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OBJETO

El trabajo que se presenta en esta Memoria estd enmarcado dentro de una linea de investi-

gacioén del grupo “Métodos Instrumentales Aplicados” (AIM, http://www.um.es/aim) de la Uni-

versidad de Murcia que se ocupa del desarrollo y puesta a punto de procedimientos para el tra-
tamiento y determinacién de metales, generalmente téxicos, en muestras diversas, preferente-
mente alimentos, bebidas y medioambientales. Se intenta aportar un enfoque nuevo a la etapa
de tratamiento previo de la muestra disminuyendo al maximo su manipulacién e incorporando

elevados factores de enriquecimiento que aumentan la sensibilidad en la determinacién.

En la determinacidn de especies metdlicas hay dos técnicas analiticas que aportan excelen-
tes niveles de sensibilidad: Espectrometria de Absorcién Atdmica con Calentamiento Electrotér-
mico (ETAAS) y Plasma de Acoplamiento Inductivo con Espectrometria de Masas (ICP-MS). Sin
embargo, cuando el nivel de concentracién es muy bajo o se precisa realizar la especiacion, los
niveles de sensibilidad son insuficientes. Para superar este escollo es preciso incorporar proce-
dimientos de preconcentracion. Nuestro trabajo se ha dirigido al estudio y propuesta de proce-
dimientos de preconcentracidén que, empleando reactivos y/o materiales sencillos de obtener y

de facil manipulacidn, permitan alcanzar elevados factores de enriquecimiento.

La necesidad de determinar la presencia de las distintas formas de los iones metalicos (espe-
ciacion) viene dada por la muy diferente toxicidad que presentan dentro del mismo elemento.
Esto resulta particularmente interesante cuando se trata de muestras que participan en la cade-
na alimentaria. En ocasiones, la similitud de comportamiento quimico de las distintas especies
de un metal o metaloide hace que sea necesario recurrir a procedimientos de separacién. En
nuestro caso, y siempre que sea posible se recurrira a procesos de separacion no cromatografi-
cos con el fin de conseguir mayor rapidez en esta etapa. La opcidn de separacion cromatografica
ya se aborda en otra de las lineas de nuestro grupo de investigacidn, centrada especialmente en

la determinacién de especies organicas.

Es facil imaginar que, si los niveles totales de la especie metalica son bajos, aiin mas lo son
los de las distintas formas en las que se presenta. Por tanto, esta tematica supone un reto muy
importante que en esta Memoria se afronta con el empleo de materiales adsorbentes de tama-
flo nanomérico, sencillos en la obtencion y asequibles, dispersos en la fase aceptora para conse-
guir rdpidas separaciones y empleando ETAAS como sistema de medida final. En efecto, la técni-
ca ETAAS presenta unas caracteristicas de sensibilidad que la hacen muy competitiva al tiempo

que perfectamente compatible con el empleo de microvolimenes, es de relativo bajo costo de


http://www.um.es/aim
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adquisicion y mantenimiento y estd presente hoy en dia en cualquier laboratorio de andlisis de

rutina.

Esta Memoria se ha estructurado en cuatro capitulos que concluyen con la propuesta de seis
procedimientos analiticos para la preconcentracién, especiacion y determinacién de varias espe-

cies inorgdanicas en diversos materiales.

En el primer capitulo se presenta un estudio bibliografico sobre las publicaciones mas re-
cientes de las distintas técnicas de microextraccién derivando hacia el proceso de microextrac-

cion dispersiva con materiales sélidos, base de esta Memoria.

En el capitulo Il se trata el empleo del éxido de grafeno y su producto de reduccién incom-
pleta, el 6xido de grafeno reducido, como materiales adsorbentes adecuados para la retencidn
de especies metalicas. Se optimizan las condiciones experimentales para la adsorcion de Cd, Pb,
V(IV) y V(V) en una pequefa cantidad de nanomaterial disperso en la fase dadora. Se estudian
las condiciones para su recuperacion en un microvolumen de fase aceptora y su determinacion
por ETAAS. También se aborda la separacién del material adsorbente de la fase aceptora me-
diante el empleo de la formacién de micelas con el uso de tensioactivos no iénicos. Los procedi-
mientos propuestos se han aplicado a la determinacién de estas especies en muestras de agua

de distinta procedencia.

El empleo de celulosa nanomérica y/o microcristalina como material adsorbente en microex-
traccién en fase solida dispersa (DSPME) se aborda en el capitulo Ill de la Memoria. Este material
se ha aplicado a la especiacion de Cr(lll) y Cr(VI) en muestra de agua alcanzando unos niveles de

sensibilidad de ultratrazas.

El capitulo IV estudia el empleo de las particulas magnéticas originadas por los éxidos dobles
de Fe(lll) y Fe(ll) en sistemas DSPME. En esta ocasidén se propone un nuevo procedimiento para
la formacién de este material que permite aumentar su capacidad de adsorcién. Estos éxidos
metalicos se han mostrado adecuados para la adsorcidn de As(lll), As(V), metilasrsonato de so-
dio (MMA), Ag(l), Ag(0), Cr(lll) y Cr(VI). Cuando se emplea este material la separacion de la fase
aceptora resulta muy sencilla con la simple aplicacién del campo magnético generado por un
iman de neodimio. Los procedimientos propuestos se han aplicado a una amplia variedad de

matrices, fundamentalmente acuosas.

Entendemos que los procedimientos y desarrollos presentados son una buena muestra de la

potencia del empleo de ETAAS como sistema de determinacion acoplado a procedimientos sen-
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cillos y rapidos de separacidon que permiten alcanzar rapidamente factores de enriquecimiento
superiores a 100. El inconveniente de la determinacion secuencial, propio de esta técnica, se
compensa con la sencillez y asequibilidad de la metodologia, lo que la hace, en su conjunto,
competir favorablemente con otras técnicas mas sofisticadas y de mayor costo y mantenimien-
to. Son muchas las situaciones y problemas analiticos que se le plantean al pequefio y mediano
laboratorio en el campo del analisis de trazas de metales y metaloides. El Grupo AIM ha trabaja-
do en los ultimos afios en la puesta a punto de procedimientos que permitan solventar estas
demandas mediante ETAAS sin necesidad de recurrir a ICP-MS, técnica mucho mds cara y fuera
del alcance de muchos laboratorios de presupuesto reducido. Lo aqui resumido es tan solo parte

de los esfuerzos realizados en este sentido.
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Panoramica de las técnicas de microextrac-
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CAPITULO I. Introduccidn

I.1. Introduccion al uso de nanomateriales en Quimica Analitica

La Quimica Analitica necesita una mejora continua a través de la optimizacién de los méto-
dos analiticos debido a la exigencia de detectar y cuantificar cantidades cada vez mas pequefias
de los diferentes analitos presentes en las distintas matrices a analizar. El objetivo general es
determinar la concentracidon de un analito en una muestra. En muchas ocasiones los analitos
estdn presentes en matrices complejas, en las que el andlisis directo no es posible debido a la
falta de selectividad por la presencia de interferentes y la falta de sensibilidad de los instrumen-
tos disponibles. Por lo tanto, usualmente es necesario un paso de extraccién previo, que involu-

cre el aislamiento y enriquecimiento de los analitos.

A este desafio podemos responder desde distintos enfoques. Uno de ellos es el desarrollo
de nuevos y mas eficaces sistemas de transferencia de fases (extraccion) que permitan no solo
aumentar la concentracién del analito, sino también, y simultdneamente, aislarlo de una matriz
compleja. En esta memoria nos vamos a centrar en la transferencia desde fases liquidas a fases

solidas, preferentemente dispersas, para conseguir unos tiempos de transferencia muy cortos.

Para alcanzar estos objetivos necesitamos que el material sorbente se encuentre en un ta-
mafio de particula pequefio con el fin de que ofrezca una elevada superficie activa de intercam-
bio. En los ultimos afios, el empleo de diversos tipos de nanomateriales ha centrado la atencién
de los investigadores como sorbentes en técnicas de extraccion, evitando en gran medida el uso
de reactivos y disolventes altamente téxicos, lo que nos dirige hacia una “quimica verde” respe-

tuosa con el Medio Ambiente.

La sintesis y caracterizacién de nanomateriales (NM), materiales con al menos una dimen-
sién en el rango de 1 a 100 nm, se ha convertido en un area de investigacion muy activa y pro-
ductiva. La determinacién de la estructura de los NM (tamafio, forma, topografia de la superfi-
cie, medios circundantes y su disposicién en el espacio), asi como el estudio de sus propiedades,
esta directamente relacionada con posibles aplicaciones utiles y prometedoras [1]. Asimismo, la
aplicacion de estos materiales en diferentes campos como medicina, industria, productos de la
vida diaria, remediacidn, etc., muestra un desarrollo impresionante. Una de las dreas en las que

han encontrado abundantes aplicaciones es la Quimica Analitica.

En el caso de la determinacién de especies metalicas, tematica que aborda esta memoria, si
bien resulta importante conocer la concentracidn total de un elemento, no menos importante
es, en el caso de que existan, conocer las concentraciones de las distintas formas quimicas de

ese elemento en la muestra, esto es, alcanzar su especiacion. Resulta evidente que esta necesi-
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CAPITULO I. Introduccidn

dad deriva de la distinta reactividad quimica de las diferentes especies en disolucién de los ele-
mentos. En efecto, para un mismo elemento, por ejemplo, es facil encontrar formas quimicas
muy tdxicas y otras no perjudiciales para el ser humano. Si, ademads, la concentracién total de
los elementos es muy baja, resulta facil comprender que existe una gran dificultad para cuanti-

ficar los contenidos de las distintas formas en las que se encuentra distribuido en la muestra.

Para llevar a cabo esta tarea se recurre al empleo de técnicas de separacién (generalmente
la cromatografia, en cualquiera de sus variantes) en combinacidn con técnicas ultrasensibles de
deteccidn de elementos como el plasma de acoplamiento inductivo con deteccidn por espectro-
metria de masas (ICP-MS). Esta combinacion conduce a buenos resultados en la mayoria de las
situaciones, pero exige el empleo de instrumentacidon muy cara y de costoso mantenimiento, al

tiempo que disponer de usuarios muy experimentados.

En los ultimos afos, muchos investigadores han trabajado en el desarrollo de procedimien-
tos no cromatograficos para separaciones sencillas (involucrando unas pocas especies) del
mismo elemento con excelentes resultados. La combinacién de estas metodologias con una téc-
nica atémica sencilla al tiempo que sensible y compatible con el empleo de microvolimenes,
como es el caso de la Espectroscopia de Absorcién Atdmica con calentamiento electrotérmico
(ETAAS), puede ser una excelente alternativa. Un buen conocimiento sobre las propiedades de
las diferentes especies ha permitido el desarrollo de técnicas de separacidn no cromatograficas
que, unidas a ETAAS, proporcionan la posibilidad de la especiacién de un gran nimero de meta-
les. Ademas, estas estrategias no cromatograficas consumen menos tiempo, son mas rentables
y estan al alcance de cualquier laboratorio presentando, también, limites de deteccién muy com-
petitivos. Realmente, el andlisis con especiacién no cromatografica resulta una alternativa muy

interesante, sobre todo en muestras de agua y alimentos [2].

El término nanomaterial se refiere a materiales con tamafio de particula comprendido entre
uno y varios centenares de nandmetros. Las propiedades fisicas y quimicas de estos materiales
son muy diferentes a las que tiene cuando se encuentran en los habituales tamafios. Presentan
una gran area superficial especifica y un mayor nimero de atomos en la superficie, lo que afecta
al comportamiento termodindmico de la particula. Los 4&tomos de la superficie necesitan menos
energia para moverse porque hay menos atomos en el interior de la particula y requieren menos
energia para vencer las fuerzas intramoleculares de atraccién. La Figura I.1 muestra una escala
de tamafios orientativa y un esquema del incremento superficial que se consigue con el empleo

de material nanomérico.
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Figura I.1: Escala de tamafios y esquema que muestra el incremento de area superficial que se produce

al reducir el tamafio de particula. Tomado de [3].

Desde el punto de vista de la Quimica Analitica, los materiales nanoestructurados pueden
proporcionar varias ventajas derivadas de la dimensién, topografia, composicién quimica y pro-
piedades fisicas. Una de las aplicaciones mas relevantes de los nanomateriales esta en el campo

del pretratamiento de la muestra para el analisis quimico.

Los nanomateriales empleados como fases sélidas permiten el aislamiento y preconcentra-
cién de una gran variedad de analitos a través de una extraccidn en fase sélida que se puede
llevar a cabo en diferentes formatos (columnas empaquetadas, sorbente disperso en liquidos o
en membranas). En comparacién con los sorbentes convencionales?, los nanomateriales poseen
una alta superficie especifica, asi como elevadas capacidad y velocidad de sorcidn, permitiendo
también la retencion selectiva de metales en sus diferentes estados de oxidacidn como es el

caso de As, Se, Sby Cr .

! Sobre la terminologia. La interacciéon entre el material sélido y el analito contenido en la fase liquida
puede ser de muy diferente naturaleza. Empleamos aqui un término genérico como sorbente que puede
englobar los distintos casos.
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Muchos investigadores han confirmado que los nanomateriales proporcionan una ma-
yor eficiencia en la sorcién de diversos compuestos en fases gaseosas o liquidas [4, 5]. Sin em-
bargo, hay algunas limitaciones en la aplicacién de nanomateriales, pues al presentar una mayor
tension superficial debido a su pequeno tamafio, sus particulas tienden a aglomerarse disminu-
yendo asi su capacidad de interaccion, pues disminuye el area disponible para ello. Ademas, en
el caso de muestras con fuerza idnica elevada, como ocurre en la mayoria de muestras biolégi-
cas, la coagulacion también puede ocurrir durante el procedimiento analitico, con la consi-
guiente pérdida en efectividad de las nanoparticulas [6]. No obstante, como se verd mas ade-
lante, esta aglomeracién puede ser Gtil una vez que los analitos han sido retenidos por las na-

noparticulas para su posterior recoleccidn a través de la técnica apropiada.

|.2. Clasificacion de nanomateriales

Los nanomateriales pueden ser clasificados, incluso definidos, seguin la dimension o la
composicion de los mismos. Si nos centramos en la dimensién, llamaremos nanomaterial a cual-
quier material con al menos una dimensidn en la nanoescala, es decir, con un tamafio de parti-
cula entre 1y 100 nm, aunque el limite de tamafio de 100 nm ha sido cuestionado y puede ser

objeto de debate [7]. En base a esta definicion, los nanomateriales se pueden dividir en:

Cerodimensional: Todas las dimensiones estan en nanoescalay es el caso de las nanopar-
ticulas.
Unidimensional: En este caso, solo una dimensidén no esta en la nanoescala, como son

los nanotubos, nanocables y nanobarras.

Bidimensional: Son dos dimensiones las que no estan en la nanoescala (nanofilms, na-
nocapas y nanocubiertas).

Tridimensionales: También se conocen como estructuras de nanomateriales, que no tie-

nen ninguna dimensién menor de 100 nm [8].

La Figura 1.2 muestra algunos ejemplos de estas estructuras. En base a estas definicio-

nes, desarrollamos cada uno de estos casos a continuacion.

|.2.1. Nanoparticulas metalicas (MeNPs)

Debido a la estabilidad quimica, solo han ganado una gran importancia las nanoparti-
culas de metales nobles como el oro (AuNPs), plata (AgNPs) y platino (PtNPs), siendo las nano-

particulas de oro las mas interesantes desde el punto de vista de bioandlisis. Las biomoléculas
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gue contienen grupos tiol o aminas pueden ser adsorbidas espontaneamente en estas nano-

particulas de oro, generando monocapas bien organizadas [9, 10].

Este tipo de MeNPs puede emplearse también como recubrimientos de fibras para atra-
par las distintas especies en que se pueden presentar algunos metales, pues existen diferentes
mecanismos de retencion factibles, como son la formacion de amalgamas, descomposicion ca-
talitica y la sorcion tras una funcionalizacion adecuada. De esta forma, se han desarrollado dife-
rentes aplicaciones para la determinaciéon de mercurio, pues las superficies de oro presentan

una gran afinidad por dicho elemento [11].
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Figura 1.2: Ejemplos tipicos que muestran la variada dimensionalidad de los nanomateriales: (a) fulle-
reno; (b) punto cudantico; (c) grupo metdlico; (d) nanotubos de carbono; (e) nanotubos de 6xido meta-
lico; (f) grafeno; (g) nanocintas de 6xido metalico; (h) nanodiamante; (i) estructuras organicas metalicas
(MOF). Tomado de [3].

