia organica afectaba negativamente la sensibilidad de las
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determinaciones. Por esta razon, se decidié utilizar un diluyente y realizar un ajuste
acorde a las condiciones de la determinacién por ETAAS para lograr mediciones

sensibles y repetibles.

3.4.7.1 Eleccidn del diluyente

Diversos diluyentes para la fase extractante fueron ensayados y su efecto sobre
la repetibilidad y sensibilidad de las determinaciones fue evaluado. Para estos
experimentos, 25, 50 y 100 pL de metanol y etanol, con y sin HNO3 al 1,0% (v/v), fueron
adicionados a la fase rica en tensoactivo e IL tras la extraccion optimizada de Te(lV) e
inyectados en el horno de grafito para su determinacién por ETAAS. Los resultados,
presentados en la Figura 3.4.10, revelaron que la adicion de 50 puL de etanol resultaba
en las mejores sefales, practicamente duplicando la sensibilidad promedio obtenida en
las mediciones sin dilucién y mejorando la reproducibilidad significativamente, tal como
se pude observar en las barras de error de la figura. Este volumen represent6 un buen
equilibrio entre la mejora en la reproducibilidad y la dilucién del analito extraido. En la
figura no se muestran los resultados de los diluyentes con agregado de acido nitrico, ya

que estos no fueron significativamente distintos a los obtenidos con los alcoholes puros.
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Fig. 3.4.10. Efecto de la adicion de distintos volimenes de diluyentes a la fase extractante
sobre las sefiales obtenidas en la determinacién de Te por ETAAS. Las barras de error indican

el desvio estandar con n = 3.
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El uso de 25 pL de diluyente no fue suficiente para lograr una reduccién en la
viscosidad de la fase extractante en ninguno de los dos casos, haciendo su inyeccién
poco reproducible dada la dificultad de asegurar la adecuada succién y expulsion de la
mezcla al manipularla con la micropipeta. Mientras tanto, el uso de 100 pL resulté en
una viscosidad adecuada para las inyecciones, pero significé una excesiva dilucion del
analito. Debido a que las sefiales obtenidas con metanol fueron levemente peores en
términos de sensibilidad que las obtenidas con etanol, y que la adicién de HNO3; no
resulté en diferencias significativas, 50 pL de etanol absoluto fueron utilizados en los

experimentos siguientes como diluyente de la fase de extraccion.

3.4.7.2. Optimizacion de las condiciones de ETAAS

Es importante mencionar que, con el método de extraccion utilizado en esta
etapa del trabajo de Tesis, la alta carga organica presente en el extracto final (Triton X-
114 + [Csmim]CI + APDC + etanol) caus6 una disminucion significativa en la sensibilidad
de las determinaciones por ETAAS. Consecuentemente, y al igual que en las etapas
instrumentales presentadas en las secciones 3.1 y 3.2, se aplic6 un programa con
distintas etapas de pirdlisis para lograr una descomposicion eficiente de la matriz sin
volatilizar al analito (Tabla 3.4.1). De manera similar a lo realizado en las secciones
previas, se aplicaron tres etapas de pirdlisis en el programa de temperaturas; las
primeras dos se fijaron a 180 °C y 600 °C, teniendo en cuenta las recomendaciones del
fabricante del equipo, y la tercera se optimiz6 en el rango entre 1000 °C y 1500 °C.
Como se puede observar en los resultados presentados en la curva de pirdlisis de la
Figura 3.4.11, una temperatura de 1400 °C resultd ser 6ptima para la tercera etapa de
descomposicion de la matriz. Una vez definida esta, se llevo a cabo la optimizacion de
la temperatura de atomizacién en el rango entre 1800 °C y 2200 °C (el maximo
recomendado para las determinaciones de Te). Se encontr6 entonces que 2100 °C
resultaba ser la temperatura 6ptima de atomizacién, tal como se puede observar en la
curva de atomizacién de la Figura 3.4.11. En adicion a estas etapas optimizadas, un
paso de enfriamiento a 300 °C entre la ultima de pir6lisis y la de atomizacién resultd

necesario para obtener picos de absorcion gaussianos y completos.
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Fig. 3.4.11. Curvas de pirdlisis y atomizacion para la determinacion de Te por ETAAS tras su
preconcentracién por IL-CPE, bajo las condiciones especificadas en la Tabla 3.4.1. Las barras

de error indican el desvio estandar con n = 3.

Las condiciones estandar para la determinacion de Te en términos de
modificadores de matriz resultaron ser 6ptimas para las determinaciones por ETAAS en
este caso. Es decir, se utilizaron 20 pL de una soluciéon de Pd(NOs). de 500 mg L en
HNO3 0,1 mol L como modificador y se inyectaron 40 pL del eluato diluido con etanol
en cada medicién. El volumen de este Gltimo fue el maximo posible que se pudo inyectar
sin producirse pérdidas de la sensibilidad por las proyecciones de solucién ocurridas en
el horno de grafito, como consecuencia del burbujeo intenso por la presencia del
tensoactivo en la mezcla. La utilizaciéon de un segundo modificador, tal como es el caso
del Cu en las determinaciones de Se por esta técnica, no fue necesaria en esta etapa,
ya que no se observaron efectos negativos en la sensibilidad de las determinaciones

que pudiesen ocurrir como resultado de la volatilizacion del complejo Te(IV)-APDC.

3.4.8. Estudio de potenciales interferencias
Una vez optimizados los diferentes parametros que determinan la eficiencia de
extraccion, se evaluo el efecto de potenciales interferentes en la preconcentracion de

Te(lV) por el método IL-CPE desarrollado. En ese caso, se mantuvo el criterio de que la

260



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

concentracion limite para cada interferente fuera aquella que pudiera ocasionar un
desvio mayor al 5% en la recuperacién de Te(IV) agregado a las soluciones estandar,
con respecto al caso libre de interferentes. De esta manera, se evaluaron interferentes
comunmente encontrados en las muestras objetivo, a partir de las concentraciones en
las que suelen encontrarse en estas. Se observo que Cl~ y Br~ fueron tolerados hasta
10 g L, mientras que NO3;~ y SO~ lo fueron hasta 5,0 g L. Respecto a los cationes,
Na*y K* no interfirieron hasta una concentracién de 7,5 g L, Ca?* hasta 5,0 g L' y Mg?*
y Zn?* hasta 2,0 g L. Adicionalmente, se confirmé que las sefiales de blancos no se

vieran significativamente afectadas por la presencia de las especies evaluadas.

3.4.9. Rendimiento analitico

Curvas de calibracién externas para Te(IV) y Te(VI) fueron obtenidas tras la
aplicacion del método optimizado a una series de soluciones estandar de concentracion
conocida de los analitos y las correspondientes determinaciones por ETAAS. Se
observé un intervalo lineal desde concentraciones cercanas al LOQ hasta 6,2 ug L*?,
con un coeficiente de correlacién de 0,9987, para Te(lV) (Figura 3.4.12.a) y desde el
LOQ correspondiente hasta aproximadamente 6,0 pug L, con un R? de 0,9974, para
Te(VI) (Fig. 3.4.12.b). Los limites de deteccion fueron de 1,1 ng L para Te(lV) y de 1,7
ng L para Te(VI), respectivamente, y fueron calculados de la misma manera que a lo
largo de todo el presente trabajo de tesis: como tres veces la concentracion
correspondiente al desvio estandar de 5 réplicas de mediciones de los blancos
correspondientes. Los limites de cuantificacién, calculados como 10 veces la
concentracion correspondiente al desvio estandar de las mismas 5 réplicas de los
blancos, fueron de 3,7 ng L'y 5,7 ng L%, respectivamente, para Te(IV) y Te(VI). Los
factores de refuerzo de la sensibilidad para las especies fueron de 87 y 55,
respectivamente, y se obtuvieron a partir de la relacion entre las pendientes de las
curvas de calibracion con y sin la preconcentracion. Como se puede observar, hubo un
deterioro importante del factor de refuerzo de Te(VI) en relacion al valor obtenido para
Te(IV), probablemente por efecto de la alta carga salina resultante del proceso de pre
reduccion y el posterior acondicionamiento de la muestra para la aplicacion del método

optimizado para Te(IV).
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Fig. 3.4.12. Curvas de calibracién para (a) Te(IV) y (b) Te(VI), obtenidas tras la aplicacion del
método IL-CPE-ETAAS optimizado. Las lineas punteadas representan los limites de los

intervalos de confianza al 95% del ajuste lineal.

El factor de preconcentracion no resulto facil de calcular en este caso, debido a
la dificultad de determinar con certeza el volumen exacto de la fase extractante tras la

aplicacion del método. Si se considera un volumen de 26,75 pL (25,5 pL de Triton X-
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114 y 1,25 pL de [Csmim]Cl) mas los 50 uL de etanol como diluyente, el valor de este
parametro seria de 117. Los desvios estandar relativos para 6 determinaciones llevadas
a cabo en una misma sesién de experimentos fueron de 3,9% y 5,0% para Te(lV) y
Te(VI) en concentraciones de 0,05 ug L, respectivamente, y de 2,0% y 3,4% a una
concentracion de 1,0 pug L. Estas determinaciones fueron repetidas en 5 dias diferentes
también, dando lugar a desvios estandar relativos inter-dia de 4,5% y 7,1% para las
determinaciones a 0,05 ug L'y de 2,8% y 3,1% con las soluciones estandar de 1 ug L
1, Un resumen de los parametros derivados del ajuste lineal de las curvas de calibracion,
sumado a las cifras de mérito analitico mas relevantes del método, se presenta en la
Tabla 3.4.3.

Tabla 3.4.3. Parametros surgidos del ajuste lineal de las curvas de calibracion y cifras de mérito
analitico para el método IL-CPE-ETAAS desarrollado.

Te(IV) Te(VI)

Curva de calibracion

Pendiente 0,278 + 0,004 0,187 + 0,004
Ordenada 0,009 + 0,001 -0,004 + 0,001
R? 0,9984 0,9974

Cifras de mérito analitico

EF 87 55
LOD (ng L) 1,1 1,7
3,9 (0,05 Lt 5,0 (0,05 L1
RSD (%) ( Mg L) ( Mg L)
2,0(1,0puglL? 3,4(1,0ugL?

La frecuencia analitica (cantidad de muestras que se pueden tratar por unidad
de tiempo) dependi6 fuertemente en esta etapa del trabajo de Tesis del equipamiento
disponible en el laboratorio, ya que el método permite el tratamiento simultaneo de
multiples muestras. Si bien el proceso conlleva un paso de extraccion IL-CPE de media
hora a 80 °C, este se puede realizar sobre mas de una muestra en forma simultanea,
haciendo que la frecuencia analitica dependa, por ejemplo, de la capacidad del bafio
termostético usado o de la centrifuga con la que se lleva a cabo posteriormente la
separacion de fases. En el desarrollo aqui presentado, el cuello de botella fue el paso
de centrifugacion, ya que se contd con una centrifuga de 16 tubos de capacidad. El uso

de esta dio lugar a una frecuencia de andlisis de 32 muestras por hora.

Adicionalmente, y como se ha presentado para las etapas anteriores de la

presente Tesis, las caracteristicas analiticas del método desarrollado se evaluaron en
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comparacion con otros méetodos de preconcentracion de Te por LLE aplicados sobre
muestras de interés ambiental. Las caracteristicas mas sobresalientes de estos
métodos se encuentran detalladas en la Tabla 3.4.4. Como se puede observar, la
aplicacion del método desarrollado dio lugar a LODs por debajo de la mayoria de los
reportados y al mismo nivel que un trabajo que involucra el uso de ICP-MS, una técnica
instrumental intrinsecamente mejor en términos de LOD y sensibilidad que la ETAAS,
pero que por otro lado presenta un costo notablemente mayor que esta. Adicionalmente,
el trabajo aqui presentado es el Unico que ha sido aplicado a muestras de sedimentos,
gue son indicadores importantes de la presencia cronica de Te en aguas. Finalmente,
el uso de solventes organicos peligrosos, tales como tolueno, CCls y bromobenceno,
utilizados en tres de los métodos reportados [15, 19, 20], fue evitado en el desarrollo
aqui presentado, al igual que en la mayor parte de la presente Tesis. Esto significa una
ventaja en términos de la reduccién del impacto ambiental de su aplicacion y en

concordancia con los preceptos de la Quimica Verde.