Las AgNPs y AuNPs han sido empleadas como una fase sdélida para la preconcentracion
de Hg (Il) de aguas naturales a través de la reduccién a Hg(0) con NaHB4, el cual queda adsorbido

sobre dichas MeNPs. Las caracteristicas del analito retenido permiten su facil desorcion térmica
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CAPITULO I. Introduccidn

como paso previo a su posterior determinacidn por el detector adecuado, consiguiéndose unos
limites de deteccién mucho mas bajos que los que pueden alcanzarse por la técnica habitual de

vapor frio [12].

Las AgNPs en combinacién con la extraccién con punto de nube se han aplicado a la
especiacién no cromatografica de Cr por ETAAS. Estos experimentos han sido llevados a cabo en
presencia de EDTA permitiendo la determinacién selectiva de Cr(VI), mientras que en ausencia
del agente complejante de Cr(lll), se midié el cromo total, obteniendo un limite de deteccidn de

2 ng-Lt[13].

Otros metales como Fe y Zn, también forman estas MNPs para aplicaciones como trans-
porte, catdlisis, sensores épticos o deteccion de biomoléculas [14]. La Figura I.3 muestra como
el cambio de tamafio afecta a propiedades tan llamativas como el color de las suspensiones en

que se encuentran.

mEEeN
.I.. Ag Ag Ag Ag Ag Ag

nanoprisms spheres spheres spheres spheres spheres
100 nm 100 nm 50 nm 100 nm 80 nm 40 nm

Figura 1.3: Influencia del tamafio, forma y composicidn en la dispersién de la luz y por tanto el color
resultante de las suspensiones de nanoparticulas de oro (izquierda) y plata (derecha). Tomado de [15,
16]

|.2.2. Nanoparticulas de éxidos mixtos metalicos (MONPs)

Dentro de esta categoria se encuentran diferentes nanoparticulas inorganicas con pro-
piedades Unicas, como una gran superficie de contacto, alta capacidad de adsorcién y estabili-
dad ante un gran nimero de sustancias quimicas. Pueden mencionarse, por ejemplo, Fe;0a, TiO;
[17], Al,O3, ZrO,, MnO y CeO; [18], las cuales se pueden utilizar directamente, o bien funciona-
lizandolas con diferentes recubrimientos, aumentando asi su selectividad. Ademas, estos nano-
materiales se pueden tratar con hidroxidos dobles, materiales nanoestructurales inorganicos

bidimensionales sintéticos, teniendo gran importancia como intercambiadores idnicos [19, 20].
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Los hibrido metal/6xido de metal se han usado como sorbentes para una preconcentra-
cion selectiva de analitos inorgdnicos y organicos. Asi, Wang et al. investigaron un nuevo mate-
rial de nanotubos de TiO, tratado con Zr como sorbente en SPE, observando una fuerte adsor-

cion para la preconcentracion de bisfenol A a partir de muestras de agua [21].

Otra aplicacién como material hibrido es el compuesto de SiO,, Al,O3 y TiO; [22]. El ma-
terial hibrido fue procesado por sol-gel y utilizado como sorbente para el enriquecimiento en
flujo continuo de cobre en agua y otras muestras. Costa et al. investigaron las caracteristicas de
adsorcion en linea del sorbente hibrido Nb,Os / Al,03 / SiO, para niveles de trazas de Cd (ll). La
viabilidad del sorbente para el enriquecimiento de Cd (l1) se evaludé mediante el andlisis de mues-

tras de agua, muestras de cigarrillos y materiales de referencia certificados [23].

La Figura .4 muestra algunas imagenes capturadas por distintos investigadores relativas
al aspecto morfoldgico de los productos obtenidos. En el caso de la obtencién de ZnO por la
metodologia sol-gel se consiguen estructuras tridimensionales de tamafo nanomérico que tie-
nen menor tendencia a la agregacion que estructuras con baja dimensionalidad. En efecto, de
las imagenes de SEM se puede ver que el producto ZnO consiste en numerosos agregados 3D de
aspecto similar a las flores, con unidades que tienen didmetros en el rango de 2-3 um. Ademas,
cada unidad esta formada por muchas nanohojas delgadas como “pétalos”, y estas nanohojas
tienen un grosor de aproximadamente 30 nm. A partir de las imagenes TEM y SAED se obtiene

mas informacion sobre este producto [24].

Figura 1.4: Imagenes obtenidas con microscopia de barrido electrénico (SEM), microscopia de transmi-

sion electrénica (TEM) y difraccién electrénica de drea seleccionada (SAED) de ZnO, fotografias a-c,

respectivamente. Tomado de [24].

|.2.3. Nanoparticulas magnéticas (MNPs)

Se trata de una clase de nanoparticulas relativamente recientes, al menos en su aplica-
cion en Quimica Analitica, que consisten en éxidos de elementos tales como el hierro, niquel,

cobalto que, mediante la aplicacidon de un campo magnético externo, tienen la capacidad de ser
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separadas del medio en que se encuentran, esto es, permiten obviar el engorroso proceso de
separacion por centrifugacion. Sus propiedades magnéticas, que desaparecen tras la accién del
campo magnético, las han convertido en unas de las mas interesantes dentro de la extraccion
en fase soélida. Las nanoparticulas de éxido de hierro (magnetita) han ganado una gran impor-

tancia debido a la facilidad en su sintesis, bajo coste y su biocompatibilidad [25-28].

Una de las principales caracteristicas de los MNPs, que origina el nombre de esta cate-
goria es su comportamiento magnético. La estructura de dominio del material ferromagnético,
y por lo tanto el comportamiento magnético, se describe mediante dos parametros principales:
coercitividad y remanencia. La coercitividad depende en gran medida del tamafio de la particula
magnética. A escala nanométrica, la coercitividad disminuye hacia cero y la magnetizacién uni-
forme se produce como dominio Unico, lo que da como resultado materiales superparamagné-
ticos. Las NP superparamagnéticas tienen coercitividad nula y no tienen histéresis, es decir, se
vuelven magnéticas en presencia de un campo magnético externo, pero vuelven a un estado no
magnético cuando se elimina el campo magnético externo. Entonces no se observa ninguna

magnetizacién remanente y las NPs pueden redispersarse uniformemente.

El magnetismo es una de las tendencias mas atractivas hoy en dia dentro de la Quimica
Analitica, por lo que la optimizacién de muchos métodos analiticos se basa en los recientes avan-
ces en el desarrollo de nanomateriales magnéticos, para mejorar el rendimiento de las metodo-
logias existentes. Las fuerzas magnéticas ofrecen grandes ventajas en aplicaciones analiticas ya
que las interacciones magnéticas no estan influenciadas por variables quimicas como el pH, la
concentracién o la superficie. Ademas, permiten trabajar en microsistemas, lo que supone un
considerable avance en las técnicas de separacion [29, 30], pretratamiento de la muestra [31,
32] y desarrollo de sistemas de analisis totalmente miniaturizados [33, 34]. Debemos tener en
consideracion que el comportamiento a nanoescala es totalmente diferente del que muestran

a nivel macroscépico [35].

Los nanomateriales como la magnetita (FesO4) o la maghemita (y-Fes04) se han utilizado
principalmente como fase sdlida magnética (MSP) una vez que han sido funcionalizadas para
evitar la agregacion. Este recubrimiento permite la proteccién y estabilizacién de las MNPs sin
alterar su recuperacidn con la aplicacion de un campo magnético. Esto simplifica el proceso pues
no necesitamos una etapa de filtracion o centrifugacidn. Existen varios métodos de sintesis de
las MNPs como, por ejemplo, la coprecipitacién, descomposicién térmica, sol-gel, etc. que co-

mentaremos mas adelante [36, 37].
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La Figura I.5 esquematiza el mecanismo de separacion general cuando se emplean par-
ticulas magnéticas. La retencién de los analitos depende de los grupos funcionales que se en-
cuentran en la superficie de las particulas. Se han descrito los siguientes tipos de interacciones:

idnica, dipolo-dipolo, dipolo inducido por dipolo, enlaces de hidrégeno y fuerzas de dispersidon
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Figura 1.5: Proceso de la extraccion magnética en fase sélida. Tomado de [38].

La obtencién del material magnético activo puede involucrar varias etapas para facilitar
su manejo y mejorar su selectividad en la interaccidn con el analito. Asi, la Figura .6 muestra un
ejemplo de un sistema de fase reversa (RP), en el que la superficie del absorbente posee una
naturaleza polar o no polar débil, las interacciones son en su mayoria hidréfobas y van der
Waals. En un sistema de fase normal (NP), la superficie del lecho posee una naturaleza polar, lo
que hace que los analitos polares y los que tienen fragmentos polares sufran sorcién en la su-
perficie del sdlido. En este caso, el mecanismo de retencién de los analitos se basa en enlaces
de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo e interacciones m-m. Las interacciones mas estables,
como el enlace quimico, no se utilizan en la practica para la separacién debido a su irreversibili-
dad. Para conseguir una superficie con polaridad ajustable es preciso recubrir las particulas. Ge-
neralmente, se recurre primero a afiadir una capa de silice y seguidamente se procede a la fun-

cionalizacion de la misma.

[.2.4. Nanomateriales de carbono

Los alétropos de carbono mds conocidos son el carbén, grafito y diamante. Junto con

éstos se han desarrollado otros sintéticos como fullerenos (esférico), nanotubos (cilindricos),
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grafeno y puntos cuanticos. Y mas recientemente se han desarrollado los nanodiamantes, na-
noestrellas, nanoconos y nanobarras con propiedades prometedoras para su empleo como sen-
sores o sorbentes. La principal ventaja de usar NM basados en carbono es la facilidad de prepa-
racién, funcionalizacion y operacién con la muestra [39]. Algunos de ellos, como los nanotubos
y el grafeno, se pueden sintetizar de forma ecoldgica utilizando materiales sostenibles o incluso
desechos [15]. Algunos NM basados en carbono se han usado directamente, pero también se
han realizado modificaciones de su estructura por oxidacién o funcionalizacién con diferentes
grupos. Los alétropos sintéticos desempenan un papel importante en la nanociencia y la nano-
tecnologia por sus peculiares propiedades. Ademas, los NM basados en carbono se utilizan ac-
tualmente para aplicaciones biomédicas debido a su menor toxicidad e impacto en la salud hu-
mana que los nanomateriales metdlicos. Si bien algunos se usan directamente, en muchos casos
se realizan modificaciones de su estructura por oxidacién o funcionalizacidn con diferentes gru-

pos.
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Figura 1.6: Sintesis de particulas magnéticas recubiertas de silice con funcionalizacion de
grupos amino. Tomado de [38].

Los NM basados en carbono muestran excelentes propiedades de adsorcién para las
especies orgdnicas e inorgdnicas. Las interacciones con los analitos se producen a través de fuer-
zas no covalentes, como los enlaces de hidrdgeno, interacciones m-m, fuerzas electrostaticas,

fuerzas de van der Waals e interacciones hidrofobas [16].

La aplicacién de los nanomateriales de carbono como nanosorbentes comenzé cuando
fue descubierto el fullereno C-60 en 1985 [40]. Desde entonces las aplicaciones se han ampliado

al uso de otros materiales como los nanotubos de carbono, 6xido de grafeno y grafeno, asi como
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otros fullerenos [41-45]. A continuacién, describimos algunos de estos nanomateriales y sus

propiedades.

[.2.4.1. Fullerenos

Se trata de nanoestructuras poliédricas con anillos de 5 y 6 atomos de carbono (Figura
I.7) en forma de esfera hueca, elipsoide o tubo [46]. La aplicacién de estos nanomateriales es
relativamente limitada debido a su gran insolubilidad en medios acuosos y orgdnicos, elevado
precio y dificil accesibilidad. En cambio, su poca tendencia a la agregacidn hace que se haya
aplicado como sorbente en fase sdlida [41, 47]. Ademas, los fullerenos tienen una estructura
deficiente en electrones, lo que favorece sus interacciones con compuestos que poseen grupos
dadores de electrones. Al principio los fullerenos se aplicaron como fases estacionarias croma-
tograficas en sensores electroquimicos y como materiales absorbentes en sistemas de flujo con-
tinuo. En una mini columna, se aplicaron por primera vez para la preconcentracién de Pb en la

preparacion de la muestra [48].

Figura I.7: Fullerenos de distinto tamafio conteniendo 60, 80 y 240 4tomos de carbono.

1.2.4.2. Nanotubos de carbono (CNTs)

Los nanotubos de carbono son en esencia hojas de grafeno enrolladas con un didmetro

entre unas pocas décimas a decenas de nm y una longitud que puede llegar a ser del orden de
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cm (Figura 1.8). Puede tratarse de una sola hoja en el caso de una sola pared, o de varias en el
caso de paredes multiples. Son importantes debido a su alta superficie de contacto, elevada
capacidad para interacciones 1-m, relativo bajo coste, faciles de conseguir y muy faciles de fun-
cionalizar para aumentar su capacidad de retencion, por lo que estamos hablando de los sor-

bentes mas utilizados en los ultimos afos [46, 49-51].
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Figura 1.8: Nanotubo de carbono con dos perspectivas.

Los CNTs de paredes multiples muestran mejor rendimiento respecto a una pared sim-
ple, debido a la presencia de hojas concéntricas que dan como resultado una mayor interaccion
con los analitos. La adsorcién mds favorable con los iones metdlicos ocurre cuando los principa-
les grupos funcionales (carboxilo, hidroxilo) estdn ionizados negativamente para que los iones
con carga positiva puedan adsorberse en su superficie con mayor facilidad. Por tanto, la reten-
cidon de iones metalicos aumenta a mayor pH del medio [52]. Los iones metdlicos también pue-
den quedar atrapados previa formacidn de quelatos metdlicos, como por ejemplo con APDC,

PAN, etc.

La separacion de especies metdlicas con distinto estado de oxidacién puede llevarse a
cabo mediante CNTs. Para el cromo, por ejemplo, se lleva a cabo la separacion y preconcentra-
cién de una de sus especies y, posteriormente, se repite el proceso por reduccion del Cr (VI) u
oxidacion de Cr (1) para conocer el contenido en cromo total [53]. También se ha llevado a cabo

la especiacion de vanadio en aguas por FI-SPE-ETAAS haciendo uso de CNTs [54].

1.2.4.3. Grafeno (G) y Oxido de grafeno (GO)

El GO se puede considerar una hoja de grafito que contiene diferentes grupos funciona-

les como carboxilo, hidroxilo, cetona y epoxi. Consiste en una o varias capas de dtomos de C con

22



CAPITULO I. Introduccidn

hibridacion sp? dispuestos como en un panal de abejas. El grafeno puede ser obtenido libre de
impurezas de metales ya que no es necesaria la presencia de catalizadores metalicos para su
sintesis (Figura 1.9). Su interés como sorbente alternativo es debido a su elevada superficie, su
alta dispersibilidad en el agua y resistencia mecdnica, asi como la versatilidad para modificar su
superficie. En cuanto al grafeno, puede considerarse como GO sometido a un proceso enérgico

de reduccidn, caracterizandose por su baja dispersibilidad en el agua [55, 56].

El G tiene una superficie especifica muy grande (2630 m2-g!) y, ademds, ambas superfi-
cies de la hoja plana son accesibles para la sorcidén, en contraste con los CNTs y fullerenos [57,
58]. Hasta el momento, este nanomaterial no se ha aplicado mucho a la especiacién de los ele-

mentos.

Figura 1.9: Estructura tridimensional del grafeno.

A diferencia del G, el GO contiene bastantes puntos polares, lo que le confiere un carac-
ter mucho mas hidréfilo [5], caracteristica que hay que tener en consideracion a la hora de fijar
uno u otro para la microextraccion de las distintas especies. Es decir, el GO puede proporcionar
varios puntos de funcionalizacién para mejorar la selectividad [59]. Las excepcionales propieda-
des del grafeno y dxido de grafeno los convierten en excelentes candidatos como sorbentes de

SPE [60-65] y SPME [66-74].

1.2.4.4. Celulosa microcristalina (MCC)

El interés por introducir materiales de tamafio nanométrico por las propiedades que
presentan, ha llevado a la busqueda de fuentes de materia prima asequibles para la obtencion
de nanomateriales de facil obtencidn, bajo costo y amplia aplicabilidad. Es el caso de la celulosa

cristalina, la cual se presenta como un cristal con estructura de aguja. Una de las fuentes posibles
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de celulosa es la paja de trigo, por lo que la celulosa es el polimero renovable mas abundante
del mundo (Figura 1.10). Se encuentra en las paredes celulares de las plantas, pero también
puede ser sintetizado por algunas bacterias y animales. La Figura I.11 muestra la estructura de

la cadena de celulosa.

Los cristales de celulosa se pueden conseguir por el tratamiento con H,SO4 del material
vegetal original, provocando una hidrdlisis acida. Este tratamiento no solo va producir una MCC
aislada, sino también una superficie cargada negativamente como resultado de la esterificacién

de grupos hidroxilos por iones sulfato, lo que permite formar un sistema coloidal estable [75].

Figura 1.10: Aspecto fisico de la celulosa microcristalina.

Tanto su pequefio tamaio de particula como esa carga superficial permiten el uso de
MCC en técnicas de microextraccion como DSPME para la determinacion de varios elementos

metalicos en sus diferentes estados de oxidacion.

[.2.5. Nanomateriales de silicio

Estos nanomateriales, que incluyen las nanoparticulas de silice (nanoparticulas inorga-
nicas de Si0;), nanotubos, nanohilos y materiales de silice nanoporosos (silanos sintetizados),
son ampliamente utilizados para la preparacidon de nanosorbentes. Son faciles de sintetizar, asi
como de modificar en su superficie con grupos funcionales, ademas de su bajo coste. Su forma
esférica con capa de recubrimiento hace que tengan bastante importancia en procedimientos

de extraccion tanto en linea como en columna [39, 76, 77].
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Figura 1.11: Estructura de la celulosa. Tomado de [75].

Estos materiales siliceos también presentan gran superficie especifica con excelente ca-
pacidad de adsorcidn, asi como la posibilidad de modificacion funcional a baja temperatura. La
incorporacién de grupos funcionales permite obtener sorbentes adecuados para su uso en SPE
[79-83] o como recubrimientos en SPME [84, 85] para la extraccién de analitos en varios tipos
de muestras. La sintesis se consigue fundamentalmente por la hidrdlisis y condensacion de bien
los silanos del tipo (Si(OX)4), donde X normalmente es OEt o OMe, bien los organosilanos del
tipo [(XO)sSils-R, donde R es un grupo organico, en medio basico. Se forman silanolatos que
condensan con otros 25 organosilanos para formar enlaces siloxanos (Si-O-Si) que crecen para

formar oligdmeros. La Figura .12 muestra un esquema del proceso.
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Figura 1.12: Hidrdlisis y condensacion de silanos y organosilanos (a y b, respectivamente) que conduce a
la obtencidén de silsesquioxanos. Tomado de [78].
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|.2.6. Nanomateriales basados en polimeros

[.2.6.1. Polimeros organicos

Son considerados unos de los sorbentes de mayor interés y se pueden utilizar como ma-
triz paraintroducir nanomateriales inorgdnicos en ellos, dando lugar a nanomateriales compues-
tos (“nanocomposites”), incluyendo su utilidad como materiales de soporte para sintetizar e in-
movilizar nanoparticulas a fin de mejorar las propiedades quimicas, térmicas, mecanicas y de
adsorcién de nanocompuestos. Una ventaja adicional para algunas aplicaciones es que presen-
tan una gran biocompatibilidad. En los ultimos afios, las nanofibras y nanofilms de polimero
conductivo han ganado protagonismo debido a sus aplicaciones en sintesis electroquimica [86,

87].

Existen nanoparticulas organicas cuya naturaleza polimérica proporciona ciertas propie-
dades que permiten su uso fuera del ambito analitico, como soporte de medicamentos para su
posterior liberacidon de forma controlada [88]. Los nanotubos, nanocables y nanobarras de poli-
meros orgdnicos tienen aplicaciones potenciales en dispositivos electrénicos, magnéticos, épti-
cos, optoelectrénicos y micromecdnicos. Uno de los nanotubos poliméricos mds prometedores
es el de los nanotubos de polianilina (PANI), que muestran una buena conductividad y pueden
usarse en telas conductoras. La fibra de poliglicidilmetacrilato (PGMA) se utiliza para fabricar
tejidos inteligentes que se denominan “fibras inteligentes”, ya que pueden cambiar sus propie-
dades segun las condiciones ambientales. Los textiles basados en fibra PGMA pueden cambiar
entre propiedades contradictorias, tales como hidrofébica e hidrofilica; conductor y no conduc-

tor; acido y basico; o incluso cambiar de color.

1.2.6.2. Polimeros inorgdanicos e hibridos

Estos incluyen los xerogeles, estructuras érgano metalicas y nucleos con recubrimiento
que presentan importantes aplicaciones como nanosorbentes. Los xerogeles y aerogeles son
eficientes sorbentes debido a su elevada area superficial, porosidad y volumen de su poro in-
terno. Entre ellos, el xerogel de silice ha despertado mucha atencién [89]. Pero son los polisilo-
xanos los polimeros inorganicos mds importantes tanto en lo que se refiere a sus aplicaciones
comerciales como las debidas a su empleo como recubrimiento en diferentes dispositivos de
extraccidn. Sus aplicaciones se encuentran desde el ambito de la medicina hasta el campo de la

cosmética. Asi, el polidimetilsiloxano o caucho de silicona es el material mas utilizado en técnicas
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de preparacion de muestras [90]. Los materiales hibridos orgdnico-inorganicos, pueden ser ob-
tenidos en forma de varillas por la formacién de un fuerte enlace entre iones de un metal y
compuestos enlazantes organicos. Este tipo de materiales tiene un drea muy grande y la aper-
tura de sus poros es muy variada, por lo que se han utilizado como sorbentes para la extraccién
de una amplia gama de analitos de iones pequefios provenientes de proteinas de elevada masa
molecular [91-93]. La Figura 1.13 muestra una estructura de azolato de cinc desarrollada sobre

fibra de acero inoxidable utilizada en SPME con grandes ventajas respecto al PDMS [94].

—100pum—

Figura 1.14: Fotografia SEM del polimero metalico desarrollado como recubrimiento de fibras de acero
inoxidable para la retencidén de compuestos organicos volatiles. Tomado de [94].

La Figura .14 muestra un ejemplo de este tipo de particulas. Se trata de lo que se deno-
minan estructuras ceoliticas con compuestos del tipo imidazol. Sobre microesferas de resina se
fijan iones metalicos y compuestos de imidazol para conseguir estructuras muy esféricas ade-
cuadas para procesos SPE. Asi por ejemplo, el compuesto ZIF-67 se obtiene por tratamiento a
120 °C en autoclave de una mezcla de sales de Co(ll) y 2-methyl imidazolio [95]. El producto
obtenido es bastante esférico (Figura l.14a) pero si ahora este producto se sintetiza sobre mi-
croesferas de resina (Figura 1.14b) se consigue un producto con las mismas caracteristicas ad-

sorbentes pero mas adecuado para procesos SPE (Figura 1.7.c) [96].

Figura 1.14: Fotografia SEM de ZiF-67 (a) y el material compuesto que resulta de desarrollar ZIF-67 sobre
microesferas de resina. La fotografia b es la imagen SEM de la microesfera de resina y la c corresponde
a ZIF-67 sobre la microesfera de resina. Tomadas de [95] y [96], respectivamente.
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[.2.6.3. Polimeros impresos molecularmente (MIPs)

Estos polimeros son sorbentes muy conocidos debido a su alta selectividad como recep-
tores biomiméticos artificiales. Son polimeros sintéticos reticulados obtenidos por copolimeri-
zacion de un mondmero funcional y un agente de reticulacién. Durante la polimerizacion apare-
cen cavidades que proporcionan una gran adsorcidn selectiva. El monémero funcional de par-
tida incluye grupos funcionales especiales, siendo capaz de formar un complejo con la molécula
plantilla mostrando interacciones tanto covalentes como no covalentes. Una aplicacién muy im-
portante de los polimeros impresos es la preconcentracion y/o separacion en la extraccidn en

fase sélida de iones en presencia de otros iones o en matrices complejas [89, 97, 98].

Los MIPs también son utilizados en otras areas como la medicina, analisis clinicos, mo-

nitores ambientales y sensores [99].

|.3. Aplicacion de los nanomateriales en Quimica Analitica

Una vez descritos los diferentes tipos de nanomateriales que estdn a nuestra disposi-
cion, asi como sus propiedades, se puede plantear su acoplamiento a los diferentes tipos de
microextraccion para la determinacion y especiacion de varios metales que es el objeto de esta
Memoria. La Figura .15 muestra algunas técnicas en la que se emplean los nanomateriales como

sorbentes.

En definitiva, se busca, no solo conseguir limites de deteccion y cuantificacién suficien-
temente bajos, sino también la optimizacion de métodos analiticos que cumplan los requisitos
necesarios para desarrollar una Quimica Analitica Verde, pues estos nanomateriales permiten

la miniaturizacion de los nuevos sistemas analiticos para estos fines.

[.3.1. Quimica Analitica Verde

Los laboratorios analiticos tienen un papel esencial en el medio ambiente, ya que sin su
trabajo no seria posible controlar los contaminantes presentes en el aire, el agua o el suelo. Sin
embargo, el tratamiento de las muestras implica el uso de reactivos y disolventes organicos que,
en muchas ocasiones, generan residuos altamente téxicos. Por este motivo, a principios del siglo
XXI, fue introducida la Quimica Analitica Verde (GAC) como una metodologia con el objetivo de

reducir e incluso eliminar, los efectos secundarios sobre los trabajadores del laboratorio anali-
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tico y, por supuesto, del medio ambiente. La GAC plantea un gran desafio: alcanzar un compro-
miso entre el aumento de la calidad de los resultados analiticos y la conservacién ambiental

[100, 101].
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Figura 1.15: Representacion esquematica de algunos dispositivos que involucran el empleo de nano-
materiales en procesos de extraccion. MEPS y SBSE corresponden a microextraccion con sorbente em-
paguetado y extraccidn en barra agitadora adsortiva, respectivamente. Tomado de [6].

Todo ello lo debe hacer considerando los 12 principios de la Quimica Verde [102, 103]:

1. Prevencion. Se debe evitar la produccién de un residuo para no tener la necesidad de su
posterior tratamiento.

2. Economia. La nanotecnologia permite la formacién éptima de productos ya que se obtiene
atomo por atomo, o molécula por molécula y sin generar excesos residuos.

3. Generacion de productos de toxicidad reducida. Cuando se trata de sintesis, debemos obte-

ner sustancias con poca o ninguna toxicidad.

4. Generacion de productos eficientes, pero no téxicos. Se deben disefiar productos eficaces

para su uso, pero de toxicidad reducida.

5. Reduccion del uso de sustancias auxiliares. Se debe evitar el uso de sustancias que no sean

imprescindibles y, en caso de uso, deben ser los mas inocuos posible (agua, liquidos idnicos).

6. Disminucion del consumo energético. Las necesidades energéticas deben estudiarse segun

su impacto en el medio ambiente, asi como su gasto econdmico.

7. Uso de materias primas renovables. Cuando sea posible, se debe hacer uso de materias pri-

mas renovables.

8. Evitar la derivatizacion. Hay que evitar la formacién de derivados.

9. Usode catalizadores. Hacer uso de catalizadores reutilizables en lugar de reactivos estequio-

meétricos.
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10. Generacidn de productos biodegradables. Los productos quimicos obtenidos no deben per-

sistir en el medio ambiente una vez finalizada su funcion.

11. Desarrollo de métodos analiticos para su monitorizacion en tiempo real. El objetivo de la

Quimica Verde respecto a la Quimica Analitica es hacer uso de procedimientos cuyos resi-
duos (si existen) sean benignos al medio ambiente, sin afectar en la obtencidn de resultados
de forma rdpida y eficaz.

12. Disminucidn de los accidentes quimicos. Se deben seleccionar sustancias que minimicen el

riesgo de accidentes quimicos, asi como explosiones o incendios.

Estos principios aplicados a la Quimica Analitica dan lugar a la guia de GAC, basada en

seis principios basicos que aparecen resumidos en la Figura 116 [101].
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Figura 1.16: Componentes importantes del proceso analitico en el campo de la Quimica Analitica

Verde. Tomado de [101].

[.3.2. Miniaturizacion

En general, cualquier procedimiento analitico implica una serie de pasos entre los que
cabe destacar la preparacion de la muestra, pues es la etapa que, en general, mas tiempo nece-
sita dentro de los métodos analiticos. Esto es bastante evidente en el andlisis ambiental donde
podemos encontrar sofisticados sistemas de extraccion para su posterior analisis instrumental,

como por ejemplo la extraccion liquido-liquido (LLE). Los diferentes pasos analiticos de estos
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procedimientos se realizan haciendo uso de grandes volumenes de disolventes, reactivos e, in-
cluso, de muestra, de forma que se deben plantear nuevos sistemas que permitan un menor

consumo de estos.

La miniaturizacién de un procedimiento se puede lograr simplemente reduciendo las
dimensiones de los sistemas utilizados en el desarrollo de nuevas técnicas analiticas. El primer
enfoque va dirigido a minimizar los volimenes de disolventes consumidos en la extraccion del
analito en la muestra [104], lo cual puede conseguirse con la incorporacién de los nanomateria-

les y el desarrollo de las técnicas que se describen mas adelante.

1.3.3. Empleo de nanomateriales en la determinacion y especiacion de metales

Actualmente, la nanotecnologia es una de las tendencias mds importantes en la ciencia
de los materiales. El disefio, sintesis, caracterizacidn y las aplicaciones de los nanomateriales son
aspectos esenciales en el campo emergente de esta nueva tecnologia [105]. Un nanomaterial
ideal para la separacién selectiva de especies quimicas debe ser de pequefio tamafio, presentar

elevada relacidn superficie-volumen y una alta reactividad quimica [106].

La aplicacion de los métodos analiticos a la determinacion de trazas de elementos, asi
como la separacién en la muestra, aumento en la concentracién de los analitos, eliminacién de
interferentes y determinacién de las distintas especies del mismo, ha incrementado su impor-
tancia en los ultimos afios, pues se necesita conocer la concentracion de muchos elementos que

pueden presentarse de forma natural, con diferentes propiedades y comportamiento [107-109].

Debido a las distintas toxicidad, movilidad y biodisponibilidad de las especies quimicas,
necesitamos conocer la concentracién de cada una de ellas [110]. De hecho, la especiacidon toma
gran importancia por esa diferencia de toxicidad entre las especies de un mismo elemento. Ac-
tualmente, los procedimientos analiticos para la especiacion se dividen en dos grupos principa-

les [106]:

a. Separacién cromatografica: Separacion en linea acoplada al detector.
b. Separacidon no cromatografica: Métodos de separacién (SPE, LLE, CPE, MSPE, ...) previos

a la determinacion por alguna técnica instrumental.

Puesto que este trabajo se centra en la separacion no cromatografica y la determinacion por
Espectrometria de Absorcién Atdmica por Atomizacion Electrotérmica (ETAAS) de diferentes

elementos y, en su caso, la especiacidn, se habla solo de la separacidon no cromatografica. Estos
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métodos son muy interesantes por su simplicidad, bajo coste, rapidez y flexibilidad, aprove-

chando las diferencias en las propiedades quimicas y fisicas de las distintas especies.

La base de los métodos no cromatogréficos es la separacién cuantitativa y selectiva de es-
pecies, comprendiendo numerosos métodos de extraccién como LLE, SPE, SPME, MSPE, CPE, asi

como otras técnicas de derivatizacién como la reduccién selectiva [2, 111-113].

|.4. Técnicas de Microextraccion

En un exhaustivo estudio sobre la bibliografia relacionada con la aplicacién de los nano-
materiales como sorbentes desde 2011 [6], se demuestra el gran interés han despertado tanto
para la determinacién de analitos como para la preparacion y tratamiento previos de las mues-
tras. Un buen numero de grupos de investigacion han utilizado la nanotecnologia para mejorar
la capacidad de extraccién, selectividad, sensibilidad y la disminucién del efecto matriz. Este re-
paso por la bibliografia nos muestra asi, el gran interés por las técnicas de microextraccion en

fase sélida (MSPE) usando los diferentes tipos de nanomateriales existentes.

En base a la aplicacidn de nanosorbentes, se han propuesto métodos de analisis en linea
y totalmente automatizados para muestras bioldgicas de forma rapida, rentable, sencilla, sensi-

ble y selectiva [6].

De todos los pasos a seguir en el método analitico, la preparacion de la muestra es el
paso mads importante, especialmente en la deteccion de metales a niveles de traza [114-116].
Para aumentar la concentracién de los mismos se hace uso de diferentes métodos de prepara-
cién de muestras, por ejemplo, extraccion en fase sélida (SPE) y microextraccién en fase sélida
(SPME), entre otros [117]. Se emplean un gran nimero de nanomateriales con diversas compo-
siciones quimicas y morfologias, haciendo uso de las propiedades quimicas intrinsecas de sus
componentes y los efectos excepcionales de la forma o el tamafio. Ademas, la funcionalizacion
de la superficie o la hibridacion de diferentes nanomateriales facilitan el desarrollo de enfoques
versatiles para el andlisis eficiente de varios analitos. El avance en este campo pasa por el desa-
rrollo de nuevos nanomateriales con mayor especificidad y selectividad debido a la complejidad
de la muestra. Ademas, se debe exigir la compatibilidad de los nanomateriales con los métodos
analiticos posteriores, el enfoque hacia la automatizacién en la preparacion de la muestra y su

acoplamiento en linea con el detector.
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|.4.1. Extraccion en fase solida (SPE)

Tradicionalmente, la extraccidn liquido-liquido (LLE) se ha empleado durante mucho
tiempo para la resolucién de una diversidad de problemas analiticos, dando lugar a la publica-
cion de numerosos trabajos y revisiones. Sin embargo, la SPE ha ganado importancia practica
para la preconcentracién de analitos y eliminacidn de la matriz de la muestra, por su simplicidad

y economia, tanto en el tiempo empleado como en la cantidad de reactivos utilizados [2-(4,7)].