3.4.10. Estudios de exactitud de la metodologia analitica
y aplicacidn para el analisis de especiacion de telurio en
muestras ambientales

Los efectos de matriz causados por las muestras resultaron despreciables tras
la aplicacion del método IL-CPE desarrollado, tal como quedd demostrado por
mediciones llevadas a cabo utilizando el método del agregado patron sobre las
muestras. Esto permitio la cuantificacion de las especies de Te de forma directa a partir
de las curvas de calibracion externas presentadas y discutidas en detalle en la seccion
previa. Distintas muestras de origen ambiental con diversos niveles de complejidad de
matriz fueron sometidas al método de preconcentraciéon: aguas de canilla, rio, mar y
subterraneas, junto con tres lixiviados de suelo y tres de sedimentos, con los resultados
presentados en la Tabla 3.4.5. Las concentraciones de Te(IV) y Te(VI) encontradas en
estas fueron similares a las encontradas en las muestras analizadas con el método
descripto en la Seccion 3.3 de la presente Tesis y se encuentran también en
concordancia con otros reportes [1, 19, 22]. Es importante aclarar a esta altura que la
muestra de agua de mar analizada en esta Seccion, proveniente de la ciudad de La
Serena, en Coquimbo, Chile, no fue la misma que la analizada por el método M-D-p-
SPE-FI-HG-AFS presentado en la Seccion 3.3 (proveniente de la ciudad de Vifa del
Mar, en Valparaiso, Chile), por lo que esos resultados no pudieron ser comparados de

manera directa.
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Tabla 3.4.4. Métodos analiticos reportados recientemente de preconcentracion y analisis de especiaciéon de Te con extraccion liquido-liquido en muestras

ambientales.
flisis d Factor de RSD Volumen
Método Muestras Extractante Analisis de LOD_l refuerzo (%) muestra Ref.
especiacion  (ng L™) (EF) (mL)
Agua de canilla,
DLLME-ETAAS rio, mary CCly Si 4 N.R. 3,6 5 [19]
desecho
Agua de
DLLME-ETV- . Bromobenceno .
ICP-MS consumo, rioy + metanol Si 0,56 95 8,5 5 [20]
subterranea
USAE- Agljrialod?n;?nllla,
SFODME- » mary Undecan-1-ol No 3 342 3,4 14 [21]
subterranea.
ETAAS .
Suelo estandar
i i Agua de canilla, 4 (TeV)
HF-LPME rio, mary Tolueno Si Vi 520 3,5 10 [15]
ETAAS 6 (Te")
desecho y suelos
Agua de canilla,
H \"A \" v
IL-CPE subtelrlrljé\\;:ZA y de Triton X-114 + S 1,1(Te™) 87 (Te™) 3.9 (Te) 10 Presente
i VI VI VI H
fio, suelos y [Cemim]ClI 1,7 (Te¥)y  55(TeY) 5,0 (TeY) trabajo
sedimentos

N.R.: No reportado. ETV-ICP-MS: Espectrometria de masas con plasma de acoplamiento inductivo y vaporizacion electrotérmica; USAE-SFODME: microextraccion por

emulsificacion y solidificacion de gota orgéanica asistida por ultrasonido.
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Tabla 3.4.5. Resultados del analisis de especiacién de Te en diversas muestras y estudios de

recuperacioén (n = 3). Todas las concentraciones son en unidades de pg L para las muestras

liquidas y de pg g (peso seco) para las muestras de suelos y sedimentos.

Te adicionado

Te(lV) Recup. Te(VI) Recup.
Muestra (ug LY
encontrado (%)? encontrado (%)
Te(lV) Te(VI)
- - <LOD - <LOD -
Agua de
_ 0,500 - 0,518+ 0,011 104 <LOD -
canilla
- 0,500 <LOD - 0,489 + 0,008 97,8
- - 0,036 £ 0,006 - 0,030 £ 0,005
Aguademar 0,500 - 0,512+0,011 95,2 0,028 + 0,005 -
- 0,500 0,039+0,006 - 0,499 £ 0,009 93,8
- - <LOD - 0,011 + 0,002 -
Agua
i 0,500 - 0,504 £ 0,010 101 0,010 + 0,002 -
subterranea
- 0,500 <LOD - 0,531 + 0,007 104
- - 0,008 + 0,002 - 0,011 + 0,002 -
Agua derio 0,500 - 0,519+ 0,009 102 0,019 + 0,002 -
- 0,500 0,009+0,002 - 0,498 + 0,008 97,4
- - 0,025+ 0,003 - 0,015+ 0,002 -
Suelo 1 0,500 - 0,524+ 0,010 99,8 0,016 £ 0,003 -
- 0,500 0,022 +0,003 - 0,513+0,012 99,6
- - <LOD - 0,011 + 0,002 -
Suelo 2 0,500 - 0,495+ 0,010 99,0 0,012 £ 0,003 -
- 0,500 <LOD - 0,541 + 0,010 106
- - 0,019 +0,002 - 0,014 + 0,002 -
Suelo 3 0,500 - 0,499 + 0,009 96,0 0,014 + 0,002 -
- 0,500 0,021+0,002 - 0,524 + 0,010 102
- - 0,032 +0,004 - 0,028 + 0,003 -
Sedimento1 0,500 - 0,532+ 0,010 100 0,025 + 0,003 -
- 0,500 0,037+0,003 - 0,505+ 0,011 954
- - 0,018 +0,001 - 0,021 + 0,002 -
Sedimento2 0,500 - 0,516 £ 0,010 99,6 0,025 +£ 0,003 -
- 0,500 0,016 +0,003 - 0,526 + 0,010 101
- - 0,016 + 0,004 - 0,007 + 0,002 -
Sedimento 3 0,500 - 0,546 + 0,012 106 0,009 + 0,003 -
- 0,500 0,016 +0,003 - 0,507 + 0,009 100

2100x[(encontrado — inicial)/adicionado]
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Adicionalmente, se realizaron estudios de recuperacion sobre las muestras
adicionadas con los analitos para evaluar la exactitud del método propuesto, ante la
imposibilidad de contar con materiales de referencia certificados para especies de Te
en las muestras de interés. Los resultados de los ensayos de recuperacién se presentan
también en la Tabla 3.4.5, junto con los resultados de las determinaciones en las
muestras. Se obtuvieron recuperaciones en los rangos 95,2% - 106% y 93,8% y 106%
para Te(lV) y Te(VI), respectivamente. Esto demuestra la potencialidad del método IL-
CPE propuesto para el andlisis de especiacion de Te, incluso en matrices complejas
como las aqui estudiadas.

3.4.11. Conclusiones

En esta etapa del trabajo de Tesis Doctoral, se desarroll6 un método de
preconcentracion y separaciéon de especies de Te basado en la aplicacion de la técnica
CPE con la novedosa inclusion de un IL. Se demostrd que la adicién de ILs tal como el
[Camim]Cl al sistema extraccién micelar puede mejorar significativamente la extraccion
de Te(lV). Este efecto fue exitosamente estudiado utilizando la sonda de polaridad
Laurdan y se pudo determinar que el IL incrementé la capacidad extractiva del
tensoactivo a través de una reduccion significativa en la polaridad interna de las micelas.
De esta manera, las observaciones realizadas en el presente trabajo permiten concluir
gue los ILs puede ser no sélo excelentes fases para la extraccion de diversos tipos de
analitos, sino que ademdas pueden combinarse exitosamente con otros medios

extractantes para reforzar su rendimiento.

En términos analiticos, la metodologia desarrollada fue exitosamente aplicada
para la determinacion de Te(lV) y Te(VI) en muestras con diversas complejidades de
matriz: aguas de canilla, rio, subterranea y de mar, asi como en lixiviados de suelos y
sedimentos, lograndose excelentes recuperaciones en todos los ensayos de adicion. El
método propuesto puede ser considerado un protocolo eficiente y de bajo costo para el
andlisis de especiacion de Te en muestras de relevancia ambiental, ya que representa
una alternativa simple y rdpida para el andlisis de rutina. Adicionalmente, al igual que en
el resto del trabajo de tesis, no se utilizaron sustancias potencialmente peligrosas, como
por ejemplo solventes organicos volatiles, lo cual hace del método una alternativa
amigable con el ambiente. EI método desarrollado demostré tener excelentes
caracteristicas analiticas en términos de la capacidad de extraccion y del limite de
deteccidn tras la optimizacion de todos los factores involucrados tanto en el proceso IL-

CPE como en la determinacion instrumental por ETAAS.
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3.5. MICROEXTRACCION POR FORMACION
IN SITU DE UN LIQUIDO IONICO PARA LA
PRECONCENTRACION Y ANALISIS DE
ESPECIACION SIMULTANEOS DE SELENIO
Y TELURIO EN LINEA

3.5.1. Introduccion

Los andlisis de especiacion de Se y Te son de vital importancia, ya que sus
reactividades, biodisponibilidades y toxicidades dependen fuertemente del estado
quimico en el que se encuentran en los diversos compartimentos ambientales [1, 2].
Ademas, dado que las propiedades quimicas de los dos elementos son similares, la
determinacion de ambos de forma simultanea es deseable, ya que suelen encontrarse
juntos. Sin embargo, debido a las bajas concentraciones en las que suelen estar
presentes en la mayoria de las muestras ambientales, la necesidad de técnicas de alta

sensibilidad y bajo limite de deteccién se vuelve critica [3, 4].

La cuantificacion simultidnea de los dos elementos de interés de la presente Tesis
se ha llevado a cabo con anterioridad utilizando diversas técnicas analiticas, tales como
HG-AFS [5], espectrofotometria UV-Vis asistida por técnicas quimiométricas [6] e ICP-
MS [7]. Sin embargo, tal como ha sido anticipado en secciones anteriores del presente
capitulo, sus bajas concentraciones y la complejidad de algunas matrices naturales se
traducen en dificultades severas para la determinacion precisa de estos elementos de
manera directa [8]. Los métodos de preconcentracion surgen entonces como variantes
para superar estas dificultades, ya que no solo dan lugar a incrementos en la
concentracion de los analitos, sino que también permiten la eliminacién (al menos
parcial) de la matriz, reduciendo considerablemente los efectos interferentes producidos
por esta en la determinacion instrumental [8]. El desarrollo de métodos de
preconcentracion para la determinacion simultanea de ultra trazas de Se y Te es un
desafio que no habia sido ampliamente resuelto al momento de la realizacion de la

presente Tesis, encontrandose apenas un pufiado de reportes utilizando distintas
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técnicas de extraccion y detectores, incluyendo HF-LPME con ETAAS [9] y tanto SPE
clasica como MSPE con deteccién por ICP-MS [10, 11].

Los ILs han sido el hilo conductor de esta Tesis debido a sus caracteristicas
particulares, que los hacen ideales para aplicaciones analiticas: i) alta flexibilidad para
lograr propiedades fisicoquimicas “a medida”, ii) presion de vapor despreciable vy iii)
capacidad de interactuar con diversos analitos via interacciones ionicas, no polares o
incluso especificas para un dado elemento [12]. La mayoria de las aplicaciones de los
ILs en quimica analitica han involucrado su uso como solventes en microextracciones
dispersivas. Estas se basan en la dispersion de unos pocos microlitros de IL en una
muestra liquida para lograr un contacto intimo entre fases, lo cual facilita y acelera la
transferencia de masa de los analitos, derivando asi en extracciones de alta eficiencia.
Sin embargo, una de las desventajas principales de esta familia de técnicas es la
necesidad de utilizar un segundo solvente dispersante, que suele ser un compuesto

organico, volatil y toxico [13].

Teniendo presentes dichos aspectos, existen modificaciones de la técnica de
microextraccion dispersiva mas clasica, la DLLME, que hacen uso de las propiedades
de ciertos ILs para evitar el uso de solventes dispersantes. Entre ellas, la
microextracciéon por formacion in situ de IL (IL-ISFME) promueve la formaciéon de un IL
hidrofébico altamente dispersado a través de una reaccion de intercambio i6nico
directamente en el seno de la muestra liquida, favoreciendo asi la transferencia de
analitos no polares hacia la fase hidréfoba emergente [14]. Esta técnica posee diversas
ventajas, tales como una elevada robustez en medios altamente salinos, gran
simplicidad y, sobre todo, extrema rapidez del proceso de extraccion [15]. Ademas, la
posibilidad de desarrollar la técnica en linea plantea como ventaja adicional la reduccion
del consumo de reactivos y la manipulacion de muestras, sumado a la eliminacion de
pasos que suelen demandar un tiempo significativo, tales como la mezcla de fases con

agitadores mecanicos y las separaciones por centrifugacion o decantacion.