En esta técnica, el sorbente convencional se encuentra dentro de cartuchos, cilindros de
jeringas, microcolumnas o discos, los cuales se encuentran disponibles comercialmente, siendo
los mas convencionales compuestos derivados de silice (C-18). Actualmente, los nanosorbentes
utilizados mas habitualmente para la extraccidn, preconcentracién y limpieza de muestras bio-
I6gicas son los MIPs [1-(145, 164, 164)], CNTs [1-(84, 152, 167)], G y RGO [1-(64, 86, 106)], GO
[1-(147, 168, 169)], TiO2 [1-(107)] y AlxOs [1-(62,65)]. La Figura .17 muestra un esquema de se-

paracién SPE.
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Figura 1.17: Procedimiento tipico de separacion con SPE actuando bajo la presidn de la gravedad. To-
mado de [118].

1.4.2. Microextraccion en fase sélida (SPME)

La SPME es una de las técnicas verdes de microextraccién mas comodas y de amplio uso.
Fue introducida en el campo analitico hace ya casi tres décadas (Pawliszyn y Arthur, 1990) para
corregir las limitaciones en SPE y LLE, como son el tiempo de extraccién y el uso de disolventes

organicos [119].
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En su forma mas convencional e incluso comercial, se trata de un dispositivo consistente
en una fibra de silice fundida, sin o con un recubrimiento de una fina capa del material de ex-
traccion, fijada en el interior de la aguja de un dispositivo similar al de una jeringa. El proceso de
trabajo con muestras liquidas o gaseosas puede llevarse a cabo sobre la misma disolucion, o
bien colocando la muestra en el espacio de cabeza [6]. Esta técnica tiene dos etapas fundamen-
tales [120]:

e Adsorcidn de los analitos en la superficie del sorbente.

e Desorcidon de los analitos a altas temperaturas.

La Figura 1.18 muestra estas dos etapas en el caso de la determinacién con Cromatogra-

fia de gases.
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Figura 1.18: Esquema tipico de separaciones SPME. Dependiendo de la volatilidad del analito la adsor-
cién se realiza sumergiendo el material adsorbente en la disolucién o posicionandolo en la fase vapor
en equilibrio (espacio de cabeza). Tomado de [121].

Las principales ventajas de SPME son las siguientes [120, 122]:

e Posibilidad de extraccion simultanea de analitos, preconcentracion y determinacion de
los mismos, acortando significativamente los tiempos de analisis.

e Aumento de la sensibilidad, consiguiendo la determinacidn a niveles de ultratraza.

e Uso de poca cantidad de muestra.

e Simplicidad y alta velocidad de anlisis.

e Bajo coste y eliminacion de disolventes orgdnicos téxicos.

e Uso de pequeiias fibras que permiten al dispositivo descargar muestras in situ.
e Posibilidad de automatizacion.

e Posibilidad de conexidn con otras técnicas instrumentales (GC, LC, HPLC, CE).
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|.4.3. Extraccién en fase solida magnética (MSPE)

La separacion magnética fue usada por primera vez en 1973 por Robinson et al. [123],
pero es en los Ultimos afios cuando las nanoparticulas magnéticas (MNPs) se estan usando como

adsorbentes en Quimica Analitica.

MSPE implica la adicidn de MNPs a la solucidn de la muestra conteniendo los analitos
de interés. Estos analitos se adsorben en la superficie de este material y, posteriormente, se
separan por aplicacion de un campo magnético externo [124]. La Figura .19 muestra un es-
guema del proceso de separacion. El ndcleo magnético de estas MNPs puede estar cubierto con
silice u dxidos de alumina usando la técnica sol-gel. Los grupos funcionales que interesen pueden

ser inmovilizados por silanizacién [122].
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Figura 1.19: Esquema de separacién de un procedimiento utilizando particulas magnéticas con desor-
cidn en un microvolumen. Tomado de [125].

El mecanismo de separacion del analito una vez retenido depende del tipo de sorbente
y de la interaccién de sus moléculas con los grupos funcionales inmovilizados en la superficie del

nucleo magnético, tal como ocurre en SPE. Los tipos de interacciones que se han descrito en
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este proceso son enlaces de hidrégeno, idnicas, dipolo-dipolo, dipolo inducido y fuerzas de dis-

persion [124, 126].

El uso de MNPs es una conveniente alternativa a los sorbentes utilizados en SPE conven-
cionales, pues permiten una rapida y sencilla forma de separacion de los analitos, a la vez que
presentan una gran eficiencia. Debido a su pequeiio tamafio de particula, aumenta el area de
superficie especifica y su capacidad de sorcidn, razones suficientes para su uso en estas técnicas

de MSPE.

Esta metodologia de extraccion es de las mds adecuadas para la especiacion de diversos
metales, como As, Cr, Se, Te o Hg, entre otros, haciendo uso de MNPs de FesQa, pero recubiertas

de diferentes materiales segun el analito [106].

|.4.4. Microextraccién en fase soélida dispersiva (DSPME)

La DSPME fue planteada como un procedimiento para aumentar la selectividad de los
procesos analiticos en 2003. Se trata de una técnica de preparacién de la muestra donde se
afiade el sorbente sélido en muy poca cantidad (en el rango de ug) y queda dispersado en la
disolucién a analizar [127], de forma que el analito de interés queda retenido en dicho material.
Los sorbentes utilizados deben cumplir las propiedades habituales (gran superficie, absorcion
rapida y cuantitativa, ...) pero, ademas, debe caracterizarse por su elevada dispersibilidad en
muestras liquidas [128]. Los nanomateriales que cumplen estos requisitos son las nanoparticulas
basadas en compuesto de carbono (CNTs, G, GO, fullereno), pero también nanoparticulas inor-

ganicas como MNPs.

Las ventajas que presenta la DSPME son la simplicidad de la técnica, bajo consumo de
disolventes orgdnicos, gran recuperacion, elevada velocidad de extraccidn y capacidad de adap-
tacién a diferentes equipos de deteccién. Ademas, se ha aplicado con éxito al analisis de varios
grupos de compuestos como productos farmacéuticos, estrégenos, drogas y compuestos fené-
licos en distintos tipos de matriz, tales como fluidos biolégicos o alimentos [129-132]. La Figura
1.20 muestra el esquema de separacion y determinacién por GC de nicotina en muestras de agua

[133].

Como inconveniente encontramos la dificultad de recoleccidn de las NPs, ya que en mu-
chas ocasiones la centrifugacion no nos permite que el material sélido remanente quede depo-
sitado en su totalidad en el fondo del tubo de ensayo. Para favorecer esta etapa cabe la posibi-

lidad de la adicién de sales que favorecen la aglomeracion de NPs, aumentando el tamaiio de
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las particulas sélidas. En todo caso, esta técnica se puede acoplar a la extraccion CPE que se
describe a continuacidn, la cual permite la formacidn de micelas que atrapan las NPs y, ahora si,
por centrifugaciéon quedan totalmente recolectadas para su posterior medida en la técnica ins-

trumental mas favorable.
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Figura 1.20: Esquema de separacion de un procedimiento DSPME utilizando 6xido de grafeno para la
separacion de nicotina en aguas y deteccion por GC. Tomado de [133].

|.4.5. Extraccién en punto de nube (CPE)

La técnica CPE fue mencionada y desarrollada por primera vez por Watanabe y Tanake,
[134] junto a Hinze et al. [135]. Una disolucién acuosa a la que se le afiade una pequefia cantidad
de agente surfactante puede sufrir un proceso coacervativo por medio de la temperatura, adi-
cidn de sales, etc., dando lugar a la aparicidn de dos fases. Estas fases consisten en una primera
acuosa (conteniendo poca cantidad de tensioactivo) y otra fase de poco volumen con el propio
tensioactivo (conteniendo muy poca cantidad de agua). El analito de la disolucién inicial puede
ser extraido por la fase rica en surfactante y separado por centrifugacion puesto que el coacer-
vado es muy denso [134, 136, 137]. En base a este fendmeno, se desarrolla la técnica CPE, afia-
diendo a la muestra un agente surfactante en una concentracion superior a la concentracion
micelar critica y, una vez superada la temperatura especifica del punto de nube, el surfactante
forma micelas en las cuales quedan encapsuladas las sustancias no polares [138-140]. La Figura
1.21 muestra un esquema de separacién por punto de nube donde el absorbente, éxido de gra-
feno, retiene V(V) y se separa del medio mediante su atrapamiento en las micelas de Triton X-

114.

Se trata de una técnica que se adapta perfectamente a los principios mencionados por

la GAC, ya que puede presumir de las siguientes propiedades:

37



CAPITULO I. Introduccidn

e Utiliza pequefios volumenes de surfactantes no nocivos, en lugar de disolventes organi-
Cos.

e Reduce el tiempo de exposicidn a los reactivos empleados.

e Bajos costes y minimo tiempo de extraccion.

. Graphene oxide

/ V(v) pH=6

— /v
@ V(IV)

AAAAAAD) Triton X-114

=)

40 °C and
centrifugation

Figura 1.21: Esquema de la separacidn y preconcentracién de V(V) con éxido de grafeno
y su coleccidn en micelas de Triton X-114. Tomado de [141].

No obstante, presenta una limitaciéon que puede aumentar el tiempo de extraccion. Se trata
de la necesidad de introducir un paso de centrifugacién en la mayoria de los casos para la sepa-
racion de fases [136]. Por otro lado, para que se forma el coacervado es necesario un aumento
de la temperatura, diferente para cada agente surfactante (temperatura especifica de punto de
nube), por lo que es necesario una etapa de enfriamiento para aumentar la viscosidad y facilitar
dicha separacion. Esta técnica se suele utilizar en combinacién con alguna otra técnica de mi-

croextraccién [142].

En general, en CPE se usan agentes surfactantes no iénicos para la formacion de las mi-
celas, como es el caso del Triton X-114 [143], el cual forma el punto de nube a partir de una
temperatura relativamente baja (Tc= 20 °C). Otro ejemplo es el Triton X-100 (Tc= 64 °C) [136].
Estos detergentes no idnicos contienen grupos de polioxietileno capaces de desplazar y reem-
plazar grupos hidréfilos con muy poca cantidad de surfactante. Esta serie de Triton X forman
micelas muy pequefias cuando se dispersan en agua por encima de su concentracién micelar
critica a 0 °C. Sin embargo, a temperaturas mas altas, el tamafio de las micelas aumenta entur-

biando la disoluciéon (punto de nube) [144, 145].

38



CAPITULO I. Introduccidn

39



CAPITULO I. Introduccidn

|.5. Bibliografia

[1]

(2]

(3]

[4]

(5]

(6]

(7]

8]

[9]

[10]

[11]

[12]

[13]

40

I. de la Calle, V. Romero-Rivas, Chapter 9 - The Role of Nanomaterials in Analytical
Chemistry: Trace Metal Analysis, in: S. Mohan Bhagyaraj, 0.S. Oluwafemi, N. Kalarikkal,
S. Thomas (Eds.), Applications of Nanomaterials, Woodhead Publishing2018, pp. 251-
301. doi: 10.1016/B978-0-08-101971-9.00010-7.

M.A. Vieira, P. Grinberg, C.R.R. Bobeda, M.N.M. Reyes, R.C. Campos, Non-
chromatographic atomic spectrometric methods in speciation analysis: A review,
Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy, 2009, 64, 459-476. doi: 10.1016/
j.sab.2009.04.010.

N. Kumar, S. Kumbhat, Essentials in Nanoscience and Nanotechnology, John Wiley and
Sons, Inc., Joboke, New Jersey, 2016. doi: 10.1002/9781119096122.

I. Ali, New Generation Adsorbents for Water Treatment, Chemical Reviews, 2012, 112,
5073-5091. doi: 10.1021/cr300133d.

B.-T. Zhang, X. Zheng, H.-F. Li, J.-M. Lin, Application of carbon-based nanomaterials in
sample preparation: A review, Analytica Chimica Acta, 2013, 784, 1-17. doi: 10.1016/
j.aca.2013.03.054.

M. Ahmadi, H. EImongy, T. Madrakian, M. Abdel-Rehim, Nanomaterials as sorbents for
sample preparation in bioanalysis: A review, Analytica Chimica Acta, 2017, 958, 1-21.
doi: 10.1016/j.aca.2016.11.062.

W.G. Kreyling, M. Semmler-Behnke, Q. Chaudhry, A complementary definition of
nanomaterial, Nano Today, 2010, 5, 165-168. doi: 10.1016/j.nantod.2010.03.004.

M.F. Ashby, P.). Ferreira, D.L. Schodek, Chapter 6 - Nanomaterials: Classes and
Fundamentals, in: M.F. Ashby, P.J. Ferreira, D.L. Schodek (Eds.), Nanomaterials,
Nanotechnologies and Design, Butterworth-Heinemann, Boston, 2009, pp. 177-197. doi:
10.1016/B978-0-7506-8149-0.00008-8.

T. Pradeep, Anshup, Noble metal nanoparticles for water purification: A critical review,
Thin Solid Films, 2009, 517, 6441-6478. doi: 10.1016/j.tsf.2009.03.195.

C.M. Niemeyer, Nanoparticles, proteins, and nucleic acids: Biotechnology meets
materials science, Angewandte Chemie-International Edition, 2001, 40, 4128-4158. doi:
10.1002/1521-3773(20011119)40:22<4128::aid-anie4128>3.0.co;2-s.

C. Bendicho, C. Bendicho-Lavilla, I. Lavilla, Nanoparticle-assisted chemical speciation of
trace elements, Trac-Trends in Analytical Chemistry, 2016, 77, 109-121. doi: 10.1016/
j.trac.2015.12.015.

N. Panichev, M.M. Kalumba, K.L. Mandiwana, Solid phase extraction of trace amount of
mercury from natural waters on silver and gold nanoparticles, Analytica Chimica Acta,
2014, 813, 56-62. doi: 10.1016/j.aca.2014.01.011.

I. Lopez-Garcia, Y. Vicente-Martinez, M. Hernandez-Cérdoba, Non-chromatographic
speciation of chromium at sub-ppb levels using cloud point extraction in the presence of



CAPITULO I. Introduccidn

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

unmodified silver nanoparticles, Talanta, 2015, 132, 23-28. doi: 10.1016/j.talanta.
2014.08.036.

A. Lépez-Serrano, R.M. Olivas, J.S. Landaluze, C. Camara, Nanoparticles: a global vision.
Characterization, separation, and quantification methods. Potential environmental and
health impact, Analytical Methods, 2014, 6, 38-56. doi: 10.1039/C3AY40517F.

J. Deng, Y. You, V. Sahajwalla, R.K. Joshi, Transforming waste into carbon-based
nanomaterials, Carbon, 2016, 96, 105-115. doi: 10.1016/j.carbon.2015.09.033.

S.Zhang, Z. Du, G. Li, Graphene-supported zinc oxide solid-phase microextraction coating
with enhanced selectivity and sensitivity for the determination of sulfur volatiles in Allium
species, Journal of Chromatography A, 2012, 1260, 1-8. doi: 10.1016/j.chroma.
2012.08.045.

H.D. Jang, S.K. Kim, S.J. Kim, Effect of particle size and phase composition of titanium
dioxide nanoparticles on the photocatalytic properties, Journal of Nanoparticle
Research, 2001, 3, 141-147. doi: 10.1023/a:1017948330363.

M. Auffan, J. Rose, T. Orsiere, M. De Meo, A. Thill, O. Zeyons, O. Proux, A. Masion, P.
Chaurand, O. Spalla, A. Botta, M.R. Wiesner, J.-Y. Bottero, CeO2 nanoparticles induce
DNA damage towards human dermal fibroblasts in vitro, Nanotoxicology, 2009, 3, 161-
U115. doi: 10.1080/17435390902788086.

M. Khajeh, S. Laurent, K. Dastafkan, Nanoadsorbents: Classification, Preparation, and
Applications (with Emphasis on Aqueous Media), Chemical Reviews, 2013, 113, 7728-
7768. doi: 10.1021/cr400086v.