En esta etapa del trabajo de Tesis, se presenta el desarrollo de un método
basado en la técnica IL-ISFME en linea para la preconcentracion y analisis de
especiacion simultdneos de Se y Te. Cabe destacar que, al momento de ser
desarrollado y publicado, el método propuesto representd la primera aplicacion de la
técnica IL-ISFME para la determinacion de ambos elementos, mas aln de manera
simultanea y en linea. La técnica IL-ISFME se desarrollé por completo en un sistema de
andlisis en flujo incluyéndose todas las etapas, es decir, la formacion, separacion e

inyeccion de la fase extractante, las cuales se realizaron en linea utilizando una micro
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columna acoplada a la deteccién por HG-AFS. La optimizacién de los parametros
asociados a estos procesos dio lugar a una extraccién eficiente, selectiva y sensible. El
método desarrollado fue preciso, rapido y robusto, tal como demuestra su aplicacién
sobre muestras con matrices complejas tales como aguas de rio y mar y lixiviados de
suelos y sedimentos. Un resumen esquematico del trabajo presentado en este capitulo

se encuentra representado en la Figura 3.5.1.

Se + Te + APDC

+ [Cgmim]CI
Micro columna
\ de algodon A
HG-AFS
4 A

HNO,/MeOH

Microgotas de [Cgmim]PFg

Fig. 3.5.1. Resumen esquematico del desarrollo experimental de la Seccion 3.5.

3.5.2. Procedimiento general de microextraccion vy
preconcentracion

Un volumen de 15 mL de muestra de agua, solucion de lixiviado -en el caso de
muestras de suelos y sedimentos- o de solucién estandar con 5,0 ug L™ de Se(IV) y
Te(lV) -durante los estudios de optimizacién del método-, fueron inicialmente ajustados
a pH = 4,0 utilizando un buffer de &cido citrico/citrato, para la determinacién de Te(IV) y
Se(lV). La muestra ajustada fue mezclada con 250 pL de solucién etandlica de APDC
al 1,0% (p/v) y 500 pL de solucién acuosa al 5,0% (p/v) del IL [Csmim]Cl. La mezcla
resultante fue propulsada a 4,5 mL min™ hacia el sistema de inyeccién en flujo mediante
una bomba peristaltica y mezclada con una solucién saturada de KPFs, bombeada a
0,30 mL min, para dar lugar a la formacién en flujo del IL hidrofébico [Csmim]PFs en un
bucle de mezclado de 1,0 m de largo y con un didmetro interno de 0,50 mm. Los
caudales fueron controlados ajustando la velocidad de las bombas peristalticas tras su
calibracion (esto es, la determinacion de la relacién entre la velocidad de rotacion de la
bomba y la velocidad de flujo resultante en mL min?) para las diversas mangueras de

Tygon® utilizadas. La mezcla resultante atravesé luego una micro columna de vidrio (2,6
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cm de largo x 2,5 mm de didmetro interno) rellena con algodon, para la retencion de la
fase [Csmim]PFe que contenia los analitos complejados (etapa “preconcentracién” en la
Figura 3.5.2). Esta Ultima fue construida rellenando con algodén comercial una micro
columna de vidrio borosilicato con las dimensiones mencionadas y luego ajustando en
sus extremos adaptadores de Tygon®, que fueron a la vez conectados con los micro
canales de Teflon que componian el sistema de flujo.

1) Preconcentracion
BM

D
[ : HCI (l AFS
| BZ —
| NaBH,— w
T | \ SGL
KPFg |
D
Microgotas [Cgmim]PFg
Muestra + APDC
+ [Cgmim]ClI
2) Elucion
7N\
A B i
{ HCI ( AFS
BZ Wl
NaBH,— b
\ SGL
D
3) Medicion
D
HCI (0 AFS
BZ VAU
NaBH,— o
\ SGL
D

Fig. 3.5.2. Representacion esquemética del sistema IL-ISFME-HG-AFS en flujo para la
determinacion de Se y Te. BM: bucle de mezcla, B: bomba, pC: micro columna, BC: bucle de
carga para inyeccion, D: desecho, SGL: separador gas-liquido, AFS: espectrémetro de

fluorescencia atémica.
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Subsecuentemente, la elucion de los analitos fue llevada a cabo por el bombeo
de 250 pL de una solucién de HNOs; 5,0 mol L** en metanol (con un 10% de agua
proveniente del 4cido concentrado) a través de la micro columna, con una caudal de
0,20 mL min‘t. Luego de atravesar la columna, el eluato fue directamente cargado en el
bucle de carga del sistema de generacion de hidruros por inyeccién en flujo modificado
(etapa “elucion” en la Figura 3.5.2) para la determinacion de Se y Te por HG-AFS (etapa
“medicién” en la Figura 3.5.2). Finalmente, el sistema de enjuagd en tres pasos previo
al siguiente ciclo de preconcentracion utilizando metanol, agua y solucién acuosa

tamponada con el buffer &cido citrico/citrato.

El sistema de inyeccion en flujo utilizado en esta etapa del trabajo para las
determinaciones por HG-AFS con volumen reducido fue similar al utilizado en la Seccion
3.3 del presente Capitulo (descripto en detalle en la Seccién 2.2.2.1). Sin embargo, la
principal diferencia se encontré en la capacidad del bucle de carga, que en este caso
fue de 210 pL para adaptarse mejor a los 250 L de eluyente utilizados. Las condiciones
detalladas de todo el proceso se pueden observar en la Tabla 3.5.1 y una representacion

esquematica del sistema en flujo y de su uso se presentan en la Figura 3.5.2.

Como la retencion de Se y Te en la fase hidrofébica generada in situ en la matriz
acuosa de la muestra se basé en la formacion selectiva de complejos de APDC de las
especies Se(lV) y Te(lV), el analisis de especiacion consistié en someter a una segunda
alicuota de muestra a una pre reduccion, cuyo desarrollo detallado se presentd en la
Seccién 2.3.4. De esta manera, el analisis de esta alicuota por el método optimizado
permitié la determinacién de las concentraciones de Se y Te inorganicos totales, a partir
de las cuales se pudieron calcular las concentraciones de Se(VI) y Te(VI) por diferencia

con las concentraciones de Se(IV) y Te(IV).

3.5.3. Optimizacion de las condiciones de extraccion y
selectividad

En concordancia con el desarrollo de las etapas previas de esta Tesis, se
optimizaron las diferentes variables involucradas en los procesos de extraccion, elucion
y medicion, con el objetivo de maximizar la eficiencia del proceso. Si bien diversos
pardmetros pudieron ser optimizados independientemente, los aspectos relacionados
con la aplicacion en linea del proceso, como por ejemplo el caudal de las soluciones y

las dimensiones de la micro columna, se encontraban fuertemente interrelacionados.
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Tabla 3.5.1. Condiciones experimentales e instrumentales 6ptimas del método IL-ISFME-HG-

AFS desarrollado para la determinacion de especies de Se y Te.

Condiciones instrumentales de AFS

Longitudes de onda
Modo de medicion

196,0 nm (Se), 214,3 nm (Te)
Altura de pico

Corrientes primarias de ldmparas 15 mA
Corrientes adicionales de lamparas (boost 0
currents)

Voltaje del fotomultiplicador 300V

Condiciones de generacion de hidruros en linea

Volumen del bucle de inyeccion 210 pL

Solucién transportadora HCI 6,0 mol L*
Caudal de la solucién transportadora 3,0 mL min?t
Solucion reductora NaBH40,80% (p/v)
Caudal de la solucion reductora 4,0 mL min*

Gas transportador y caudal Ar, 60 mL min?

Condiciones de generacion de H, suplementario

Concentracion de HCI 3,0 mol L?
Caudal de la solucion de HCI 10 mL min?
Concentracion de NaBH4 1,0% (p/v)
Caudal de la solucién de NaBH4 10 mL min?

Gas transportador y caudal

Ar, 200 mL min*

Condiciones optimas de la IL-ISFME

pH de extraccion 4.0

Volumen de muestra 15 mL
Concentracion de APDC 6,1 x 10°° mol L?
Masa de [Csmim]CI 25 ug

Masa de KPFg 84 mg

Longitud del bucle de mezcla 1,0m

Caudal de la muestra 4.5 mL min?

Dimensiones de la columna

Relleno de la columna

2,6 cmx 2,5 mm

Algodon

Eluyente HNO3 5 mol L** en metanol
Volumen del eluyente 250 pL
Caudal del eluyente 0,20 mL mint
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En consecuencia, estos fueron evaluados simultaneamente para evitar la omisién de

cualquier interaccion cruzada que pudiera existir entre ellos.

Los estudios presentados en las secciones 3.5.3.1 y 3.5.3.2 se realizaron en
modo batch, en tubos de centrifuga de vidrio sin utilizar el sistema de flujo, y la eficiencia
de las condiciones determinadas como Optimas en estos fue confirmada en los
experimentos en linea que se desarrollaron posteriormente. Los parametros estudiados
desde la Seccion 3.5.3.3 en adelante se evaluaron en linea, utilizando el sistema
esquematizado en la Figura 3.5.2. Un resumen de todos los resultados se presenta en
la Tabla 3.5.1.

3.5.3.1. Eleccion del liquido idnico y su concentracion

La seleccion del IL para la extraccidén y analisis de especiacion simultaneas de

Sey Te se realiz6é considerando de tres factores:

La capacidad de extraccion de los analitos.

2. Lacapacidad de ser retenido por una micro columna y subsecuentemente eluido
de la misma.

3. Su comportamiento durante la reaccion de generacion de hidruros previo a las

mediciones por AFS.

En este estudio se evaluaron cuatro ILs solubles en agua de la familia de los
imidazolios, con Cl~ y Br— como contraiones, para la formacion de ILs insolubles tras
una reaccion de metatesis con PFg~: [Camim]Cl, [Cemim]ClI, [Csmim]Cl y [C12mim]Br.
Dado que el extractante en si no era el IL soluble en agua, sino el IL insoluble de PFs~
formado, el efecto del anién presente en el IL de partida pudo considerarse como

despreciable.

Distintas cantidades de cada IL y de KPFg -manteniendo en esta primera
instancia una relacién molar constante entre ambos- fueron ensayadas. Los resultados
en términos de las eficiencias de extraccion de Se y de Te se presentan en la Tabla
3.5.2. Como se puede observar, no se presentan resultados para los ILs que contenian
a los cationes [C.mim]* o [Ciomim]*. Esto se debe a inconvenientes practicos que
surgieron como consecuencia de su uso. Por ejemplo, se observé una solubilizacion
significativa del IL [Csamim]PFs en agua, por lo que la extraccion fue deficiente y la

separacion de fases no tuvo lugar. Mientras tanto, por otro lado, el [Ci.2mim]PFs resulté
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ser sélido a temperatura ambiente y bajo las condiciones de trabajo. Esto ultimo
resultaba beneficioso en términos de su separacidon desde la muestra, facilitandola
enormemente, pero representaba un inconveniente para las determinaciones por HG-
AFS, ya que su presencia generaba una cantidad excesiva de espuma durante la
generaciéon de hidruros, rebalsando el separador gas-liquido y contaminando las
tuberias del sistema generador. Como se muestra en la Tabla 3.5.2, tanto [Ceémim]PFe
como [Csmim]PFs resultaron ser efectivos para la extraccion del complejo Se(IV)-APDC,
pero el tltimo resultd ser mas eficiente para Te(IV)-APDC. Esto se debié probablemente
a la mayor hidrofobicidad del [Csmim]PFs por sobre el [Csmim]PFs, como consecuencia
del mayor tamafio de su cadena alquilica. Por esto, el [Csmim]Cl fue seleccionado como
el IL éptimo para la reaccion de metéatesis responsable de la extraccion de los analitos.

Tabla 3.5.2. Efecto de distintas combinaciones de IL y KPFs sobre las extracciones de Se(IV) y
Te(IV) complejados con APDC, tras su extraccion por IL-ISFME y determinacion por HG-AFS
(n=3).

Masa IL Masa KPFs Extraccién Extraccién

* (H9) (mg) Se(lV) (%) Te(IV) (%)
[Csmim]CI 25 42 94+4 74+4
[Cemim]CI 50 84 100+5 70+4
[Csmim]CI 100 168 97+4 70+5
[Csmim]CI 25 42 100+5 99 +4
[Csmim]CI 50 84 93+5 98 +4
[Csmim]CI 100 168 106 £ 7 98+5

Una vez seleccionado el [Csmim]PFs como el mejor extractante, se evaluaron
distintas relaciones molares de [Csmim]Cl y KPFs con el objetivo de encontrar una
condicién Optima para la formacion de la fase hidrofoba y la extraccion de los analitos.
Los resultados se pueden observar en la Tabla 3.5.3. Estos se presentan como funcion
de la sefial analitica (la intensidad de fluorescencia del maximo del pico de AFS), ya que
se observo que la sensibilidad del instrumento HG-AFS dependia fuertemente de la
concentracion de ambos reactivos. Los casos que no presentan sefial alguna
representan combinaciones que no dieron lugar a la formacién de la fase extractante.
Tal como muestra la tabla, el uso de 25 ug de IL y de 336 mg de KPFs arrojé la maxima
sefial posible. Sin embargo, a los efectos de reducir el consumo de reactivos, se decidié

utilizar 25 pg de IL y de 84 mg de KPFs en los experimentos subsiguientes, ya que esta
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combinacién no significaba una reduccion considerable en la capacidad de extraccion

del sistema, pero disminuia el consumo de KPF¢ en un 75%.

Tabla 3.5.3. Efecto de distintas combinaciones de cantidades de [Csmim]Cl y KPFs sobre las

sefiales analiticas de Se(IV) y Te(IV) tras su extraccién por IL-ISFME y determinacién por FI-HG-

AFS (n = 3).

Masa [Csmim]CI Masa KPFg Respuesta relativa Respuesta relativa
(H9) (mg) Se(lV) (%) Te(lV) (%)
25 42 93+4 85+4
25 84 97 +4 92+5
25 168 97 +4 91+5
25 336 100+5 100+£5

50 42 0 0

50 84 835 65+4
50 168 89+5 805
50 336 87+3 1005
100 84 0 0

100 168 96 +5 98+ 6
100 336 93+4 90+5
100 504 977 84+4

3.5.3.2. Efectos del pH y de la concentracion de agente
complejante

El pH fue también un factor importante en esta parte del trabajo, especialmente
para asegurar la formacion éptima de los complejos no polares de Se(lV) y Te(lV),
asegurando una extraccion eficiente y una selectividad adecuada para el andlisis de
especiacion. En funcién de los resultados presentados en las secciones previas de este
capitulo respecto a la identidad del agente complejante, que evidenciaron la
superioridad del APDC como quelante para estas especies por sobre otros reactivos
ensayados, se decidié trabajar nuevamente con este reactivo para el desarrollo del
método propuesto basado en la técnica IL-ISFME. En la Figura 3.5.3 se pueden
observar los resultados de los experimentos de extraccion de Se(IV) y Te(IV) en funcion
del pH y en presencia de APDC 1,0 x 10* mol L. Estos demostraron que el pH ideal

para la extraccion de ambos era de 4,0, en coincidencia con el valor reportado
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usualmente como 6ptimo para la formacién de los complejos de APDC de ambas
especies y con los resultados presentados en las secciones 3.2 y 3.4 [9]. Esto demostro
que, tal como se esperaba, la formacion de los complejos resultaba ser el factor que
mas fuertemente depende del pH del medio de extraccion. Adicionalmente a su alta
eficiencia, la extraccion de Se(IV) y Te(lV) resultd ser extremadamente selectiva, ya que

las especies Se(VI) y Te(VI) no fueron extraidas en todo el rango de pH estudiado.

1004 e Se(lV)
—u—Te(lV)
s0{ o —e—Se(Vl)
80 - —a Te(VI)
70 -
{60+
5 50~
o
S 40+
X 30
20
104

pH

Fig. 3.5.3. Efecto del pH sobre la extraccién de las especies de Se y Te. La concentracion de
los elementos en todos los experimentos fue de 5,0 ug L. Las barras de error indican el desvio

estandar con n = 3.

Una vez que el IL y el pH éptimos para la extraccion fueron establecidos, se
estudié la concentraciéon de APDC para la extraccién desde 5,0 mL de muestra con 5
ug L de cada uno de los analitos, es decir, un valor de concentracién muy por encima
de lo esperado en muestras de origen natural. Adicionalmente, la optimizacién de la
concentracion de APDC fue critica por el hecho de que, si bien la presencia de un exceso
del reactivo complejante no influia en la extraccion de las especies, esta si ocasionaba
efectos negativos sobre las sefales de fluorescencia obtenidas al momento de la
determinacion instrumental. Como se puede observar en la Figura 3.5.4, donde se
muestran los resultados de estos ensayos, una concentracién final de APDC de 6,1 x
10° mol L? fue la minima suficiente para extraer la totalidad de Se(1V) y de Te(IV). Es

interesante también observar que la especie Te(lV) fue completamente extraida a
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concentraciones de APDC menores que las necesarias para la extraccion total de la
especie Se(lV). Esto se encuentra en concordancia con las observaciones realizadas
en las secciones anteriores respecto a la estabilidad de estos complejos, discutidas en
la Seccion 3.4.4.1.

100
90
80
70
60

50

40 -

Extraccion (%)

30
20 +
10

04

1 ! I
0,0 2,5x10° 5,0x10° 7,5x10° 1,0x10* 1,3x10™
[APDC] (mol L")
Fig. 3.5.4. Eficiencia de extraccion de Se(lV) y Te(IV) en funcién de la concentracién de APDC.

La concentracion de ambas especies fue de 5,0 ug L. Las barras de error indican el desvio

estandar con n = 3.

3.5.3.3. Condiciones del sistema en flujo

La determinaciéon de un volumen de muestra adecuado es fundamental para
alcanzar los mayores rendimientos en los métodos de preconcentracion, ya que de él
dependen fuertemente los factores de preconcentracion y de refuerzo de la sensibilidad.
En el método IL-ISFME propuesto, volumenes de muestra de entre 5,0 y 50 mL fueron
ensayados para evaluar el efecto de este pardmetro sobre la extraccion de Se(lV) y
Te(lV). Tal como se puede observar en la Figura 3.5.5, la mayor extraccion para ambas
especies fue obtenida con volimenes de entre 5,0 y 15 mL, con una subsecuente
disminucion para volimenes desde 20 mL en adelante. Consecuentemente, se decidid
trabajar con 15 mL de muestra durante las etapas siguientes de desarrollo del método.

Como se mencioné previamente, tanto estos ensayos como todos los presentados de
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este punto en adelante se llevaron a cabo en el sistema en flujo esquematizado en la
Figura 3.5.2.
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Fig. 3.5.5. Efecto del volumen de muestra sobre la extraccion de Se(lV) y Te(lV) complejados

con APDC por IL-ISFME en linea. La masa de ambos analitos fue de 0,25 ug en todos los

casos. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

Lo caudales aplicados para el mezclado de la muestra con la solucién saturada
de KPFgs debieron también ser cuidadosamente optimizados para lograr tanto la
formacion eficiente del IL hidrofobico como la extraccion de los analitos. Estos
pardmetros fueron evaluados simultaneamente con columnas de distintas
caracteristicas, ya que sus efectos no son independientes entre ellos. Por ejemplo,
columnas mas cortas dan lugar a la aplicacion de caudales mayores, pero la retencion
de la fase extractante y los analitos puede verse afectada. En consecuencia, distintas
combinaciones de caudal de muestra, longitud de la columna y materiales de relleno de

la misma fueron evaluados.

Sorbentes clasicos como la resina polimérica Amberlite™ XAD-16 o Florisil®
(silicato de magnesio activado) fueron considerados, junto con materiales comunes
como algoddn y lana de vidrio. Los resultados de las combinaciones evaluadas pueden
observarse en la Tabla 3.5.4. El diametro interno de las columnas fue de 2,5 mm,

mientras que el bucle de mezcla tenia 1,0 m de longitud y 0,5 mm de didmetro interno

282



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

en todos los experimentos. Esta longitud del bucle de mezcla permitié un mezclado de
las fases eficiente y la rapida extraccion de los analitos en la fase IL hidrofébica dispersa,
requiriéndose no mas de 20 s para que la mezcla lo recorriera en su totalidad. Debido a
la alta eficiencia de mezclado en tan corto tiempo, no se considerd necesario optimizar

este parametro.

Tabla 3.5.4. Eficiencias de extraccion de Se(IV) y Te(IV) obtenidas con distintas combinaciones
de caudal de muestra, largo de columna y relleno de la misma. Todos los experimentos fueron

realizados con 15 mL de solucién de concentracion 5,0 ug L't de ambos analitos.

Caudal muestra Largo Relleno Extraccion Extraccion

(mL mint) columna (cm) columna Se(lV) (%) Te(lV) (%)
3,0 15 Florisil® 62+5 85+5
3,0 1,5 Algodon 65+ 4 90+6
3,0 2,6 Florisil® 101 +6 97 +5
3,0 2,6 Algodon 99 +4 96 +5
4,5 15 Florisil® 55+ 6 74+ 4
4,5 15 Algodén 50+ 4 705
4,5 2,6 Florisil® 103+6 102 +5
4,5 2,6 XAD-16™ 15+3 20+ 3
4,5 2,6 Algodon 99+5 105+ 6
4,5 2,6 Lana de 87+5 90+4

vidrio

6,0 1,5 Florisil® 30+4 36+3
6,0 1,5 Algodon 45+5 53+4

En la Tabla 3.5.4 se observa que, entre las mejores condiciones para lograr la
mayor extraccion y retencion de los analitos en la columna sin comprometer la
simplicidad del sistema, se encontraban un caudal de muestra de 4,5 mL min? y una
columna de 2,6 cm de longitud rellena con algodén. Caudales de muestra de hasta 4,5
mL min pudieron ser utilizadas sin pérdida alguna en la capacidad de extraccion de los
analitos o en la retencion del [Csmim]PFs en la columna rellena con algodén, mientras
gue caudales mayores a este resultaron en una extraccién incompleta de los analitos.
En cuanto a los materiales de relleno de la columna, tanto el Florisil® como el algodén
resultaron ser igualmente efectivos para retener la fase extractante, mientras que la lana
de vidrio fue menos eficiente y la resina XAD-16™ no fue Util para retener al IL

hidrofébico. Considerando estos resultados, se selecciond al algodén como material de
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relleno, ya que representaba la opcion menos costosa y mas disponible entre los

materiales que resultaron ser eficientes para la retencion del extractante.

El algodén comercial consiste principalmente de celulosa (que representa una
fraccion de entre el 86,5 y 95,0% de su masa total) y otros polisacaridos [16]. Sin
embargo, se puede asumir que la composicién quimica del material no es la responsable
de la retencion de la fase extractante en la columna, sino su alta densidad de
empaquetamiento, que da lugar a una retencion fisica de la fase de IL que contiene al
analito, debido a la alta viscosidad y tensién superficial del [Csmim][PF¢] [17]. Ademas,
bajo las condiciones Optimas de preconcentracion, la columna rellena con algodén pudo
ser utilizada hasta 100 veces sin observarse una pérdida significativa de la eficiencia de
retencion, lo cual es un atributo notable teniendo en cuenta que se trata de un material

de bajo costo y amplio acceso.

Es importante destacar a esta altura que el caudal de la solucion saturada de
KPFs no fue un pardmetro que pudiese ser evaluado de manera independiente. Esto se
debié a la necesidad de mezclar la totalidad de esta solucion con la muestra a lo largo
de toda la extension del segmento de liquido en los canales del sistema en linea. De
esta manera, si la relacién de flujos no se hubiese ajustado a la relacién de volimenes
de ambas soluciones, el mezclado completo no hubiese resultado posible en el bucle de
mezcla. En consecuencia, dado que el volumen de muestra era de 15 mL y el volumen
de solucién de KPFgs necesario para la extraccion completa de los analitos era de 1,0
mL, la relacién de flujos necesaria resulté ser de 1:15, dando asi lugar a la velocidad de

flujo de KPFs utilizada a lo largo de los experimentos, que fue 0,30 mL min,

3.5.4. Selectividad del método para especies de selenio y
telurio

Tal como se discutié en la Seccién 3.5.3.2, la utilizacion de APDC como agente
complejante a pH = 4,0 dio lugar a una extraccion selectiva de las especies tetravalentes
Se(IV) y Te(V). A partir de esto, y con el objetivo de confirmar la capacidad selectiva del
método desarrollado, se llevaron a cabo una serie de ensayos en los cuales se
evaluaron las recuperaciones de Se(IV) y Te(VI) en presencia de Se(VI) y Te(VI) en
concentraciones correspondientes a relaciones molares de hasta 200 veces. Como se
puede observar en los resultados expuestos en la Tabla 3.5.5, el método fue altamente

selectivo en todas las situaciones ensayadas.
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Tabla 3.5.5. Selectividad del método IL-ISFME-FI-HG-AFS propuesto para la determinaciéon de

especies de Se y Te.