P.L. Kole, G. Venkatesh, J. Kotecha, R. Sheshala, Recent advances in sample preparation
techniques for effective bioanalytical methods, Biomedical Chromatography, 2010, 25,
199-217. doi: 10.1002/bmc.1560.

X. Wang, Q. Zhou, M. Zhai, Using Zr doped TiO2 nanotubes for the pre-concentration and
sensitive determination of bisphenol A prior to fluorescence spectrometry in water
samples, Analytical Methods, 2012, 4, 394-398. doi: 10.1039/c1ay05458a.

G.F. Lima, M.O. Ohara, D.N. Clausen, D.R. Nascimento, E.S. Ribeiro, M.G. Segatelli, M.A.
Bezerra, C.R.T. Tarley, Flow injection on-line minicolumn preconcentration and
determination of trace copper ions using an alumina/titanium oxide grafted silica matrix
and FAAS, Microchimica Acta, 2012, 178, 61-70. doi: 10.1007/s00604-012-0807-4.

L.M. Costa, E.S. Ribeiro, M.G. Segatelli, D.R. do Nascimento, F.M. de Oliveira, C.R.
Teixeira Tarley, Adsorption studies of Cd(ll) onto Al,03/Nb,Os mixed oxide dispersed on
silica matrix and its on-line preconcentration and determination by flame atomic
absorption spectrometry, Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy, 2011, 66,
329-337. doi: 10.1016/j.sab.2011.02.005.

X. Zhao, F. Lou, M. Li, X. Lou, Z. Li, J. Zhou, Sol-gel-based hydrothermal method for the
synthesis of 3D flower-like ZnO microstructures composed of nanosheets for
photocatalytic applications, Ceramics International, 2014, 40, 5507-5514. doi:
10.1016/j.ceramint.2013.10.140.

41



CAPITULO I. Introduccidn

[25]

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

[38]

42

L.H. Reddy, J.L. Arias, J. Nicolas, P. Couvreur, Magnetic Nanoparticles: Design and
Characterization, Toxicity and Biocompatibility, Pharmaceutical and Biomedical
Applications, Chemical Reviews, 2012, 112, 5818-5878. doi: 10.1021/cr300068p.

R. Kaur, A. Hasan, N. Igbal, S. Alam, M.K. Saini, S.K. Raza, Synthesis and surface
engineering of magnetic nanoparticles for environmental cleanup and pesticide residue
analysis: A review, Journal of Separation Science, 2014, 37, 1805-1825. doi: 10.1002/
j$5¢.201400256.

J.S. Beveridge, J.R. Stephens, M.E. Williams, The Use of Magnetic Nanoparticles in
Analytical Chemistry, Annual Review of Analytical Chemistry, 2011, 4, 251-273. doi:
10.1146/annurev-anchem-061010-114041.

T.A.P. Rocha-Santos, Sensors and biosensors based on magnetic nanoparticles, Trac-
Trends in Analytical Chemistry, 2014, 62, 28-36. doi: 10.1016/j.trac.2014.06.016.

E. Barrado, J.A. Rodriguez, High-performance liquid magneto-chromatography, Journal
of chromatography. A, 2006, 1128, 189-93. doi: 10.1016/j.chroma.2006.06.054.

E. Barrado, J.A. Rodriguez, Y. Castrillejo, Determination of primary amino acids in wines
by high performance liquid magneto-chromatography, Talanta, 2009, 78, 672-675. doi:
10.1016/j.talanta.2008.12.023.

X. Zhang, H. Niu, Y. Pan, Y. Shi, Y. Cai, Chitosan-Coated Octadecyl-Functionalized
Magnetite Nanoparticles: Preparation and Application in Extraction of Trace Pollutants
from Environmental Water Samples, Analytical Chemistry, 2010, 82, 2363-2371. doi:
10.1021/ac902589t.

X. Zhao, Y. Cai, T. Wang, Y. Shi, G. liang, Preparation of alkanethiolate-functionalized
core/shell Fe304@Au nanoparticles and its interaction with several typical target
molecules, Analytical chemistry, 2008, 80, 9091-6. doi: 10.1021/ac801581m.

C.Y. Wen, C.P. Yeh, C.H. Tsai, L.M. Fu, Rapid magnetic microfluidic mixer utilizing AC
electromagnetic field, Electrophoresis, 2009, 30, 4179-86. doi: 10.1002/elps.200900400.

J.C.T. Eijkel, C. Dalton, C.J. Hayden, J.P.H. Burt, A. Manz, A circular ac
magnetohydrodynamic micropump for chromatographic applications, Sensors and
Actuators B: Chemical, 2003, 92, 215-221. doi: 10.1016/50925-4005(03)00267-3.

R.D. Ambashta, M. Sillanpaa, Water purification using magnetic assistance: a review,
Journal of hazardous materials, 2010, 180, 38-49. doi: 10.1016/j.jhazmat.2010.04.105.

L. Chen, T. Wang, J. Tong, Application of derivatized magnetic materials to the separation
and the preconcentration of pollutants in water samples, TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 2011, 30, 1095-1108. doi: 10.1016/j.trac.2011.02.013.

Q. Liu, Q. Zhou, G. liang, Nanomaterials for analysis and monitoring of emerging
chemical pollutants, TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2014, 58, 10-22. doi:
10.1016/j.trac.2014.02.014.

M. Wierucka, M. Biziuk, Application of magnetic nanoparticles for magnetic solid-phase
extraction in preparing biological, environmental and food samples, TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 2014, 59, 50-58. doi: 10.1016/j.trac.2014.04.007.



CAPITULO I. Introduccidn

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

[52]

L. Xu, X. Qi, X. Li, Y. Bai, H. Liu, Recent advances in applications of nanomaterials for
sample preparation, Talanta, 2016, 146, 714-726. doi: 10.1016/j.talanta.2015.06.036.

H.W. Kroto, J.R. Heath, S.C. O'Brien, R.F. Curl, R.E. Smalley, C60: Buckminsterfullerene,
Nature, 1985, 318, 162. doi: 10.1038/318162a0.

Y. Wen, L. Chen, J. Li, D. Liu, L. Chen, Recent advances in solid-phase sorbents for sample
preparation prior to chromatographic analysis, TrAC Trends in Analytical Chemistry,
2014, 59, 26-41. doi: 10.1016/j.trac.2014.03.011.

B. Arash, Q. Wang, A review on the application of nonlocal elastic models in modeling of
carbon nanotubes and graphenes, Computational Materials Science, 2012, 51, 303-313.
doi: 10.1016/j.commatsci.2011.07.040.

B. Pérez-Lopez, A. Merkoci, Carbon nanotubes and graphene in analytical sciences,
Microchimica Acta, 2012, 179, 1-16. doi: 10.1007/s00604-012-0871-9.

Q. Liu, J. Shi, T. Wang, F. Guo, L. Liu, G. Jiang, Hemimicelles/admicelles supported on
magnetic graphene sheets for enhanced magnetic solid-phase extraction, Journal of
Chromatography A, 2012, 1257, 1-8. doi: 10.1016/j.chroma.2012.08.028.

R. Sitko, B. Zawisza, E. Malicka, Modification of carbon nanotubes for preconcentration,
separation and determination of trace-metal ions, TrAC Trends in Analytical Chemistry,
2012, 37, 22-31. doi: 10.1016/j.trac.2012.03.016.

R. Lucena, B.M. Simonet, S. Cardenas, M. Valcarcel, Potential of nanoparticles in sample
preparation, Journal of Chromatography A, 2011, 1218, 620-637. doi: 10.1016/
j.chroma.2010.10.069.

J.R. Baena, S. Cardenas, M. Gallego, M. Valcarcel, Speciation of Inorganic Lead and lonic
Alkyllead Compounds by GC/MS in Prescreened Rainwaters, Analytical Chemistry, 2000,
72,1510-1517. doi: 10.1021/ac9911903.

M. Gallego, Y. Petit de Pena, M. Valcarcel, Fullerenes as Sorbent Materials for Metal
Preconcentration, Analytical Chemistry, 1994, 66, 4074-4078. doi: 10.1021/
ac00094a033.

S. Tang, H. Zhang, H.K. Lee, Advances in Sample Extraction, Analytical Chemistry, 2016,
88, 228-249. doi: 10.1021/acs.analchem.5b04040.

G. Alberti, V. Amendola, M. Pesavento, R. Biesuz, Beyond the synthesis of novel solid
phases: Review on modelling of sorption phenomena, Coordination Chemistry Reviews,
2012, 256, 28-45. doi: 10.1016/j.ccr.2011.08.022.

M. Valcarcel, S. Cardenas, B.M. Simonet, Y. Moliner-Martinez, R. Lucena, Carbon
nanostructures as sorbent materials in analytical processes, TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 2008, 27, 34-43. doi: 10.1016/j.trac.2007.10.012.

K. Pyrzynska, Carbon nanostructures for separation, preconcentration and speciation of

metal ions, TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2010, 29, 718-727. doi: 10.1016/
j.trac.2010.03.013.

43



CAPITULO I. Introduccidn

(53]

[54]

[55]

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]

[61]

[62]

[63]

[64]

[65]

44

V. Gémez, M.P. Callao, Chromium determination and speciation since 2000, TrAC Trends
in Analytical Chemistry, 2006, 25, 1006-1015. doi: 10.1016/j.trac.2006.06.010.

R.A. Gil, S.N. Goyanes, G. Polla, P. Smichowski, R.A. Olsina, L.D. Martinez, Application of
multi-walled carbon nanotubes as substrate for the on-line preconcentration, speciation
and determination of vanadium by ETAAS, Journal of Analytical Atomic Spectrometry,
2007, 22, 1290-1295. doi: 10.1039/B700846E.

R. Sitko, B. Zawisza, E. Malicka, Graphene as a new sorbent in analytical chemistry, TrAC
Trends in Analytical Chemistry, 2013, 51, 33-43. doi: 10.1016/j.trac.2013.05.011.

D.R. Dreyer, S. Park, C.W. Bielawski, R.S. Ruoff, The chemistry of graphene oxide,
Chemical Society Reviews, 2010, 39, 228-240. doi: 10.1039/B917103G.

Q. Liu, J. Shi, G. Jiang, Application of graphene in analytical sample preparation, TrAC
Trends in Analytical Chemistry, 2012, 37, 1-11. doi: 10.1016/j.trac.2012.03.011.

M.D. Stoller, S. Park, Y. Zhu, J. An, R.S. Ruoff, Graphene-Based Ultracapacitors, Nano
Letters, 2008, 8, 3498-3502. doi: 10.1021/nl802558y.

S. Park, R.S. Ruoff, Chemical methods for the production of graphenes, Nature
Nanotechnology, 2009, 4, 217. doi: 10.1038/nnano.2009.58.

X. Wu, H. Zhang, L. Meng, X. Liu, Y. Ma, Graphene for Cleanup in Trace Analysis of
Pyrethroid Insecticides in Cucumber and Spinach, Chromatographia, 2012, 75, 1177-
1183. doi: 10.1007/s10337-012-2299-0.

T. Yang, L.-h. Liu, J.-w. Liu, M.-L. Chen, J.-H. Wang, Cyanobacterium metallothionein
decorated graphene oxide nanosheets for highly selective adsorption of ultra-trace
cadmijum, Journal of Materials Chemistry, 2012, 22, 21909-21916. doi: 10.1039/
C2IM34712A.

Q. Chang, S. Song, Y. Wang, J. Li, J. Ma, Application of graphene as a sorbent for
preconcentration and determination of trace amounts of chromium(lll) in water samples
by flame atomic absorption spectrometry, Analytical Methods, 2012, 4, 1110-1116. doi:
10.1039/C2AY05650..

Y.-B. Luo, J.-S. Cheng, Q. Ma, Y.-Q. Feng, J.-H. Li, Graphene-polymer composite:
extraction of polycyclic aromatic hydrocarbons from water samples by stir rod sorptive
extraction, Analytical Methods, 2011, 3, 92-98. doi: 10.1039/COAY00624F.

K.-J. Huang, Q.-S. lJing, C.-Y. Wei, Y.-Y. Wu, Spectrofluorimetric determination of
glutathione in human plasma by solid-phase extraction using graphene as adsorbent,
Spectrochimica Acta Part A: Molecular and Biomolecular Spectroscopy, 2011, 79, 1860-
1865. doi: 10.1016/j.saa.2011.05.076.

Y. Wang, S. Gao, X. Zang, J. Li, J. Ma, Graphene-based solid-phase extraction combined
with flame atomic absorption spectrometry for a sensitive determination of trace
amounts of lead in environmental water and vegetable samples, Analytica Chimica Acta,
2012, 716, 112-118. doi: 10.1016/j.aca.2011.12.007.



CAPITULO I. Introduccidn

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

[71]

[72]

[73]

[74]

[75]

[76]

[77]

J. Chen, J. Zou, J. Zeng, X. Song, J. Ji, Y. Wang, J. Ha, X. Chen, Preparation and evaluation
of graphene-coated solid-phase microextraction fiber, Analytica Chimica Acta, 2010,
678, 44-49. doi: 10.1016/j.aca.2010.08.008.

V.K. Ponnusamy, J.-F. Jen, A novel graphene nanosheets coated stainless steel fiber for
microwave assisted headspace solid phase microextraction of organochlorine pesticides
in aqueous samples followed by gas chromatography with electron capture detection,
Journal of Chromatography A, 2011, 1218, 6861-6868. doi: 10.1016/j.chroma.
2011.08.019.

Q. Wu, C. Feng, G. Zhao, C. Wang, Z. Wang, Graphene-coated fiber for solid-phase
microextraction of triazine herbicides in water samples, Journal of Separation Science,
2012, 35, 193-199. doi: 10.1002/jssc.201100740.

L. Xu, J. Feng, J. Li, X. Liu, S. Jiang, Graphene oxide bonded fused-silica fiber for solid-
phase microextraction-gas chromatography of polycyclic aromatic hydrocarbons in
water, Journal of Separation Science, 2012, 35, 93-100. doi: 10.1002/jssc.201100612.

L. Xu, J. Feng, X. Liang, J. Li, S. Jiang, C18 functionalized graphene oxide as a novel coating
for solid-phase microextraction, Journal of Separation Science, 2012, 35, 1531-1537. doi:
10.1002/jssc.201200124.

H. Zhang, H.K. Lee, Plunger-in-needle solid-phase microextraction with graphene-based
sol-gel coating as sorbent for determination of polybrominated diphenyl! ethers, Journal
of Chromatography A, 2011, 1218, 4509-4516. doi: 10.1016/j.chroma.2011.05.016.

H. Zhang, H.K. Lee, Simultaneous determination of ultraviolet filters in aqueous samples
by plunger-in-needle solid-phase microextraction with graphene-based sol-gel coating
as sorbent coupled with gas chromatography—mass spectrometry, Analytica Chimica
Acta, 2012, 742, 67-73. doi: 10.1016/j.aca.2012.03.016.

S. Zhang, Z. Du, G. Li, Layer-by-Layer Fabrication of Chemical-Bonded Graphene Coating
for Solid-Phase Microextraction, Analytical Chemistry, 2011, 83, 7531-7541. doi:
10.1021/ac201864f.

G. Zhao, S. Song, C. Wang, Q. Wu, Z. Wang, Solid-phase microextraction with a novel
graphene-coated fiber coupled with high-performance liquid chromatography for the
determination of some carbamates in water samples, Analytical Methods, 2011, 3, 2929-
2935. doi: 10.1039/C1AY05358B.

D. Trache, M.H. Hussin, C.T. Hui Chuin, S. Sabar, M.R.N. Fazita, O.F.A. Taiwo, T.M.
Hassan, M.K.M. Haafiz, Microcrystalline cellulose: Isolation, characterization and bio-
composites application—A review, International Journal of Biological Macromolecules,
2016, 93, 789-804. doi: 10.1016/].ijbiomac.2016.09.056.

F. Peng, Y. Su, Y. Zhong, C. Fan, S.-T. Lee, Y. He, Silicon Nanomaterials Platform for
Bioimaging, Biosensing, and Cancer Therapy, Accounts of Chemical Research, 2014, 47,
612-623. doi: 10.1021/ar400221g.

A. Namera, A. Nakamoto, T. Saito, S. Miyazaki, Monolith as a new sample preparation

material: Recent devices and applications, Journal of Separation Science, 2011, 34, 901-
924. doi: 10.1002/jssc.201000795.

45



CAPITULO I. Introduccidn

[78]

[79]

[80]

[81]

(82]

(83]

[84]

[85]

(86]

(87]

[88]

[89]

46

J.G. Croissant, Y. Fatieiev, A. Almalik, N.M. Khashab, Mesoporous Silica and Organosilica
Nanoparticles: Physical Chemistry, Biosafety, Delivery Strategies, and Biomedical
Applications, Advanced Healthcare Materials, 2018, 7. doi: 10.1002/adhm.201700831.