Se(lV) Se(VI)
Relacién molar

Agregado Encontrado Recuperacién® | Agregado

Se(VI)/Se(1V)
(Mg L) (Mg L) (%) (Mg L)

1 0,100 0,095 + 0,003 95 0,100

10 0,100 0,104 + 0,003 104 1,00

50 0,100 0,098 + 0,004 98 5,00

100 0,100 0,101 + 0,005 101 10,0

200 0,100 0,104 + 0,005 104 20,0
Te(lV) Te(VI)

Relaciéon molar

Agregado Encontrado Recuperacion | Agregado

Te(VI)/Te(IV)
(Mg L) (Mg L) (%) (Mg L)

1 0,100 0,105 + 0,006 105 0,100

10 0,100 0,099 + 0,003 99 1,00

50 0,100 0,095 + 0,005 95 5,00

100 0,100 0,105 + 0,006 105 10,0

200 0,100 0,108 + 0,006 108 20,0

aRecuperacion = 100 x (encontrado / inicial)

3.5.5. Evaluacidon de los parametros de elucidn

En esta etapa del trabajo hubo dos aspectos que se consideraron
fundamentales. Por una parte, la remocion eficiente de la fase extractante de
[Csmim]PFs y la consecuente elucion de los analitos desde la columna rellena con
algodén y, por otra, el efecto de los eluyentes sobre la sensibilidad de las
determinaciones por HG-AFS. Para esto, se realizaron en primera instancia algunos
estudios de solubilidad del IL hidrofébico para determinar potenciales eluyentes. Entre
los solventes ensayados, tanto el metanol como el etanol permitieron la disolucion
completa y rapida del IL, por lo que se los consideré como potenciales eluyentes
eficientes, debido a su capacidad de separar al extractante del relleno de la micro
columna. Adicionalmente, las mediciones con metanol resultaron ser, en términos
generales, un 15% mas sensibles que las realizadas en presencia de etanol, por lo que

el primero termind siendo elegido como solvente de elucion.
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Tal como se menciono en la Seccion 3.5.3.2, se observo durante las mediciones
realizadas en la fase de optimizaciéon de la extraccion una reduccion del 60% en
promedio de la sensibilidad de las determinaciones por HG-AFS debido a la presencia
de APDC, haciéndose esta reduccidbn mas marcada a medida que aumentaba la
concentracion del agente complejante. En la basqueda de una solucién a este problema,
diversos reactivos fueron adicionados al eluyente (metanol) para evaluar su efecto sobre
las mediciones instrumentales, con los resultados presentados en la Figura 3.5.6.a.
Como se puede observar, se ensayaron aditivos que tuvieron diferentes objetivos

tentativos:

e Acidos (HCl y HNO3), para promover la disociacion y/o descomposicion de los
complejos y liberar los analitos al medio de generacion de hidruros.

e Bésico (NaOH), a los efectos de desplazar el equilibrio de formacion de los
complejos hacia la disociaciébn ya que, como muestra la Figura 3.5.3, la
formacion de los complejos de APDC de ambos analitos se ve desfavorecida a
medida que aumenta el pH.

e Oxidante (Na:S;0s al 0,75% (p/v) en HCIO,), también con el objetivo de

favorecer la descomposicion de los complejos y del APDC en exceso.

Tal como muestra la figura, los mejores resultados se obtuvieron tras el agregado
de HNO; al metanol. Esto se debe probablemente a la combinacién de la acidez y del
poder oxidante de este 4cido, que da lugar a la descomposicion de los complejos Se(IV)-
APDC y Te(IV)-APDC, asi como del exceso de APDC que pudiera haber quedado luego
de la extraccion y elucion. Una vez seleccionado el HNO3; como aditivo del eluyente, se
evalué su concentracion en base a su efecto sobre las mediciones por HG-AFS,
resultando las mejores con una concentraciéon de 5,0 mol L, tal como se observa en la
Figura 3.5.7.b. El eluyente resultante conté también con un 10% de agua, proveniente
del HNO3 concentrado utilizado para su preparacion.

Es interesante destacar a esta altura que, bajo las condiciones Optimas
descriptas, se lograron sensibilidades instrumentales comparables a las logradas con
muestras patrén de Se(IV) en HCI acuoso de concentraciéon 3,0 mol L™ (mostrada como
la sefal “estandar”, en la Figura 3.5.7.a), que representa el medio recomendado por los
protocolos estandarizados propuestos por el fabricante del equipo. Para el caso de la
especie Te(lV), la sensibilidad lograda en estas condiciones fue aun superior a la
resultante de su medicién en el medio sugerido como 6ptimo, obteniéndose sefales de

fluorescencia un 20% més altas, en promedio, que bajo las condiciones recomendadas.
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Es importante destacar que esta mejora no contempla el incremento adicional de la
sensibilidad logrado a través del uso del generador de hidruros de volumen reducido

que se discute en la proxima subseccién.

I se(V)

Te(IV)

Respuesta relativa (%)
3
1

b)

—a— Se(IV)
o Te(lV)

100

90
80
70 4
60
50
40 -
30 4
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20

10

e

0 1 2 3 4 5 6
Concentracion de HNO, (mol L™)

Fig. 3.5.6. Sefales instrumentales relativas de las determinaciones de Se(IV) y Te(IV)
obtenidas tras la elucion de la micro columna con metanol en funcién de (a) el tipo de aditivo

(b) la concentracion de HNOs. Las barras de error indican el desvio estandar con n = 3.
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Finalmente, se evaluaron distintos volimenes (100, 250 y 500 uL) y caudales
(0,20, 0,50 y 1,0 mL min) de solucién eluyente de HNO3 5,0 mol L* en metanol para la
elucién. Tal como muestra la Tabla 3.5.6, la elucidén 6ptima de los analitos se alcanz6
cuando se utilizaron 250 pL de eluyente a 0,20 mL mint. Un resultado similar, en
términos de la eficiencia de elucién, se obtuvo con 500 pL de eluyente a 0,50 mL min™.
Esta Ultima condicién, a pesar de representar un caudal mayor, no significaba una
ventaja en términos de tiempo, ya que este era contrarrestado por el mayor volumen.
Por sobre esto, esta condicion significaba una desventaja en términos de la sensibilidad
de las determinaciones instrumentales, ya que daba lugar a una mayor dilucion de los
analitos. En consecuencia, 250 puL de HNO3 5,0 mol L** en metanol a un caudal de 0,20

mL min fue la condicién seleccionada para el método definitivo.

Tabla 3.5.6. Eficiencias de elucién de Se(IV) y Te(lV) obtenidas con distintas combinaciones de
volumenes y caudales de HNO3s 5,0 mol L* en metanol como eluyente. Todos los experimentos
se realizaron preconcentrando previamente 5,0 mL de una muestra con concentraciones de los

analitos de 5 ug L* (n = 3).

Volumen Caudal Eficiencia de elucion Eficiencia de elucion
(uL) (mL mint) Se(1V) (%) Te(IV) (%)
100 1,0 29+ 6 19+6
100 0,50 174 165
100 0,20 9+3 916
250 1,0 75+5 76+ 4
250 0,50 79+6 75+ 2
250 0,20 1005 1018
500 1,0 60+6 68+4
500 0,50 101 +3 100+ 6
500 0,20 98+4 99 +5

3.5.6. Determinacion simultanea de Se y Te por FI-HG-AFS

Las condiciones instrumentales resultantes del proceso de optimizacion del
método se presentan en la Tabla 3.5.1. Durante el desarrollo de esta etapa del trabajo
de Tesis se arrib6 a un problema similar al enfrentado en el desarrollo del método M-D-
H-SPE presentado en la Seccion 3.3 de este capitulo: la gran dilucion de los hidruros de
Se(lV) y Te(lV) derivada del uso del sistema de generacion de hidruros del instrumento

comercial de AFS. Esto fue especialmente importante teniendo en cuenta que, al
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momento de realizar la medicion, los analitos se encontraban en un volumen de eluato
de 250 pL, lo cual representaba un factor de preconcentracion de 60 a partir de los 15
mL de muestra iniciales teniendo en cuenta el 100% de eficiencia de extraccion logrado.
Este podia ser convertido en factores de refuerzo de la sensibilidad ain mejores
adecuando correctamente las condiciones instrumentales de la determinacion por HG-

AFS o0 en otros sustancialmente peores si estas condiciones no resultaban ideales.

Al igual que en el caso previamente presentado, la dilucién del analito al
momento de la determinacion instrumental se debia al gran volumen muerto del
separador gas-liquido del instrumento AFS con el que se contaba (50 mL) y a los altos
caudales de soluciones transportadora y reductora necesarios para su uso. En vistas de
mejorar esto, se utilizé6 nuevamente el generador de hidruros externo con un separador
gas-liquido de 2,2 mL presentado en la Seccion 3.3.6 y descripto en detalle en la Seccion
2.2.2.1 para la generacion simultdnea de SeH. y TeH.. Al igual que en el desarrollo ya
presentado, se utilizé paralelamente el sistema de generacién de hidruros del equipo de
AFS para producir una corriente de H, que mantuviese la llama del atomizador
encendida y estable durante las mediciones. Consecuentemente, los caudales de HCl y
de NaBHs para la generacion de hidruros miniaturizada fueron significativamente
menores que los requeridos por el sistema tradicional, lo cual signific6 una mejora
importante en los limites de deteccién de la técnica, que pasaron de tener valores de
0,35 ug L't a 0,13 pg L%, tanto para Se(IV) como para Te(lV), utilizando solamente 210

uL de muestra.

Los resultados de la evaluacion de las condiciones para la formacién de los
hidruros de Se y Te se presentan en la Tabla 3.5.7. Como se puede observar, las
condiciones Optimas para cada una de las especies no fueron coincidentes. Las
méaximas sefiales en el caso de la determinacién de Te(IV) se obtuvieron con una
concentracion de HCI de 3,0 mol L' y de NaBH.4 de 1,2% (p/v), mientras que la maximas
sefiales en el caso de Se(lV) se obtuvieron cuando la concentracién del acido era 6,0
mol L y la de reductor 0,6% (p/v). Esto condujo a la necesidad de seleccionar
condiciones de compromiso que resultaran convenientes para la cuantificacién de
ambos elementos en forma simultanea. Tal como muestran los resultados de la tabla, la
condicion ideal para la deteccion de Te significaba una reduccién de la sefial de Se a un
10% de su valor maximo, mientras que la condicién ideal para Se involucraba una
reduccion de la sefial maxima de Te en un 47%. Considerando estas observaciones, se
decidié adoptar como ideales para la determinacion simultanea concentraciones de 6

mol L para el acido y de 0,8% (p/v) para el reductor. Esta condicién signific6 una
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disminucion del 35% de la sensibilidad en la determinacion de Te y un 3% en la de Se,

en ambos casos respecto de los valores maximos de sefial obtenidos.

Tabla 3.5.7. Influencia de las concentraciones de HCl y de NaBH4 sobre la generacion de los
hidruros de Se(IV) y Te(lV) tras la preconcentraciéon de 5,0 mL de una solucién estandar de
concentracién 5,0 pug L1 utilizando el método IL-ISFME desarrollado. En todos los casos se

inyectaron 210 pL de eluato (n = 3).

Concentracion de  Concentracion de Sefal AFS
HCI (mol L?) NaBH4 (% p/v) Te Se
2 1,2 164 +5 19+2
3 1,2 215+8 31+2
4 1,2 192 +6 50+2
5 1,2 111+3 176 +5
6 1,2 105+3 1837
6 0,6 115+5 319+9
6 0,8 139+5 310+10
6 1,0 139+4 262+8
6 15 127 +3 65+ 3

Por otro lado, los caudales 6ptimos tanto de solucién acida como de solucion
reductora fueron establecidos en relacion con la eficiencia formacion de los hidruros de
los analitos en el sistema de flujo de volumen reducido. Los resultados de los
experimentos se presentan en la Figura 3.5.7. Como se puede observar, 3,0 mL min*
resulté ser el caudal ideal para la soluciéon de HCI, mientras que 4,0 mL min result6 ser
ideal para la solucion de NaBH,, siendo estos valores coincidentes para la determinacion
de los dos analitos en las concentraciones definidas como ideales en la etapa
inmediatamente previa. Caudales mas elevados para ambas soluciones resultaron en
el desborde del separador gas-liquido, con la subsecuente pérdida de analitos y
sensibilidad. Para la generacion de hidrogeno en el espectrémetro AFS se utilizaron las
condiciones Optimas previamente determinadas en la Seccién 3.3.7, es decir, 10 mL
min’t para ambas soluciones, a una concentraciéon de 25 % (v/v) para el cido y de 1,0%

(p/v) para el reductor.
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Fig. 3.5.7. Efecto de los caudales de (a) HCI 6,0 mol L' y (b) NaBH4 0,8% (p/v) sobre las
sefiales analiticas de Se y Te obtenidas por FI-HG-AFS a partir de 210 uL de inyeccion. Las

barras de error indican el desvio estandar con n = 3.