Q. He, X. Chang, X. Huang, Z. Hu, Determination of trace elements in food samples by
ICP-AES after preconcentration with p-toluenesulfonylamide immobilized on silica gel
and nanometer SiO2, Microchimica Acta, 2008, 160, 147-152. doi: 10.1007/s00604-007-
0823-y.

L. Zhang, Y. Zhai, X. Chang, Q. He, X. Huang, Z. Hu, Determination of trace metals in
natural samples by ICP-OES after preconcentration on modified silica gel and on modified
silica nanoparticles, Microchimica Acta, 2009, 165, 319-327. doi: 10.1007/s00604-009-
0137-3.

L.-Y. Yuan, Y.-L. Liu, W.-Q. Shi, Y.-L. Lv, J.-H. Lan, Y.-L. Zhao, Z.-F. Chai, High performance
of phosphonate-functionalized mesoporous silica for U(VI) sorption from aqueous
solution, Dalton Transactions, 2011, 40, 7446-7453. doi: 10.1039/C1DT10085H.

S.-X. Deng, X.-L. Zhang, J.-G. Wang, H.-J. Zhou, P.-C. Sun, T.-H. Chen, Multi-amine-
functionalized cubic Fdm mesoporous silica by an anionic surfactant templating route,
RSC Advances, 2012, 2, 956-962. doi: 10.1039/C1RA00363A.

B.-L. Su, X.-C. Ma, F. Xu, L.-H. Chen, Z.-Y. Fu, N. Moniotte, S.B. Maamar, R. Lamartine, F.
Vocanson, SBA-15 mesoporous silica coated with macrocyclic calix[4]arene derivatives:
Solid extraction phases for heavy transition metal ions, Journal of Colloid and Interface
Science, 2011, 360, 86-92. doi: 10.1016/j.jcis.2011.03.084.

H. Bagheri, A. Roostaie, Aniline-silica nanocomposite as a novel solid phase
microextraction fiber coating, Journal of Chromatography A, 2012, 1238, 22-29. doi:
10.1016/j.chroma.2012.03.027.

T. Li, J. Xu, J.-H. Wu, Y.-Q. Feng, Liquid-phase deposition of silica nanoparticles into a
capillary for in-tube solid-phase microextraction coupled with high-performance liquid
chromatography, Journal of Chromatography A, 2009, 1216, 2989-2995. doi: 10.1016/
j.chroma.2009.01.076.

H. Bagheri, M. Saraji, Conductive polymers as new media for solid-phase extraction:
Isolation of chlorophenols from water sample, Journal of Chromatography A, 2003, 986,
111-119. doi: 10.1016/S0021-9673(02)01972-6.

H. Bagheri, Z. Ayazi, M. Naderi, Conductive polymer-based microextraction methods: A
review, Analytica Chimica Acta, 2013, 767, 1-13. doi: 10.1016/j.aca.2012.12.013.

C. Roney, P. Kulkarni, V. Arora, P. Antich, F. Bonte, A. Wu, N.N. Mallikarjuana, S.
Manohar, H.F. Liang, A.R. Kulkarni, H.W. Sung, M. Sairam, T.M. Aminabhavi, Targeted
nanoparticles for drug delivery through the blood-brain barrier for Alzheimer's disease,
Journal of controlled release : official journal of the Controlled Release Society, 2005,
108, 193-214. doi: 10.1016/j.jconrel.2005.07.024.

M.M. Moein, D. Jabbar, A. Colmsjo, M. Abdel-Rehim, A needle extraction utilizing a
molecularly imprinted-sol-gel xerogel for on-line microextraction of the lung cancer
biomarker bilirubin from plasma and urine samples, Journal of Chromatography A, 2014,
1366, 15-23. doi: 10.1016/j.chroma.2014.09.012.



CAPITULO I. Introduccidn

[90]

[91]

[92]

[93]

[94]

[95]

[96]

[97]

[98]

[99]

[100]

[101]

[102]

[103]

S. Srivastava, R. Gadhave, Recent Developments in Inorganic Polymers: A Review with
Focus on Si-Al based inorganic polymers, Oriental Journal of Chemistry, 2015, 31, 2475-
2480. doi: 10.13005/0jc/310483.

K. Czarnobaj, Preparation and Characterization of Silica Xerogels as Carriers for Drugs,
Drug Delivery, 2008, 15, 485-492. doi: 10.1080/10717540802321495.

J.-R. Li, J. Sculley, H.-C. Zhou, Metal-Organic Frameworks for Separations, Chemical
Reviews, 2012, 112, 869-932. doi: 10.1021/cr200190s.

D. Banerjee, A.J. Cairns, J. Liu, R.K. Motkuri, S.K. Nune, C.A. Fernandez, R. Krishna, D.M.
Strachan, P.K. Thallapally, Potential of Metal-Organic Frameworks for Separation of
Xenon and Krypton, Accounts of Chemical Research, 2015, 48, 211-219. doi: 10.1021/
ar5003126.

C.-T. He, J.-Y. Tian, S.-Y. Liu, G. Ouyang, J.-P. Zhang, X.-M. Chen, A porous coordination
framework for highly sensitive and selective solid-phase microextraction of non-polar
volatile organic compounds, Chemical Science, 2013, 4, 351-356. doi: 10.1039/
C2SC21181E.

X. Guo, T. Xing, Y. Lou, J. Chen, Controlling ZIF-67 crystals formation through various
cobalt sources in aqueous solution, Journal of Solid State Chemistry, 2016, 235, 107-112.
doi: 10.1016/j.jssc.2015.12.021.

J. Dai, C. Li, S. Xiao, J. Liu, J. He, J. Li, L. Wang, J. Lei, Fabrication of novel ZIF-67 Composite
Microspheres for Effective Adsorption and Solid-phase Extraction of Dyes from Water,
ChemistrySelect, 2018, 3, 5833-5842. doi: 10.1002/slct.201800778.

L. Chen, S. Xu, J. Li, Recent advances in molecular imprinting technology: current status,
challenges and highlighted applications, Chemical Society Reviews, 2011, 40, 2922-
2942. doi: 10.1039/COCSO0084A.

K. Haupt, Molecularly imprinted polymers: The next generation, Analytical Chemistry,
2003, 75, 376A-383A. doi: 10.1021/ac031385h.

R. Schirhagl, U. Latif, D. Podlipna, H. Blumenstock, F.L. Dickert, Natural and biomimetic
materials for the detection of insulin, Analytical chemistry, 2012, 84, 3908-13. doi:
10.1021/ac201687b.

S. Armenta, S. Garrigues, M. de la Guardia, Green Analytical Chemistry, TrAC Trends in
Analytical Chemistry, 2008, 27, 497-511. doi: 10.1016/j.trac.2008.05.003.

A. Gatuszka, Z. Migaszewski, J. Namiesnik, The 12 principles of green analytical chemistry
and the SIGNIFICANCE mnemonic of green analytical practices, TrAC Trends in Analytical
Chemistry, 2013, 50, 78-84. doi: 10.1016/j.trac.2013.04.010.

M.A. Albrecht, C.W. Evans, C.L. Raston, Green chemistry and the health implications of
nanoparticles, Green Chemistry, 2006, 8, 417-432. doi: 10.1039/B517131H.

P.T. Anastas, M.M. Kirchhoff, Origins, current status, and future challenges of green
chemistry, Acc Chem Res, 2002, 35, 686-94. doi: 10.1021/ar010065m.

47



CAPITULO I. Introduccidn

[104]

[105]

[106]

[107]

[108]

[109]

[110]

[111]

[112]

[113]

[114]

[115]

[116]

48

L. Ramos, J.J. Ramos, U.A. Brinkman, Miniaturization in sample treatment for
environmental analysis, Analytical and bioanalytical chemistry, 2005, 381, 119-40. doi:
10.1007/s00216-004-2906-5.

J. Tian, J. Xu, F. Zhu, T. Ly, C. Su, G. Ouyang, Application of nanomaterials in sample
preparation, Journal of Chromatography A, 2013, 1300, 2-16. doi:
10.1016/j.chroma.2013.04.010.

I. Karadjova, |. Dakova, T. Yordanova, P. Vasileva, Nanomaterials for elemental
speciation, Journal of Analytical Atomic Spectrometry, 2016, 31, 1949-1973. doi:
10.1039/C6JA00168H.

J. Chun, S.W. Seo, G.Y. Jung, J. Lee, Easy access to efficient magnetically recyclable
separation of histidine-tagged proteins using superparamagnetic nickel ferrite
nanoparticle clusters, Journal of Materials Chemistry, 2011, 21, 6713-6717. doi:
10.1039/C0JM04089D.

T. Vo-Dinh, F. Yan, M.B. Wabuyele, Surface-enhanced Raman scattering for medical
diagnostics and biological imaging, 2005, 36, 640-647. doi: 10.1002/jrs.1348.

P.P. Pompa, L. Martiradonna, A.D. Torre, F.D. Sala, L. Manna, M. De Vittorio, F. Calabi,
R. Cingolani, R. Rinaldi, Metal-enhanced fluorescence of colloidal nanocrystals with
nanoscale control, Nature Nanotechnology, 2006, 1, 126. doi: 10.1038/nnano.2006.93.

D.M. Templeton, F. Ariese, R. Cornelis, L.G. Danielsson, H. Muntau, H.P. Van Leeuwen,
R. Lobinski, Guidelines for terms related to chemical speciation and fractionation of
elements. Definitions, structural aspects, and methodological approaches (IUPAC
Recommendations 2000), Pure Appl. Chem., 2000, 72, 1453-1470. doi: 10.1351/
pac200072081453.

A. Gonzidlvez, M.L. Cervera, S. Armenta, M. de la Guardia, A review of non-
chromatographic methods for speciation analysis, Analytica Chimica Acta, 2009, 636,
129-157. doi: 10.1016/j.aca.2009.01.065.

D. Das, U. Gupta, A.K. Das, Recent developments in solid phase extraction in elemental
speciation of environmental samples with special reference to aqueous solutions, TrAC
Trends in Analytical Chemistry, 2012, 38, 163-171. doi: 10.1016/j.trac.2011.01.020.

A. Gonzalvez, S. Armenta, M.L. Cervera, M. de la Guardia, Non-chromatographic
speciation, TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2010, 29, 260-268. doi: 10.1016/
j.trac.2009.12.006.

L.M. Ravelo-Pérez, A.V. Herrera-Herrera, J. Herndndez-Borges, M.A. Rodriguez-Delgado,
Carbon nanotubes: Solid-phase extraction, Journal of Chromatography A, 2010, 1217,
2618-2641. doi: 10.1016/j.chroma.2009.10.083.

G. Ouyang, D. Vuckovic, J. Pawliszyn, Nondestructive sampling of living systems using in
vivo solid-phase microextraction, Chem Rev, 2011, 111, 2784-814. doi: 10.1021/
cr100203t.

S. Risticevic, H. Lord, T. Gérecki, C.L. Arthur, J. Pawliszyn, Protocol for solid-phase
microextraction method development, Nature Protocols, 2010, 5, 122. doi:
10.1038/nprot.2009.179.



CAPITULO I. Introduccidn

[117]

[118]

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

[126]

[127]

[128]

A. Azzouz, S.K. Kailasa, S.S. Lee, A. J. Rascén, E. Ballesteros, M. Zhang, K.-H. Kim, Review
of nanomaterials as sorbents in solid-phase extraction for environmental samples, TrAC
Trends in Analytical Chemistry, 2018, 108, 347-369. doi: 10.1016/j.trac.2018.08.009.

A. Andrade-Eiroa, M. Canle, V. Leroy-Cancellieri, V. Cerda, Solid-phase extraction of
organic compounds: A critical review (Part I), TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2016,
80, 641-654. doi: 10.1016/j.trac.2015.08.015.

E.A. Souza Silva, S. Risticevic, J. Pawliszyn, Recent trends in SPME concerning sorbent
materials, configurations and in vivo applications, TrAC Trends in Analytical Chemistry,
2013, 43, 24-36. doi: 10.1016/j.trac.2012.10.006.

C. Duan, Z. Shen, D. Wu, Y. Guan, Recent developments in solid-phase microextraction
for on-site sampling and sample preparation, TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2011,
30, 1568-1574. doi: 10.1016/j.trac.2011.08.005.

M. Sajid, M. Khaled Nazal, M. Rutkowska, N. Szczepanska, J. Namiesnik, J. Plotka-
Wasylka, Solid Phase Microextraction: Apparatus, Sorbent Materials, and Application,
Critical reviews in analytical chemistry, 2018, 10.1080/10408347.2018.1517035 1-18.
doi: 10.1080/10408347.2018.1517035.

A. Spietelun, . Marcinkowski, M. de la Guardia, J. Namiesnik, Recent developments and
future trends in solid phase microextraction techniques towards green analytical
chemistry, Journal of Chromatography A, 2013, 1321, 1-13. doi: 10.1016/j.chroma.
2013.10.030.

P.J. Robinson, P. Dunnill, M.D. Lilly, The properties of magnetic supports in relation to
immobilized enzyme reactors, 1973, 15, 603-606. doi: 10.1002/bit.260150318.

G. Giakisikli, A.N. Anthemidis, Magnetic materials as sorbents for metal/metalloid
preconcentration and/or separation. A review, Analytica Chimica Acta, 2013, 789, 1-16.
doi: 10.1016/j.aca.2013.04.021.

W.A.W. Ibrahim, H.R. Nodeh, H.Y. Aboul-Enein, M.M. Sanagi, Magnetic Solid-Phase
Extraction Based on Modified Ferum Oxides for Enrichment, Preconcentration, and
Isolation of Pesticides and Selected Pollutants, Critical Reviews in Analytical Chemistry,
2015, 45, 270-287. doi: 10.1080/10408347.2014.938148.

J. Ptotka-Wasylka, N. Szczepanska, M. de la Guardia, J. Namies$nik, Modern trends in solid
phase extraction: New sorbent media, TrAC Trends in Analytical Chemistry, 2016, 77, 23-
43, doi: 10.1016/j.trac.2015.10.010.

W.-H. Tsai, T.-C. Huang, J.-J. Huang, Y.-H. Hsue, H.-Y. Chuang, Dispersive solid-phase
microextraction method for sample extraction in the analysis of four tetracyclines in
water and milk samples by high-performance liquid chromatography with diode-array
detection, Journal of Chromatography A, 2009, 1216, 2263-2269. doi: 10.1016/
j.chroma.2009.01.034.

K. Kocot, B. Zawisza, E. Margui, |. Queralt, M. Hidalgo, R. Sitko, Dispersive micro solid-
phase extraction using multiwalled carbon nanotubes combined with portable total-
reflection X-ray fluorescence spectrometry for the determination of trace amounts of Pb
and Cd in water samples, Journal of Analytical Atomic Spectrometry, 2013, 28, 736-742.
doi: 10.1039/C3JA50047K.

49



CAPITULO I. Introduccidn

[129]

[130]

[131]

[132]

[133]

[134]

[135]

[136]

[137]

[138]

[139]

50

A.A. Asgharinezhad, H. Ebrahimzadeh, F. Mirbabaei, N. Mollazadeh, N. Shekari,
Dispersive micro-solid-phase extraction of benzodiazepines from biological fluids based
on polyaniline/magnetic nanoparticles composite, Analytica Chimica Acta, 2014, 844,
80-89. doi: 10.1016/j.aca.2014.06.007.

A.A. Asgharinezhad, N. Mollazadeh, H. Ebrahimzadeh, F. Mirbabaei, N. Shekari,
Magnetic nanoparticles based dispersive micro-solid-phase extraction as a novel
technique for coextraction of acidic and basic drugs from biological fluids and waste
water, Journal of Chromatography A, 2014, 1338, 1-8. doi:
10.1016/j.chroma.2014.02.027.

E.M. Reyes-Gallardo, R. Lucena, S. Cardenas, M. Valcarcel, Magnetic nanoparticles-nylon
6 composite for the dispersive micro solid phase extraction of selected polycyclic
aromatic hydrocarbons from water samples, Journal of Chromatography A, 2014, 1345,
43-49. doi: 10.1016/j.chroma.2014.04.033.

B. Socas-Rodriguez, J. Hernandez-Borges, P. Salazar, M. Martin, M.A. Rodriguez-
Delgado, Core-shell polydopamine magnetic nanoparticles as sorbent in micro-
dispersive solid-phase extraction for the determination of estrogenic compounds in
water samples prior to high-performance liquid chromatography—mass spectrometry
analysis, Journal of Chromatography A, 2015, 1397, 1-10. doi: 10.1016/j.chroma.
2015.04.010.

S. Mahpishanian, H. Sereshti, Graphene oxide-based dispersive micro-solid phase
extraction for separation and preconcentration of nicotine from biological and
environmental water samples followed by gas chromatography-flame ionization
detection, Talanta, 2014, 130, 71-77. doi: 10.1016/j.talanta.2014.06.004.

H. Watanabe, H. Tanaka, A non-ionic surfactant as a new solvent for liquid—liquid
extraction of zinc(ll) with 1-(2-pyridylazo)-2-naphthol, Talanta, 1978, 25, 585-589. doi:
10.1016/0039-9140(78)80151-9.

T. Saitoh, W.L. Hinze, Concentration of Hydrophobic Organic Compounds and Extraction
of Protein Using Alkylammoniosulfate Zwitterionic Surfactant Mediated Phase
Separations (Cloud Point Extractions), Analytical Chemistry, 1991, 63, 2520-2525. doi:
10.1021/ac00021a023.

W.L. Hinze, E. Pramauro, A Critical Review of Surfactant-Mediated Phase Separations
(Cloud-Point Extractions): Theory and Applications, Critical Reviews in Analytical
Chemistry, 1993, 24, 133-177. doi: 10.1080/10408349308048821.

F.H. Quina, W.L Hinze, Surfactant-Mediated Cloud Point Extractions: An
Environmentally Benign Alternative Separation Approach, Industrial & Engineering
Chemistry Research, 1999, 38, 4150-4168. doi: 10.1021/ie980389n.

I. Hagarova, Separation and quantification of metallic nanoparticles using cloud point
extraction and spectrometric methods: a brief review of latest applications, Analytical
Methods, 2017, 9, 3594-3601. doi: 10.1039/C7AY00953D.

J.B. Chao, J.F. Liu, S.J. Yu, Y.D. Feng, Z.Q. Tan, R. Liu, Y.G. Yin, Speciation analysis of silver
nanoparticles and silver ions in antibacterial products and environmental waters via
cloud point extraction-based separation, Analytical chemistry, 2011, 83, 6875-82. doi:
10.1021/ac201086a.



CAPITULO I. Introduccidn

[140]

[141]

[142]

[143]

[144]

[145]

G. Hartmann, C. Hutterer, M. Schuster, Ultra-trace determination of silver nanoparticles
in water samples using cloud point extraction and ETAAS, Journal of Analytical Atomic
Spectrometry, 2013, 28, 567-572. doi: 10.1039/C3JA30365A.

I. Lépez-Garcia, J. Jose Marin-Hernandez, M. Hernandez-Cérdoba, Graphite furnace
atomic absorption spectrometric determination of vanadium after cloud point extraction
in the presence of graphene oxide, Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy,
2018, 143, 42-47. doi: 10.1016/j.sab.2018.02.013.

D.L. Giokas, Q. Zhu, Q. Pan, A. Chisvert, Cloud point—dispersive u-solid phase extraction
of hydrophobic organic compounds onto highly hydrophobic core—shell Fe203@C
magnetic nanoparticles, Journal of Chromatography A, 2012, 1251, 33-39. doi:
10.1016/j.chroma.2012.06.054.

S. Dadfarnia, F. Shakerian, A.M.H. Shabani, Suspended nanoparticles in surfactant media
as a microextraction technique for simultaneous separation and preconcentration of
cobalt, nickel and copper ions for electrothermal atomic absorption spectrometry
determination, Talanta, 2013, 106, 150-154. doi: 10.1016/j.talanta.2012.12.004.

J.G. Pryde, Triton X-114: a detergent that has come in from the cold, Trends in
Biochemical Sciences, 1986, 11, 160-163. doi: 10.1016/0968-0004(86)90132-5.

T. Gu, P.A. Galera-Gomez, Clouding of Triton X-114: The effect of added electrolytes on
the cloud point of Triton X-114 in the presence of ionic surfactants, Colloids and Surfaces
A: Physicochemical and Engineering Aspects, 1995, 104, 307-312. doi: 10.1016/0927-
7757(95)03217-1.

51






Empleo de 6xido de grafeno como material
adsorbente para la especiacion y determi-
nacion de plomo, cadmio y vanadio utili-
zando ETAAS como sistema de deteccion







1.1. MICROEXTRACCION DISPERSIVA EN FASE SOLIDA DE CADMIO
Y PLOMO USANDO Ag@rGO Y DETERMINACION POR ETAAS

Contenido

[ 1.2, INEFOTUCCION c.eeie ettt ettt ettt ettt e b e s bt e sat e et e e nbeesaeesane e 55

11.1.2. Parte @XPerimeNntal........cueeiiiiiiii ettt e e et e e e et e e e e bta e e s ebaeeeeebaeeasesraeaesnnes 60
[1.1.2.1. INSErUMENTACION. .. .eitieiiiieiie ettt st sttt et st e b e s 60
1 O 0= T ot f AV o T Y 4 U =T o = [P 61
11.1.2.3. Preparacion de AG@IGO......c..ueeeicuieeeeiiieeeeiieeeesreeeesireeeesaseeessabeeesssaseeesssnsenas 62
11.1.2.4. Procedimiento para la determinacién de cadmio y plomo .......cccccveeevcvieeennneen. 63

11.1.3. ReSUAdOS Y iSCUSION ...eveiiiiiiiiiciiiee ettt ee sttt e e st e e e e bee e e s s beeeessbaeeessbeeeassnnes 65
11.1.3.1. Seleccion del material adsorbente y efecto del pH........oevvviiieiiiiiiei e, 65
11.2.3.2. Efecto de la cantidad de AZ@TGO .......ceeeeeeeiiciiiiiiieee e e e e eeerraee e e e e e e e eanens 68
11.1.3.3. Optimizacidon de la separacion por punto de NUDE ........cceevvveeeevciiee e, 70
11.2.3.4. Programa de calentamiento en ETAAS ........cuviiiiiiiee et 73
11.1.3.5. CaliBracion ......cc.eecveeiienieiieee ettt 75
11.1.3.6. Determinacién y especiacion de cadmio y plomo en muestras de agua ............ 76

[1.1.4. CONCIUSIONES ...cenneieiiieieeiie ettt ettt sttt et sttt s b e bt b e sre e sane et e e nneesneesane e 76

L T 211 o T4 = i - TP PRt 80






CAPITULO II. Determinacién de plomo y cadmio

11.1.1. Introduccion

El grafeno consiste en una fina ldmina monoatdmica (0,35 nm) de carbdn ordenado en
una estructura hexagonal a modo de panal de abeja. Sus principales caracteristicas son su
elevada conductividad eléctrica (10 A cm™) y térmica (5000 °C m™* K2), gran area superficial
especifica, excelente movilidad de carga (3700 cm? V! s1) y transmitancia del 97 % a la luz visible,

lo que lo hace un excelente candidato para una gran cantidad de aplicaciones eléctricas [1].

Por otra parte, el 6xido de grafeno (GO) y dxido de grafeno reducido (rGO) son
materiales de interés no solo por sus aplicaciones fotdnicas y eléctricas, sino también porque
son los precursores del grafeno. La calidad del grafeno obtenido depende mucho del nivel de
reduccion del dxido de grafeno, lo que a su vez depende mucho del tipo de tratamiento. Desde
que se propusieron los primeros procedimientos para la obtencidon de grafeno [2] se ha
desarrollado un enorme interés en conseguir procedimientos de fabricacion econdmicos a gran
escala. Los métodos quimicos son los mas empleados porque parten de materiales asequibles y
el equipamiento que se requiere para el proceso es sencillo [3]. En todos los casos, se trata de
la oxidacién de grafito para su posterior reduccioén a grafeno [4]. Tras ello, deben superarse las
fuerzas de atraccién de Van der Waals entre los planos basales de grafito, lo que se puede
conseguir por exfoliacion térmica o bien intercalando compuestos que aumenten la distancia

entre planos [5]. Alternativamente, se puede recurrir a la exfoliacién por ultrasonicacion [6].

El 6xido de grafito, que resulta de la oxidacion del grafito, es muy similar al éxido de
grafeno. Tiene una estructura en capas similar al grafito, pero el plano de los &tomos de carbono
en el 6xido de grafito contiene grupos funcionales con atomos de oxigeno que no solo expanden
la distancia entra capas, sino que también las dota de caracter hidrofilico. Por otra parte,
mientras que en el grafeno los dtomos de carbono presentan una estructura sp?, en el GO se
encuentran, ademas, algunas estructuras sp?, en las que aparecen grupos funcionales unidos del
tipo carboxil, carbonil, éster, etc. Esta funcionalizacién provoca la ruptura de los enlaces m
deslocalizados aumentando su localizacion. Como resultado, estas capas oxidadas pueden ser
exfoliadas en agua con ayuda de un tratamiento moderado con ultrasonidos. Si las hojas
exfoliadas contienen una o unas pocas capas de atomos de carbono (como en el grafeno), estas
hojas se llaman 6xido de grafeno (GO). La propiedad mas atractiva de GO es que puede ser
parcialmente reducido a hojas de grafeno eliminando los grupos que contienen oxigeno vy
recuperando asi su estructura conjugada. Las hojas de 6xido de grafeno reducido (rGO) pueden

considerarse, por tanto, como un derivado quimico del grafeno. La Figura 1l.1.1 muestra las
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estructuras quimicas de estas sustancias. La quimera de obtener capas individuales de atomos

de carbono a partir de grafito por exfoliacion completa aun es un suefio.

Hoy en dia, ademds de mediante la reduccidn de GO, el grafeno puede ser producido
por la exfoliacidon micro-mecanica de grafito pirolitico altamente ordenado, crecimiento
epitaxial o deposicidn de vapor quimico (CVD) [4]. Estos tres métodos pueden producir grafeno

con una estructura relativamente perfecta y excelentes propiedades.

Encontrar un reductor adecuado es una importante tarea que comenzé con el empleo
de H,S [7]. De todos los reductores propuestos, los mas utilizados han sido hidracina [8],
borohidruro sédico [9] y la mezcla de sodio e hidroxido de amonio [10]. La hidracina presenta
como inconveniente los residuos que deja, ya que al ser perjudiciales para los seres vivos se
imposibilita el empleo del grafeno obtenido para un buen nimero de aplicaciones. Por éste y
otros motivos se han estudiado reductores amigables con el medioambiente y se han

conseguido importantes avances [11].

También se ha estudiado el empleo de reducciones no quimicas como las reducciones
solvotérmicas, hidrotérmicas, electroquimicas, fotoquimicas, pero no se consigue el producto
de la calidad que presenta el resultado de la reduccién quimica. La Figura 11.1.2 muestra un
esquema de los diferentes reductores que se han propuesto. Para evitar la presencia de residuos
que inhabiliten las aplicaciones biomédicas y de tratamiento de agua, se han estudiado

recientemente lo que podriamos denominar reductores “verdes”.

Dentro de este grupo de reductores podemos incluir dcidos organicos, extractos de
plantas, microorganismos, azucares, antioxidantes naturales, aminodcidos y proteinas, etc.
Todos estos compuestos son no toxicos y amigables con el medio ambiente. De todos ellos, los
mejores resultados se obtienen con el empleo de acido ascérbico [12] pero no se consiguen
eliminar completamente todos los grupos funcionales con oxigeno en el GO y se requieren

reactivos especiales para estabilizar las suspensiones de rGO.

Se ha estimado que, aunque depende del método de preparacion, la férmula estructural
del GO queda en el intervalo de CsO,Hs; a CsO4Hs, lo que corresponde a una relacién carbono:
oxigeno (C/O) de 4:1 a 2:1 [13]. Cuando se recurre a la reduccién por via quimica del GO con
hidracina se consigue una relacién (C/O) de 12,5, similar a la encontrada con el empleo de acido
ascérbico [14] y menor a la que se ha encontrado con el empleo de ioduro de hidrégeno (HI) con
el que se ha alcanzado una relacién (C/O) de 15 [15]. La combinacién de la reduccién por via

guimica junto con un tratamiento térmico permite alcanzar relaciones (C/O) de hasta 246 [16].
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Figura 11.1.2: Representacion esquematica de gran parte de los métodos de oxidacion de grafito para
dar 6xido de grafeno y su reduccion quimica con el empleo de distintos reductores. Adaptado de [11].

Sin embargo, estos procesos de eliminacién de grupos funcionales generan defectos en
la estructura planar del grafeno que disminuyen su conductividad eléctrica. La investigacion
futura sobre la reduccion de GO deberia centrarse principalmente en dos temas: (1) una
comprension mucho mas profunda del mecanismo de reduccién y (2) cdmo controlar la

oxidacion del grafito y la reduccién de GO.

El empleo del grafeno y dxido de grafeno en las técnicas de preparacion de muestras
modernas estd muy extendido debido a sus excelentes resultados [17, 18] y su gran capacidad
para interaccionar con iones metalicos al nivel de traza y compuestos organicos [19]. Se han
utilizado tanto en determinacion “on-line” como “off-line” empleando técnicas muy diversas
como SPE (extraccion en fase sélida), MEPS (microextraccion con adsorbente empaquetado),
SBSE (extraccion en fase sdlida con barra agitadora), MSPE (microextraccidon en fase sélida

magnética) y SPME (microextraccién en fase sélida) [20-23].

Si nos centramos en su empleo para la adsorcion de iones metdlicos podemos decir que
el grafeno se ha utilizado generalmente para la retencidn de aniones metdlicos, mientras que el
GO se ha utilizado mads para la separacién de cationes. No obstante, si el GO se modifica
adecuadamente con distintos materiales se puede utilizar tanto para cationes como aniones.

Tanto el grafeno como el GO resultan mas adecuados que los nanotubos de carbono para
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adsorcién de metales porque en el caso de aquellos no se utilizan metales como catalizadores
en su sintesis y, ademas, el plano interno no es accesible para la adsorcién en los nanotubos
[24]. A ello hay que afadir que G y GO poseen mas grupos con atomos de oxigeno lo que

aumenta la afinidad por los iones metalicos.

Sin embargo, el rGO se ha utilizado en mucha menor extensién a pesar de mostrar mayor
selectividad en la adsorcién de compuestos orgdnicos [22]. Asi mientras que en el rGO se pueden
retener compuestos con anillos aromaticos debido a la presencia de fuertes interacciones n-m,
en el caso del GO la presencia de abundantes grupos funcionales favorece la formacion de
enlaces por puente de hidrégeno y la interaccidn electrostdtica con compuestos orgdanicos
conteniendo grupos funcionales con atomos de oxigeno o nitrégeno [22]. En el caso de iones
metadlicos, el rGO se ha utilizado con soporte magnético para la eliminacién de arsénico,
mercurio, niquel, plomo y paladio mediante la formacién de materiales compuestos entre rGO
y 6xidos magnéticos, polimeros, quitosan y distintos grupos funcionales [22]. Desde el punto de
vista de la determinacién de iones metalicos por extraccién en fase sdlida, se ha propuesto su
empleo en la determinacion de plomo [25] y cromo [26]. No obstante, hay que sefalar que
algunos autores indican de forma equivocada el empleo de grafeno cuando lo obtienen a partir
de la reduccidon de GO con sulfato de hidracina, ya que en estas condiciones lo que estdn

utilizando es en realidad rGO.

El rGO es un buen candidato para utilizarse como adsorbente en SPE debido a sus
propiedades de interaccidon electrostatica i, drea superficial especifica alta, estabilidad quimica
y fuerte resistencia mecanica. Sin embargo, las ldaminas de dxido de grafeno reducido tienden a
empaquetarse y formar aglomerados irreversibles debido a la fuerte interaccién m vy las
interacciones de Van der Waals entre ellas, lo que resulta en una disminucidn drastica en el area
de la superficie [27]. Para evitar este inconveniente se ha recurrido a la funcionalizacién del rGO.
En efecto, la funcionalizacion del rGO recubriendo la superficie con metales u 6xidos metalicos
aumenta la dispersabilidad del material evitando la formacién de aglomerados [28], lo que
facilita el manejo para todo tipo de aplicaciones sin perder las ventajas derivadas de la gran

superficie activa.

Se ha propuesto la incorporacién de plata sobre 6xido de grafeno reducido para
disminuir su resistencia eléctrica tanto a partir de la reduccién con reactivos quimicos del GO
[29-31], como mediante tratamiento térmico [29, 30, 32]. El material asi preparado se ha
aplicado a la purificacion de agua [28, 33] puesto que es capaz de retener Hg (II) y también como

agente bactericida [29] o en la fotodegradacion de contaminantes [34]. Desde el punto de vista
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analitico se ha propuesto con fines tan diversos como el de catalizador en la determinacion de

glucosa y acido ascdrbico [35], deteccidon de biomoléculas como el ADN [36] y pesticidas [37].