3.5.7. Estudio de potenciales interferencias

El efecto de especies potencialmente interferentes sobre la determinacion

cuantitativa de Se(lV) y Te(IV) por el método IL-ISFME- HG-AFS en linea desarrollado
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también fue evaluado. Para esto, una vez que las variables determinantes del método
fueron optimizadas, se analizaron soluciones de Se(IV) y Te(lV) con una concentracion
de 5,0 pug L! de cada elemento, a las que se adicionaron iones cominmente
encontrados en muestras de origen ambiental analizadas. El criterio para considerar una
especie como interferencia fue, nuevamente, aquellas concentraciones que
ocasionaban un desvio de *+ 5% respecto a la sefial original sobre cualquiera de los dos
analitos. Asi, se observé que ClI~ y Br— en concentraciones de hasta 10 g L y nitratos
y sulfatos hasta los 5,0 g L' fueron tolerados sin cambios significativos en la
recuperacion de los analitos. Por el lado de los cationes, Na* y K* fueron los mas
tolerados, hasta concentraciones de 10 g L}, Ca?" hasta 5,0 g L'* y Mg?* y Zn?* hasta
1,0 g LY. Ninguna de estas especies, y hasta las concentraciones aqui mencionadas,
afectd significativamente a los blancos de las mediciones.

3.5.8. Rendimiento analitico

Como parte de la evaluacion del rendimiento analitico del método desarrollado
en esta parte de la Tesis Doctoral, se trazaron curvas de calibracién externas para
ambas especies de Se y Te mediante el andlisis de una serie de soluciones estandar.
Los rangos lineales de las mismas abarcaron desde los correspondientes LOQs hasta
5,2 ug L para Se(lV), 5,0 ug L para Se(VI) y 6,0 ug L tanto para Te(IV) como para
Te(VI), con coeficientes de correlacion de 0,9980, 0,9976, 0,9984 y 0,9991,
respectivamente. Las curvas se presentan en las Figuras 3.5.8.a-d con sus
correspondientes ajustes lineales y las ecuaciones de calibracién resultantes. Ademas,
estos valores junto con algunos de los parametros analiticos mas relevantes resultantes
de la aplicacion del método se presentan en la Tabla 3.5.8. Los limites de deteccion
fueron de 2,6 ng Lty 3,2 ng L para Se(lV) y Se(VI), respectivamente, y de 1,8 ng L*
para ambas especies de Te. Estos valores se determinaron al igual que en el resto de
la presente Tesis, en base a tres veces la concentracion correspondiente al desvio
estandar de cinco mediciones de los correspondientes blancos [18]. Los limites de
cuantificacion se calcularon de manera similar, considerando este valor como diez veces
el mismo desvio estandar, resultando en valores de 8,7 ng L'y 11 ng L para Se(IV) y

Se(VI), mientras que para ambas especies de Te tuvo un valor de 6,0 ng L.
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Fig. 3.5.8. Curvas de calibracién obtenidas para (a) Se(lV), (b) Se(VI), (c) Te(lV), (d) Te(VI) tras
la aplicacién del método IL-ISFME optimizado con deteccion por FI-HG-AFS. Las lineas

punteadas representan los limites de los intervalos de confianza al 95% del ajuste lineal.

Tabla 3.5.8. Parametros surgidos del ajuste lineal de las curvas de calibracion y cifras de mérito
analitico para el método IL-ISFME-HG-AFS desarrollado.

Se(IV) Se(Vl) Te(lV) Te(VI)

Curva de calibracion

Pendiente 39,6 +0,7 56,6 +0,9 46,3+ 0,7 46,2+ 0,6
Ordenada -0,02+£0,01 0,31+ 0,09 0,11+ 0,02 0,08 + 0,03
R? 0,9980 0,9976 0,9984 0,9991

Cifras de mérito analitico

EF 49 40 71 70
LOD (ng L) 2,6 3,2 1,8 1,8
RSD (%) 4,5 5,7 4,7 5,5

Los factores de refuerzo de la sensibilidad fueron calculados como los cocientes
entre las pendientes de las curvas de calibracién obtenidas con y sin preconcentracion,
bajo las mismas condiciones instrumentales. Estos resultaron ser de 49 para Se(lV), 40
para Se(VI), 71 para Te(IV) y 70 para Te(VI). La superioridad de este factor para las
especies de Te por sobre las de Se est4 relacionada con las mejoras en la sensibilidad
obtenidas por el uso de la combinacion de HNO3; y metanol como eluyentes para este
elemento, discutidas en la Seccién 3.3.5. Por otro lado, los factores de preconcentracion

0 enriquecimiento tienen un Unico valor para todas las especies, ya que la extraccion
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fue del 100% en todos los casos y este factor relaciona el volumen inicial de muestra y
el volumen final tras la preconcentracidn, lo que representa un valor de 60. La precision
del método, por otro lado, se evalud a través de determinaciones en un mismo dia a
concentraciones de 0,5 ug L (5 repeticiones) y también con determinaciones en 5 dias
distintos. Siguiendo el orden Se(1V), Se(VI), Te(IV) y Te(VI), los valores para la precision
intra-dia fueron 4,5%, 5,7%, 4,7% y 5,5% y para la precision inter-dias: 4,8%, 7,0%,
5,4% y 6,8%.

La frecuencia analitica, por su parte, fue determinada considerando que el
proceso de preconcentracion y determinacién experimental puede desarrollarse en su
totalidad en unos 8 minutos: a) 3,5 min para la preparacion de la muestra (adicion de
buffer, APDC e IL), formacion en linea y retencion de [Csmim]PFs y retencion de los
analitos, b) 1,5 min para la elucion, ¢) 1 min para la determinacion por FI-HG-AFS y 2)
2 min para la limpieza del sistema de flujo previo al siguiente andlisis. De esta manera,
la frecuencia analitica del método completo fue de 8 muestras por hora, lo cual es un

excelente valor considerando que se pueden tratar 15 mL de muestra por cada analisis.

Adicionalmente, el método desarrollado se compar6 con reportes bibliogréficos
recientes relacionados con la determinacién simultanea de Se y Te en muestras de
relevancia ambiental, cuyas cifras de mérito analitico y caracteristicas mas relevantes
se encuentran resumidas en la Tabla 3.5.9. Como puede observarse, la aplicacion del
método IL-ISFME propuesto resulté en LODs excelentes, mejores que en la mayoria de
los casos previos. Ademas, mas alld de alguna posible omisién involuntaria, este
desarrollo represent6 el primer método de flujo para la preconcentraciéon y andlisis de
especiacion simultaneos de especies inorganicas de Se y Te. Un método en flujo de
preconcentracion Unicamente de Se habia sido desarrollado por Martinis vy
colaboradores, aunque en este caso las Unicas etapas que se realizaron en flujo fueron
las de separacion y elucion, mientras que, por otro lado, el método propuesto en esta
etapa de la Tesis fue realizado completamente en flujo [19]. Adicionalmente, la
aplicacion para el andlisis de especiacion de los elementos involucrados en sedimentos
no se habia contemplado en trabajos anterior listados en la Tabla 3.5.9, por lo que puede
ser considerada una novedad adicional aportada como consecuencia del desarrollo aqui

presentado.
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Tabla 3.5.9. Métodos analiticos reportados recientemente de preconcentracion y analisis de especiacién simultaneos de Se y Te en muestras ambientales.

L Volumen
Método Muestras Analls_,ls q,e LOD _Sle LOD '_I;e EF RSD muestra  Ref.
especiacion (ng LY (ng LY (%) (mL)
i 5,3 (SeV 1,2 (TeV 3,8 (SeV
MSPE-ICP-MS IAgua de rio, Si (5e%) (Te™) NLR. (Se) 50 [10]
ago y mar N.R. (SeV") N.R. (SeV") 8,0 (TeV)
erviep. Aguade canilla, 107 (SeVv 9,2 (SeV
DUMEETVACE: Hagoy No 8,6(SeV) 0,56 (TeY) ( N) ( N) 50 [20]
subterranea 95 (Te™) 8,5 (Te")
o ] 2,4 (SeV
E';gfdepos'c'on rgua derioy No 0,44 (Sev) 0,57 (SeV) N.R. ( N) 400 [21]
g 1,9 (Te™)
Agua de canilla, 5 (SeV) 4 (TeM 9.2 (SeV)
. e e ; €
HF-LPME-ETAAS 10 Mmary Si N.R. 10 9]
desecho'y 6 (SeV) 6 (TeV) 8,5 (Te")
suelos
Agua de canilla,
mineral, v W
SPE-ICP-MS : No 40 (SeV) 20 (Te") N.R. <5 50 [22]
subterraneay
mar
, 49 (Se") 4,5 (SeV)
Agua de canilla, v v y y
IL-ISFME-FI-HG-  subterranea, 2,6 (Se") 1,8 (Te") 40 (Se™) 5,7 (Se”) 15 Presente
AFS en linea mary rio, suelo 3,2 (SeV) 1,8 (TeY) 71 (TeV) 4,7 (TeVY) trabajo
y sedimento
70 (TeV) 5,5 (TeY)

N.R.: No reportado. ETV: vaporizacion electrotérmica; XRF: Fluorescencia de rayos X.
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3.5.9. Estudios de exactitud de la metodologia analiticay
aplicacion para el andlisis de especiacion de selenio y
telurio en muestras ambientales

Estudios de calibracion realizados mediante el método del agregado patron de
las especies en estudio permitieron asegurar la ausencia de efectos de matriz durante
las determinaciones por HG-AFS cuando la metodologia IL-ISFME propuesta se aplico
sobre muestras ambientales reales. De esta manera, la cuantificacion de las especies
de Se y Te se pudo llevar a cabo directamente utilizando las curvas de calibracion
externas obtenidas tras el analisis de soluciones estandar de Se(lV), Se(Vl), Te(IV) y
Te(VI) (Figura 3.5.8 y Tabla 3.5.8). Por otro lado, dada la ausencia comercial de un
material de referencia certificado para especies de Se y Te, la exactitud del método fue
evaluada a través de la realizacién de ensayos de recuperacién con todas las muestras

adicionadas con concentraciones conocidas de las especies.

En esta parte del trabajo de Tesis se analizaron muestras de relevancia
ambiental que presentaban diversas matrices, incluyendo aguas de canilla, rio, mar y
subterranea, asi como lixiviados de suelo y sedimento. Las concentraciones de Sey Te
halladas en las muestras se encontraron en concordancia con aquellas determinadas
en etapas previas de la Tesis y en otros reportes bibliograficos [4, 9]. Los resultados de
estos analisis, junto con los de los ensayos de recuperacién, se pueden observar en las
Tablas 3.5.10y 3.5.11. Recuperaciones en los rangos de 94,8% - 104% y 95,0% - 108%
fueron obtenidas para las especies de Se y Te, respectivamente, lo cual demuestra que
el método IL-ISFME en linea aqui presentado puede ser considerado una herramienta
confiable para el andlisis de especiacion simultdneo de Se y Te, incluso en matrices

complejas.
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Tabla 3.5.10. Resultados del analisis de especiacién de Se en diversas muestras y estudios de

recuperacioén (n = 3). Todas las concentraciones estan expresadas en pg L para las muestras

liquidas y en pg g (peso seco) para las muestras de suelos y sedimentos.

Se adicionado

L Se(lV) Recup. Se(Vl) Recup.
Muestra (Mg L)
encontrado (%) encontrado (%)
Se(lV)  Se(VI)
- - < LOD - <LOD -
Agua de
_ 0,500 - 0,518 £ 0,010 104 <LOD -
canilla
- 0,500 <LOD - 0,505 + 0,021 101
- - < LOD - <LOD
Aguademar 0,500 - 0,474 £ 0,013 94,8 <LOD -
- 0,500 <LOD - 0,490 £ 0,019 98,0
- - 0,009 + 0,003 - 0,013 £ 0,004 -
Agua
0,500 - 0,529 + 0,012 104 0,010 % 0,002 -
subterranea
- 0,500 0,011 + 0,003 - 0,531 + 0,022 104
- - < LOD - 0,013 + 0,004 -
Aguaderio 0,500 - 0,490 £ 0,009 98,0 0,014 +0,003 -
- 0,500 <LOD - 0,483 £ 0,019 94,0
- - 0,048 + 0,004 - 0,024 £ 0,004 -
Suelo 0,500 - 0,528 £ 0,010 96,0 0,022 £ 0,003 -
- 0,500 0,022 + 0,003 - 0,533 £ 0,018 102
- - 0,131 £+ 0,008 - 0,090 £ 0,005 -
Sedimento 0,500 - 0,614 + 0,010 96,6 0,086 + 0,007 -
- 0,500 0,137 + 0,009 - 0,590 + 0,024 100

a100x[(encontrado — inicial)/adicionado]
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Tabla 3.5.11. Resultados del andlisis de especiacion de Te en diversas muestras y estudios de
recuperacioén (n = 3). Todas las concentraciones estan expresadas en pg L! para las muestras

liquidas y en pg g (peso seco) para las muestras de suelos y sedimentos.

Te adicionado

L Te(lV) Recup. Te(VI) Recup.
Muestra (Mg L)
encontrado (%) encontrado (%)
Te(lV) Te(VI)
- - < LOD - <LOD -
Agua de
_ 0,500 - 0,513+ 0,011 103 <LOD -
canilla
- 0,500 <LOD - 0,480 = 0,009 96,0
- - < LOD - <LOD
Aguademar 0,500 - 0,565 + 0,013 113 <LOD -
- 0,500 <LOD - 0,514 + 0,012 103
- - <LOD - 0,009 + 0,002 -
Agua
i 0,500 - 0,518 + 0,010 104 0,010+ 0,002 -
subterranea
- 0,500 <LOD - 0,496 + 0,007 97,4
- - <LOD - <LOD -
Agua derio 0,500 - 0,541 + 0,012 108 <LOD -
- 0,500 <LOD - 0,485 + 0,008 97,0
- - <LOD - <LOD -
Suelo 0,500 - 0,542 £ 0,010 108 <LOD -
- 0,500 <LOD - 0,513 £ 0,010 103
- - 0,023 £ 0,003 - 0,031 £ 0,004 -
Sedimento 0,500 - 0,498 £ 0,010 95,0 0,028 + 0,003 -
- 0,500 0,025+ 0,003 - 0,508 + 0,011 95,4

a100x[(encontrado — inicial)/adicionado]

3.5.10. Conclusiones

En esta parte del trabajo de Tesis Doctoral se ha presentado el desarrollo y
optimizacion de un nuevo método IL-ISFME en linea eficiente para la preconcentracion
y andlisis de especiacion simultaneos de Se y Te. Se demostro que el IL [Csmim]Cly la
sal KPFs pueden ser combinados exitosamente en un sistema de flujos para formar de
manera efectiva el IL insoluble [Csmim]PFs que, junto con APDC como agente quelante,
permitid alcanzar una excelente extraccion de las especies Se(lV) y Te(lV). La
adaptacion de la técnica IL-ISFME a un sistema en linea y su acoplamiento a la

deteccién por FI-HG-AFS permitieron una simplificacion significativa del proceso y una
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reduccién sustancial del tiempo de analisis, principalmente debido a la eliminacion del
paso de centrifugado para la separacion de fases, que es el mas lento en la técnica IL-
ISFME tradicional. Esto es también importante teniendo en cuenta que la aplicacion en
flujo puede dar lugar a una potencial automatizacion del proceso, lo cual significaria una

ventaja significativa en comparacion con otros desarrollos previos.

Ademads, el método desarrollado fue aplicado para la determinacion de Se(IV),
Se(VI), Te(IV) y Te(VI) en muestras diversas, tales como aguas de rio y mar y lixiviados
de suelo y sedimento. Por otro lado, es importante mencionar que la flexibilidad del IL,
gue permiti6é modificar su solubilidad a partir de la reaccion de intercambio i6nico con
KPFs, eliminé la necesidad de utilizar un solvente organico como dispersante, una de
las caracteristicas menos contempladas en muchas técnicas DLLME. Esto significa un
paso importante en términos de la reduccién del impacto ecolégico de la técnica. En
sintesis, el método desarrollado puede considerarse como una alternativa amigable con
el medio ambiente para la preconcentracion y andlisis de especiacion de Se y Te en

estudios ambientales.

300



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

3.5.11. Bibliografia

[1] J. Alexander, Chapter 52 - Selenium, en: B.A. Fowler, M. Nordberg (Eds.), Handbook
on the Toxicology of Metals (42 edicién), Academic Press, San Diego, EEUU, 2015, pp.
1175-1208.

[2] B. Zare, M. Nami, A.R. Shahverdi, Tracing Tellurium and Its Nanostructures in
Biology, Biological Trace Element Research 180(2) (2017) 171-181.

[3] R.G. Wuilloud, P. Berton, Selenium Speciation in the Environment, en: S. Bakirdere
(Ed.), Speciation Studies in Soil, Sediment and Environmental Samples, CRC Press,
Boca Raton, EEUU, 2014.

[4] N. Belzile, Y.-W. Chen, Tellurium in the environment: A critical review focused on
natural waters, soils, sediments and airborne particles, Applied Geochemistry 63 (2015)
83-92.

[5] N. Zhang, N. Fu, Z. Fang, Y. Feng, L. Ke, Simultaneous multi-channel hydride
generation atomic fluorescence spectrometry determination of arsenic, bismuth,
tellurium and selenium in tea leaves, Food Chemistry 124(3) (2011) 1185-1188.

[6] H. Khajehsharifi, M.F. Mousavi, J. Ghasemi, M. Shamsipur, Kinetic
spectrophotometric method for simultaneous determination of selenium and tellurium
using partial least squares calibration, Analytica Chimica Acta 512(2) (2004) 369-373.

[7]1 C.Y. Kuo, S.J. Jiang, Determination of selenium and tellurium compounds in biological
samples by ion chromatography dynamic reaction cell inductively coupled plasma mass
spectrometry, Journal of Chromatography A 1181(1) (2008) 60-66.

[8] A. Elik, A. Demirbas, N. Altunay, Developing a new and simple natural deep eutectic
solvent based ultrasonic-assisted microextraction procedure for determination and
preconcentration of As and Se from rice samples, Analytical Methods 11(27) (2019)
3429-3438.

[9] E. Ghasemi, N.M. Najafi, F. Raofie, A. Ghassempour, Simultaneous speciation and
preconcentration of ultra traces of inorganic tellurium and selenium in environmental
samples by hollow fiber liquid phase microextraction prior to electrothermal atomic
absorption spectroscopy determination, Journal of Hazardous Materials 181(1) (2010)
491-496.

[10] M. He, S. Su, B. Chen, B. Hu, Simultaneous speciation of inorganic selenium and
tellurium in environmental water samples by polyaniline functionalized magnetic solid
phase extraction coupled with ICP-MS detection, Talanta 207 (2020) 120314.

301



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

[11] C. Yu, Q. Cai, Z. Guo, Z. Yang, S. Koo, Simultaneous speciation of inorganic
selenium and tellurium by inductively coupled plasma mass spectrometry following
selective solid-phase extraction separation, Journal of Analytical Atomic Spectrometry
19 (2004) 410-413.

[12] Y. Zheng, X. Huang, Y. Ling, W. Huang, J. Wang, Z. Zheng, X. Wang, H. Wang,
Ultrasonic-enhanced preconcentration of trace Pb(ll) using hydrophobic, lighter-than-
water ionic liquid microextraction combined with solidification of the aqueous solution
prior to detection by graphite furnace atomic absorption spectrometry in human fluids,
Spectrochimica Acta Part B: Atomic Spectroscopy 157 (2019) 27-36.

[13] X. Wang, T. Du, J. Wang, H. Kou, X. Du, Determination of polybrominated biphenyls
in environmental water samples by ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid
microextraction followed by high-performance liquid chromatography, Microchemical
Journal 148 (2019) 85-91.

[14] E. Stanisz, J. Werner, A. Zgota-Grzeskowiak, Liquid-phase microextraction
techniques based on ionic liquids for preconcentration and determination of metals,
TrAC-Trends in Analytical Chemistry 61 (2014) 54-66.

[15] M. Zeeb, B. Mirza, R. Zare-Dorabei, H. Farahani, lonic Liquid-based Ultrasound-
Assisted In Situ Solvent Formation Microextraction Combined with Electrothermal
Atomic Absorption Spectrometry as a Practical Method for Preconcentration and Trace
Determination of Vanadium in Water and Food Samples, Food Analytical Methods 7(9)
(2014) 1783-1790.

[16] N. Abidi, Chemical Properties of Cotton Fiber and Chemical Modification, en: D.D.
Fang (Ed.), Cotton Fiber: Physics, Chemistry and Biology, Springer International
Publishing, Cham, Suiza, 2018, pp. 95-115.

[17] S. Zhang, N. Sun, X. He, X. Lu, X. Zhang, Physical Properties of lonic Liquids:
Database and Evaluation, Journal of Physical and Chemical Reference Data 35(4)
(2006) 1475-1517.

[18] IUPAC, Compendium of Chemical Terminology, 22 ed. (el "Gold Book"). Compilado
por A. D. McNaught y A. Wilkinson., Oxford, Reino Unido, 1997. Version online (2019-)
creada por S. J. Chalk.

[19] E.M. Martinis, L.B. Escudero, P. Berton, R.P. Monasterio, M.F. Filippini, R.G.
Wauilloud, Determination of inorganic selenium species in water and garlic samples with
on-line ionic liquid dispersive microextraction and electrothermal atomic absorption
spectrometry, Talanta 85(4) (2011) 2182-2188.

[20] Y. Liu, M. He, B. Chen, B. Hu, Simultaneous speciation of inorganic arsenic,
selenium and tellurium in environmental water samples by dispersive liquid liquid
microextraction combined with electrothermal vaporization inductively coupled plasma
mass spectrometry, Talanta 142 (2015) 213-220.

302



Tesis Doctoral / Resultados y Discusion

[21] Q. Li, H. Zheng, Z. Zhu, Z. Tang, Electrodeposition as a Preconcentration and
Sample Preparation Technique for Trace Selenium and Tellurium Determination by X-
Ray Fluorescence Spectrometry, Analytical Letters 47(5) (2014) 843-854.

[22] K. Urbankova, M. Moos, J. Machat, L. Sommer, Simultaneous determination of
inorganic arsenic, antimony, selenium and tellurium by ICP-MS in environmental waters
using SPE preconcentration on modified silica, International Journal of Environmental
Analytical Chemistry 91(11) (2011) 1077-1087.

303



Tesis Doctoral / Conclusiones

Capitulo4

CONCLUSIONES GENERALES Y
PERSPECTIVAS FUTURAS

En el presente trabajo de Tesis Doctoral se desarrollaron metodologias analiticas
novedosas cuyo disefio y aplicacién se basé en la utilizacién de diversos solventes y
materiales de Ultima generacion, incluyendo ILs, nanomateriales y nanomateriales
hibridos resultantes de su exitosa combinacion. Se demostré asi la enorme capacidad
de los ILs para actuar como fases extractantes en metodologias destinadas a la
preconcentracion y el andlisis de especiacion de Se y Te, para la determinacién ultra
sensible y precisa de estos elementos en matrices complejas de relevancia ambiental.
La combinacion de estos solventes modernos con hanomateriales dio lugar a materiales
sorbentes altamente eficientes para su aplicacién en extracciones en fase soélida. En
estos casos, se evidencid la sinergia existente entre los materiales nanoestructurados
soporte y los ILs, dando lugar a una combinacién mejorada de sus propiedades y
abriendo la puerta a la aplicacién de ILs solubles en agua en muestras acuosas. Si bien
las propiedades intrinsecas de los estos solventes no resultan ser tan favorables en
términos de su baja toxicidad e impacto ambiental como se difundié a la par de sus
primeras aplicaciones reportadas en la comunidad cientifica, sus propiedades Unicas
dieron lugar a la minimizacién de su uso durante este trabajo, evidenciado por el hecho
de que ninguna de las aplicaciones requiri6 mas de 1 mg de IL por cada determinacion.
Esto demostré que la fortaleza de estos compuestos Unicos no se encuentra tanto en
su inocuidad, sino en su capacidad de lograr rendimientos analiticos excelentes con
cantidades mucho menores que las usualmente requeridas de solventes organicos para
los mismos fines. Sumado a esto, la innumerable cantidad de combinaciones de aniones
y cationes para formar diversos ILs que plantean propiedades muy destacables en
cuanto a su particular solubilidad, baja reactividad quimica, viscosidad, dispersabilidad,
etc., hacen de estos solventes candidatos bien establecidos para liderar futuros
desarrollos analiticos que se fundamenten en procesos de extraccion y

preconcentracion de una gran diversidad de analitos y matrices.
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Durante la Tesis, la investigacién de las propiedades de sistemas bifasicos
liquido-liquido con ILs insolubles en fase acuosa dio lugar al desarrollo de dos métodos

de preconcentracion y analisis de especiacion por extraccion liquido-liquido:

¢ Un método de extraccion en punto de nube asistido por un IL, en el cual el IL
[Cemim]Cl fue utilizado como aditivo del tensoactivo Triton X-114 para la
determinacion de especies inorganicas de Te por ETAAS.

¢ Un método de microextracciéon por formacién de un IL in situ en linea, en el cual
se formo el IL [Csmim]PFsy se llevé a cabo la extraccion, retencién, elucién y
determinacion instrumental de las especies inorganicas de Se 'y Te por HG-AFS

de forma integral dentro de un sistema en flujo.

En el primero de estos se corroboré la capacidad del IL para mejorar las propiedades
extractantes del Triton X-114 mediante la técnica de extraccién en punto de nube,
logrando una retencion rapida y eficiente de Te(lV) tras la optimizacién de todos los
factores involucrados en el proceso. A la comparacién de los parametros analiticos en
presencia y en ausencia del IL se le adicion6 un analisis a nivel molecular del proceso
a través de experimentos de fluorescencia utilizando una sonda de polaridad. De esta
manera se pudo proponer un modelo que explicaba el modo de accion del IL en el
proceso de extraccién, modificando la polaridad del microentorno micelar en la fase
extractante. Esto sirvié como evidencia de la enorme capacidad que poseen los ILs para
modificar las condiciones de extraccion en este tipo de metodologias, habiéndose
obtenido una mejora sustancial de la eficiencia del sistema utilizando solamente 1,25 pyL
de [Csmim]CI. Este desarrollo representd la primera aplicacion de la técnica CPE para

la preconcentracion y andlisis de especiacion de Te en muestras ambientales.

La aplicacion IL-ISFME, por su parte, demostré como se puede sacar ventaja de la
flexibilidad de las propiedades de los ILs en funcion de su composicion. De esta manera,
se aproveché el hecho de que una reaccién tan simple como un intercambio aniénico
pudo cambiar por completo la solubilidad del [Csmim]Cl para desarrollar un método para
preconcentracion y analisis de especiacion simultdneo de los dos elementos de interés
de la presente Tesis Doctoral. Esta parte del trabajo representé la primera aplicacion
reportada de un método IL-ISFME para los analisis de especies de Se y Te, siendo
especialmente innovador por el hecho de que estos se llevaron a cabo simultaneamente
y en un sistema en flujo, lo cual ademas de contribuir a una mayor frecuencia analitica
promueve la automatizacion de este tipo técnica de microextraccion, aspecto que, por

otro lado, aun resulta poco explorado en la mayoria de la literatura cientifica actual.
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Sumado a eso, se utilizaron ILs para el desarrollo de fases sélidas extractantes a
partir del anclaje de estos sobre la superficie de nanomateriales soporte. En este
sentido, se incluyen en la presente Tesis desarrollos basados en materiales obtenidos

a partir de las dos estrategias de funcionalizacion:

¢ Un hibrido de nanosilica y [C12mim]Br obtenido por sorcion fisica de este ultimo,
aplicado para la microextraccion dispersiva en fase sdlida de especies
inorganicas de Se y para la determinacion de las mismas por ETAAS.
Paralelamente, se desarroll6 un método similar utilizando nanosilica sin
funcionalizar, que permitié demostrar las mejoras sustanciales obtenidas en las
propiedades extractantes del material sorbente por la adicién del IL.

¢ Un nanomaterial magnético compuesto Fe;0.@SiO.@PIL obtenido por
funcionalizacién quimica, aplicado para la microextraccibon magnética
dispersiva de especies de Te. El uso de este material evidencid la sinergia
resultante de la combinacién de un nanomaterial magnético y un IL polimérico

para la separacion de especies, previo a la determinacién por FI-HG-AFS.

El primero de estos fue til no solo como prueba del potencial mejoramiento
obtenido cuando los ILs se combinan con materiales sorbentes nanoestructurados de
alta area superficial y capacidad de retenciébn de los analitos, sino que también
representé la primera aplicaciéon reportada del uso de un IL soluble en agua para la
preconcentraciéon y analisis de especiacibn de Se. Las ventajas derivadas de la
funcionalizacién fueron notorias no solamente en términos de las condiciones de
extraccion (por ej., la capacidad de extraccion desde volimenes de muestra mayores o
los menores tiempos necesarios para lograr la retencion del analito), sino también en

términos de las cifras de mérito analitico obtenidas.

En tanto, el método basado en la técnica M-D-u-SPE que se presenté haciendo
uso del nanomaterial magnético compuesto se fundamenté en el aprovechamiento de
las propiedades combinadas del nanomaterial y el IL polimérico originales, que dieron
lugar a un material con las propiedades magnéticas del primero y las extractantes del
segundo. A partir de este, se desarroll6 un método altamente eficiente en términos de
la retencion del analito y que permitié su aplicacion simplificada gracias a la posibilidad
de separar rapidamente el sorbente utilizando un iman externo. Este método, por su
parte, represento la primera aplicacion de un IL polimérico para la preconcentracion y

andlisis de especiacion de Te.
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Adicionalmente, todos los métodos desarrollados fueron adecuadamente
adaptados a técnicas de deteccion por espectrometrias atomicas. En este sentido, es
destacable el hecho de que el uso de ILs en los métodos de extraccion en fase liquida
no impidi6 el andlisis directo de las fases extractantes tanto por ETAAS como por HG-
AFS. Si bien en ambos casos se debieron ajustar cuidadosamente las condiciones
instrumentales de las mediciones, los eluatos resultantes de los métodos aplicados se
pudieron analizar de forma directa, sin la necesidad de un paso de retroextraccion de
los analitos. Esto representa una ventaja no menor del uso de ILs para extracciones
liquido-liquido, ya que significa una ganancia importante en términos de tiempo y de

consumo de reactivos al momento de llevar a cabo la deteccién elemental.

El caso particular de la deteccion por HG-AFS representd uno de los obstaculos
importantes que se encontraron durante el desarrollo experimental de esta Tesis, debido
a las propiedades del sistema de generaciéon de hidruros del instrumento utilizado. El
gran volumen muerto del mismo y los altos caudales de reactivos que requeria para su
funcionamiento imponian una dilucién significativa de los hidruros de los analitos, lo cual
afectaba los factores de refuerzo de la sensibilidad obtenidos luego de la aplicacién de
los métodos de tratamiento de muestras. Este inconveniente se salvd gracias a la
adaptacion de un sistema de generacion de hidruros miniaturizado acoplado en forma
externa al instrumento estandar comercial, que permitié operar con flujos reducidos de
reactivos, llevando a mejoras sustanciales en la sensibilidad de las determinaciones que

involucraron a esta técnica.

En términos de cifras de mérito analitico, los valores logrados en todos los
desarrollos fueron muy satisfactorios y un resumen de los mismos se puede encontrar
en la Tabla 4.1. Esta aseveracion no se sustenta sobre los valores absolutos obtenidos,
sino que estas cifras de mérito fueron comparadas caso por caso con trabajos
reportados recientemente que involucran técnicas y muestras similares a las aqui
presentadas, habiendo quedado demostrado que los métodos desarrollados en la
presente Tesis se encuentran a la altura o incluso por encima de métodos publicados

en revistas de alto impacto internacional.
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Tabla 4.1. Métodos analiticos desarrollados durante la presente Tesis Doctoral para la preconcentracion y analisis de especiacion de Se 'y Te.

LOD RSD Volumen indice de
Método Muestras Elemento/s  Extractante 1 EF o muestra  consumo  Seccion
(ng LY (%) () e
Agua de canilla,
lluvia » 1,4 (SeV) 90 (Se") 4,9 (Sev) 0,11 (SeV)
D-u-SPE-ETAAS - Se Nanosilica 10 3.1
subterraneay 2,0 (SeV) 88 (Se) 5,4 (Sev) 0,11 (Sev)
de mar
fgua de canilia, 1,1(Se") 110 (SeV) 5,7 (SeV) 0,14 (SeV)
i flica- 1 (Se e 7 (Se , e
D-u-SPE-ETAAS WV se Nanosilica 15 3.2
subterranea y [Comim]Br 1 7(SeV) 104 (SeY) 5,2 (SeV) 0,14 (Se")
de mar
Agua de canilla,
lluvia, Nanomaterial v v v v
M-D-u-SPE-FI-  subterraneay Te compuesto 1.9 (Te") 67 (Te") 2,6 (Te") 50 0,75 (Te") 33
HG-AFS de rio, suelos, Fes04-Si02- 37 (TeV) 62 (TeV) 3,1 (TeY) 0,81 (TeY) '
sedimentos y PIL
alimentos
Agua de canilla,
lluvia, iton X- 1,1 (TeV 87 (TeV 3,9 (TeV 0,11 (Te"
IL-CPE-ETAAS  subterranea y Te _Tk”[tgnmf ml]lc‘} ( v.) ( w) ( w) 10 ( w) 3.4
de rio, suelos y 8 1,7 (TeY) 55 (Te") 5,0 (Te") 0,18 (Te")
sedimentos
_ 2,6 (Se) 49 (SeV) 4,5 (Sev) 0,31 (SeV)
Agua de canila, 3,2 (SeV) 40 (Sev") 5,7 (SeV) 0,37 (Sev")
- -FI-HG- A 2 (Se e 7 (Se , e
IL ISFMI% FI-HG subterrgnea, Sey Te [Cmim]PFe 15 35
AFS en linea mar y rio, suelo 1,8 (TeV) 71 (TeV) 4,7 (TeV) 0,21 (TeV)
sedimento
Y 1,8 (TeV) 70 (TeV) 5,5 (TeY) 0,21 (TeM
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Como ultima etapa en cada uno de los desarrollos aqui presentados, se emplearon
los métodos optimizados para la determinacion de especies inorganicas de Sey Te en
muestras ambientales diversas: aguas subterrdneas, de rio, de mar, de lluvia y de
canilla, sedimentos y suelos. Algunas de estas presentaron matrices de alta
complejidad, por lo que la aplicacion exitosa de cada uno de los métodos fue
representativa de la precision y robustez de los mismos. Adicionalmente, el método
basado en la técnica M-D-pu-SPE permitié también el analisis de especies de Te en ajo,
puerro y brécoli, demostrando que la aplicacion de los desarrollos presentados en este
trabajo no se encuentra circunscripta a las muestras ambientales, sino que tiene también

el potencial de aplicarse en otras matrices que puedan ser de interés.

En sintesis, el trabajo de Tesis Doctoral presentado propone una serie de nuevas
metodologias analiticas cuya innovacion principal es la implementacion de solventes de
ltima generacion, como aun son los ILs, y materiales resultantes de su anclaje sobre la
superficie de nanomateriales. Quedaron demostradas a lo largo de todos los desarrollos
las ventajas de la utilizacion de estos, no solo en términos del rendimiento analitico de
cada metodologia desarrollada, sino también de su reducido impacto ambiental derivado
de la minima generacion de desechos dafiinos. De esta manera, se puede afirmar que
los métodos desarrollados representan propuestas novedosas para el analisis rutinario
de Se y Te en muestras de origen ambiental, puesto que presentan excelentes
rendimientos analiticos con una comprobada aplicacion a este tipo de matrices
complejas y permiten la determinacion selectiva de sus especies inorganicas a

concentraciones del orden de las ultra trazas.

Como perspectiva a futuro, se consideran tres areas de trabajo relacionadas a esta
Tesis Doctoral que presentan potencial de mejora. La primera de ellas tiene que ver con
la investigacion y desarrollo de ILs cuyo impacto ambiental sea minimo no solo en
términos de su uso en técnicas miniaturizadas, sino también por su inocuidad. Esto
abriria las puertas para el desarrollo de aplicaciones a gran escala y al crecimiento en
desarrollos analiticos (bajo los preceptos de la Quimica Verde) e industriales, que se
encuentran beneficiados por las excelentes propiedades de estos solventes, pero
restringidos en cierta medida por las dudas sobre su impacto ambiental. En segundo
lugar, un campo ya en pleno desarrollo pero con mucho potencial ain, es el relacionado
con la selectividad de los ILs. En este sentido, el disefio y sintesis de ILs especificos
para una tarea o para un analito resultara importante para dar lugar a sistemas capaces
de retener especies de forma altamente selectiva y que al mismo tiempo resulten

acoplables con métodos de deteccion poco especificos, pero de bajo costo y alta
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disponibilidad, tal como la espectroscopia UV-Vis. Finalmente, una tercera linea
potencial que ha sido abordada en la parte final de este trabajo, es la de las aplicaciones
en flujo y la automatizacién de los procesos de preconcentracién y separacién de
especies quimicas. En este sentido, los inconvenientes resultantes de la aplicacién de
sorbentes solidos -especialmente aquellos con estructuras hanométricas- representan
actualmente una fuente de desafios de investigacion que puede dar lugar al desarrollo
de metodologias altamente sensibles y selectivas que no requieran intervencion
humana. Avances en términos de materiales, equipamiento, sistemas de retencién e
incluso de software son necesarios con este objetivo, haciendo de este no solo un

desafio interesante, sino también interdisciplinario.
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