Esta accién beneficiosa de las nanoparticulas de plata, AgNPs, retenidas sobre rGO es
congruente con alguna de las investigaciones realizadas por el grupo AIM de la Universidad de
Murcia en cuya linea de trabajo se encuentra esta Memoria. Asi, ya ha sido descrito que las
AgNPs pueden emplearse directamente [38-40] o soportadas sobre particulas magnéticas de
ferrita para la retencién de iones metalicos [41, 42] como una base para procedimientos de
sensibilidad extrema para la determinacidn de trazas de metales mediante la medida final con

ETAAS.

En este capitulo estudiamos el empleo de nanoparticulas de rGO recubiertas de plata
para la adsorcidon de cadmio y plomo. Como veremos en los resultados experimentales, el gran
desarrollo superficial del material disperso consigue una retencién cuantitativa y muy rapida, lo
que permite una efectiva concentracién de los analitos mencionados para su determinacién final
por ETAAS. La mayor dificultad a vencer es la derivada de las propias caracteristicas favorables
del rGO, pues el muy bajo tamafio de particula del material disperso y sus caracteristicas
hidrofilicas parciales dificultan el aislamiento del material sélido. Para solventar este tipo de
problemas con materiales similares algunos autores han propuesto emplear liquidos idnicos con
afinidad por el GO [43-45] o en combinacidn con materiales magnéticos [27, 46, 47], pero en
nuestra opinidén resulta mas adecuado el empleo de sistemas supramoleculares como la
metodologia de extraccidon en punto de nube, en donde las nanoparticulas quedan confinadas
dentro de las micelas [48, 49]. Asi, en este capitulo proponemos el empleo de nanoparticulas de
rGO recubiertas de plata para la adsorciéon de plomo y cadmio. La recuperaciéon del material
adsorbente se realiza por aplicacién de la metodologia de punto de nube utilizando Triton X-
114. En estas condiciones el adsorbente queda retenido dentro de las micelas. Tras la
centrifugacion, la fase condensada se calienta suavemente para disminuir su viscosidad y unos
microlitros de la misma se llevan al atomizador electrotérmico para la determinacion de cadmio
y plomo. En lo que nosotros sabemos, este adsorbente Unicamente se ha propuesto para la

determinacion de mercurio [50] y colorantes anidnicos [51].

I1.1.2. Parte experimental

[1.1.2.1. Instrumentacion

Todas las medidas se han llevado a cabo con un espectrometro de absorcién atémica

Perkin-Elmer modelo 800 (Walthman, MA), equipado con un atomizador de horno de grafito
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con calentamiento transversal, un dispositivo corrector de fondo mediante efecto Zeemany un
automuestreador (modelo AS-800). Los tubos equipados con plataforma fueron de grafito
pirolitico y se obtuvieron del mismo fabricante. Como gas inerte se ha empleado argdn con una
velocidad de flujo de 250 mL min. Como fuentes de radiacién se han utilizado ldmparas de
catodo hueco de cadmio y plomo (Perkin-Elmer). Los parametros instrumentales utilizados se
resumen en la Tabla I1.1.1. Para el tratamiento en ultrasonidos se utilizé un bafio de ultrasonidos
de 50 W (ATU, Valencia; Espafa). Se utilizd una centrifuga Hettich modelo EBA 200 (Tuttlingen,
Alemania) equipada con un soporte para tubos cénicos de 15 mL, capaz de trabajar hasta 6000
rpm (3641 g). El estudio del tamafio de particula se realizé con un Malvern Zetasizer nano zsp
(England). En la preparacion de Ag@rGO se utilizd una centrifuga refrigerada Sigma 3-18K

Sartorius (Gottingen, Germany).

Tabla I.1.1: Pardmetros instrumentales y programa de calentamiento.

Parametros Cadmio Plomo

Corriente de ldmpara, mA 4 14

Longitud de onda, nm 228,8 283,3

Ancho de banda espectral, nm 0,7

Tipo de atomizador Plataforma

Volumen de muestra inyectada, uL 20

Temperatura de inyeccién, °C 50

Modificador quimico Nitrato de paladio (500 mg L de Pd), 20 pL
Volumen de muestra, mL 10

Programa de calentamiento de

horno

Etapa Temperatura, °C Rampa, s Mantenido, s
1: Secado 110 1 15

2: Secado 400 15 30

3: Calcinacion 10002/1100° 10 30

4: Enfriamiento 200 1 15

4: Atomizacién© 17002/2200° 0 4

5: Limpieza 2550 1 3

Secuencia para la determinacién de cadmio y plomo:

Paso A: Inyectar 20 pL de modificador quimico y ejecutar las etapas 1y 2.
Paso B: Inyectar la muestra o estdndar y ejecutar todo el programa.

3Cd; ® Pb; © Etapa de lectura. Flujo de gas detenido.

[1.1.2.2. Reactivos y muestras

Las disoluciones se prepararon con agua desionizada (resistividad 18 MQ cm) purificada

con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). El material de vidrio y de plastico
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(polipropileno) se lavé con una disolucién al 1 % (v/v) de acido nitrico y se aclaré con agua

desionizada antes de su uso.

Las disoluciones estdndar de cadmio (Il) y plomo (I1) de 1000 mg mL™ fueron preparadas
a partir de Cd(NOs),-4H,0 y Pb(NOs), (Aldrich, St. Louis, MO 63103, USA), en agua ultrapura, a
partir de las cuales se obtuvieron disoluciones estandar de trabajo. Disoluciones mas diluidas se
prepararon antes del analisis mediante la dilucién adecuada de las disoluciones anteriores. Los
reactivos Triton X-114, tetrahidroborato de sodio (NaBH.), citrato sdédico y nitrato de plata
(AgNOs) fueron obtenidos de Sigma-Aldrich y usados sin purificacidon adicional. El éxido de
grafeno fue obtenido de Timesnano (Chengdu Organic Chemicals Co. Ltd., Chinese Academy of
Sciences). Se prepard una suspensiéon de 2 mg mL™? manteniendo en ultrasonidos durante 30

minutos. El resto de los productos quimicos utilizados se obtuvieron de Merck o Sigma.

Se compraron dos muestras de agua embotellada en un supermercado y el agua de grifo
se recolectd del suministro principal de la Universidad de Murcia. La muestra de agua de mar se
obtuvo en la orilla de una playa de la costa murciana. Todas las muestras se filtraron y se

mantuvieron en un recipiente de plastico a 4 °C hasta que se analizaron (menos de 48 horas).

Ademas, se utilizaron siete materiales de referencia certificados de agua, NIST 1640a
(oligoelementos en agua natural), SPS-SW2 Batch 125 (material de referencia para la medida de
elementos en aguas superficiales), ERM-CA011b (agua potable), TMRAIN-04 (agua de lluvia),
TM-23.4 (agua fortificada con elementos traza) y TM-25.4 (agua fortificada a bajo nivel) cuyo
certificado indica el contenido total de cadmio y plomo y que fueron obtenidas del National
Institute of Standards and Technology, National Research Council Canada, Spectrapure
Standards, European Reference Materials y Environment Canada (TM materials),

respectivamente.

11.L1.2.3. Preparacion de Ag@rGO

Para la preparacion de este material compuesto se han seguido, en parte, las
recomendaciones publicadas previamente por otros autores que emplean borohidruro [51] o
citrato [52]. En el primer caso, se prepard una suspension de éxido de grafeno a partir del
producto solido comercial dispersando 20 mg en 100 mL de agua con ayuda de ultrasonidos
durante una hora. A continuacidn, se afiadieron 70 mg de nitrato de plata y se agit6 durante 15
minutos para conseguir la completa disolucion de la sal. Seguidamente se afiadieron gota a gota

y con agitacion continua, 10 mL de NaBH4 0,1 mol L y se mantuvo en agitacion durante 3 horas.
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La suspension se calentdé en un reactor de teflén a 120 °C durante 3 horas. Una vez fria se
centrifugd a 12000 rpm (14976 g) desechando el sobrenadante y lavando tres veces con agua
destilada. Finalmente, el residuo sdlido se suspendié en 10 mL de forma que la concentracion

final resulté de 2 mg mL? de material.

Para la preparacion de Ag@rGO obtenido con citrato se dispersaron 100 mg de GO en
50 mL de agua y se sometid a ultrasonidos durante 30 minutos. Seguidamente se afiadieron
lentamente (30 minutos) y con agitacion 15 mL de disolucién de AgNOs 0,1 mol L%, La suspensidn
se introdujo en un bafio de ultrasonidos y se afiadieron 6 mL de citrato sédico 0,1 mol L. La
suspensidn se mantuvo en el bafio de ultrasonidos durante una hora. Se centrifugd a 12000 rpm
desechando el sobrenadante y lavando tres veces con agua destilada. Finalmente, el residuo
solido se suspendié en 50 mL de forma que, al igual que en el caso anterior, la concentracién

final resulté de 2 mg mL? de material.

El rGO utilizado con fines comparativos se obtuvo también por ambos procedimientos,

pero en ausencia de plata.

[1.L1.2.4. Procedimiento para la determinacion de cadmio y plomo

Sobre una alicuota de 10 mL de muestra colocada en un tubo de centrifuga, se
adicionaron 100 pL de disolucién reguladora hidrogenocarbonato-carbonato 0,1 mol L (pH= 8)
y 50 pL de la suspension de 2 mg mL'1 de Ag@rGO en agua. La mezcla se agité durante 10
segundos y, posteriormente, se dejd reposar durante 15 minutos. A continuacidn, se disolvieron
60 mg de KBr en el tubo que contiene la muestra y se calenté a 40 °C en un bafio de agua durante
10 minutos. Seguidamente, se incorporaron 150 pL de una solucidn de Triton X-114 15% (m/V).
La disolucion se enturbio indicando la formacidn de micelas. La mezcla se centrifugé a 5000 rpm
(2400 g) durante 10 minutos, el sobrenadante fue desechado y el coacervado fue
homogeneizado por agitacion con vértex durante unos segundos. Tras calentar a 50 °C el
coacervado para disminuir la viscosidad, se tomd una alicuota de 20 pL y se introdujo en el
atomizador electrotérmico. El programa de calentamiento resumido en la Tabla 1l.1.1 fue
aplicado y se obtuvo la sefial correspondiente para cadmio y plomo. A menos que se indique lo
contrario, las medidas se realizaron siempre por duplicado. En la Figura 11.1.3 podemos observar

el aspecto de la disolucién de la muestra en cada uno de los pasos de la microextraccion.
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11.1.3. Resultados y discusion

[1.1.3.1. Seleccion del material adsorbente y efecto del pH

El GO contiene grupos carboxilo, epdxido e hidroxilo en su plano basal y extremos que
pueden coordinarse con Ag(l) para formar complejos estables GO-Ag,* [53]. Para la deposicion
de plata metadlica sobre la superficie del GO se ha recurrido a la reduccion de Ag (I) en presencia
de una suspensién de GO con ayuda de reductores como el citrato sédico [52] y el borohidruro
sodico [51]. En ambos casos, ademas de la reduccidn del ion plata, se produce una parcial
reduccion del GO hasta obtener dxido de grafeno reducido (rGO) [9, 13]. La idea por nuestra
parte es desarrollar un material capaz de retener cuantitativamente iones metalicos como
plomo y cadmio sin el empleo de agentes quelatantes. Las primeras experiencias se
encaminaron a seleccionar el nanomaterial que muestra la mayor adsorcién de estos iones
metadlicos. En este sentido se ensayé con GO, rGO, Ag@rGO{1} (sintetizado con citrato) y

Ag@rGO[54] (sintetizado con borohidruro).

Se prepararon suspensiones de 2 mg mL™ de estos materiales de las que se tomaron 100
pL que se afiadieron a disoluciones de cadmio y plomo de 5y 100 pg L, respectivamente, a
distintos valores de pH. Se midid la sefial debida al analito antes y después del proceso de
adsorcién. Para separar el material adsorbente se recurrié a centrifugar a 5000 rpm durante 10
minutos y a microfiltrar por 0,5 um la disolucién resultante. Los valores de retencidn obtenidos

aparecen en las Figuras I1.1.4 y 11.1.5.

Como puede apreciarse, tanto cadmio como plomo presentan las mayores retenciones
a valores de pH préximos a 8 y utilizando Ag@rGO. En ambos casos la retencidn es cuantitativa
cuando el nanomaterial se sintetizd con citrato como reductor. El potencial zeta y la densidad
de carga superficial de GO y rGO dependen del pH y se hacen tanto mds negativos al aumentar
éste [55]. Sin embargo, durante el proceso de reduccidon, la desaparicion de los grupos
funcionales del GO conlleva un aumento de potencial zeta [55-58] de forma que la superficie
empieza a estar cargada negativamente por encima de pH= 4. Las Figuras 11.1.6 y 11.1.7 muestran
las zonas de pH donde son predominantes las distintas formas de cadmio y plomo. Como puede
apreciarse, la mayor retencidn para el plomo se obtuvo cuando los iones se encuentran en la
forma M(OH)* [55-58]. Para el caso del cadmio, la concordancia no es tan buena, si bien hay que
sefialar que los valores de las constantes de equilibrio empleados en el calculo estan afectados

de una incertidumbre que repercute grandemente en los diagramas mostrados.
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A valores de pH menores que 6, donde se encuentran con dos cargas positivas, la

retencién en GO y rGO es muy baja, resultando superior en presencia de plata reducida.

A la vista de estos resultados se ha seleccionado como pH éptimo de trabajo el de 8 que
se puede conseguir con la adicién de 100 pL de reguladora carbonato-hidrégeno carbonato 0,1

mol L a 10 mL de muestra.

11.2.3.2. Efecto de la cantidad de Ag@rGO

Desde el punto de vista analitico, para que un material adsorbente sea adecuado es
necesario que la cinética del proceso de retenciéon sea muy rdpida o practicamente instantanea;
ademas su separacion de la fase dadora debe ser sencilla de forma que el procedimiento

completo de determinacion no se alargue innecesariamente.

Se estudié la cantidad de material adsorbente Ag@rGO que es necesario afiadira 10 mL
de disolucién acuosa ajustada a pH= 8 conteniendo Cd (II) o Pb (ll). Para ello se afiadieron
distintos volimenes de suspensién de material preparada a 2 mg mL? de concentracién. Los
ensayos se realizaron cuantificando el contenido del metal en fase acuosa antes y después del
proceso de retencion. Hay que hacer notar que para poder realizar estos experimentos se
trabajé con concentraciones muy superiores a las habituales en el procedimiento de

preconcentracion, donde lo que se mide es el contenido en la fase aceptora.

Como el material no se deposita completamente en el fondo del tubo cuando se realiza
una centrifugacion durante 15 minutos a 5000 rpm (es preciso centrifugar a 12000 rpm) se
recurrié ademas a filtrar el sobrenadante con filtro de membrana de 0,22 um antes de la
determinacidn por ETAAS. De esta manera nos aseguramos la ausencia de material adsorbente
en suspension en la fase dadora. En efecto, como se aprecia en la Figura 11.1.8, el tamafo de
particula del material adsorbente presenta una fraccidn importante por debajo de 0,1 um, lo

que dificulta su sedimentacidn por centrifugacién.

La Figura 11.1.9 muestra los porcentajes de retencién de cadmio y plomo contenidos en
una disolucidon acuosa de 5y 50 pg L de concentracidn, curvas a y b, respectivamente, frente a
la cantidad afiadida de Ag@rGO. Como puede apreciarse, 0,1 mg de material (50 pL de
suspension de 2 mg mL?) es suficiente para garantizar una retencién cuantitativa de ambos
elementos. Cantidades superiores no son adecuadas porque cuando se trabaja con el
procedimiento propuesto, la inyeccidn en el atomizador de una elevada cantidad de Ag@rGO
conduce a un ensayo en blanco innecesariamente elevado debido a la presencia contaminante

de ultratrazas de estos elementos en el GO durante su preparacion.
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11.1.3.3. Optimizacién de la separacién por punto de nube

Como ya hemos comentado, la presencia en el GO de grupos funcionales conteniendo
oxigeno (epoxi, hidroxi y carboxilicos) en los planos basales y los extremos es la responsable de
la polaridad y caracter hidrofilico, lo que conduce a la formacién de suspensiones coloidales muy
bien dispersas en disolucién acuosa. En consecuencia, resulta dificil recuperar de forma
completa las minusculas hojas de GO de la disolucién por centrifugacién [61], ni siquiera por
filtracion a través de filtros de membrana de 0,22 um [62] ya que la separacion es incompleta y
consume mucho tiempo. Alternativamente se han propuesto otros sistemas de separacidn
forzando la agregacién del GO o su coagulacién mediante la adicion de electrolitos que
neutralizan el exceso de carga superficial negativa [63-65], el empleo de compuestos organicos
que favorecen la coagulacion (polietilen-imina) [66] y cambiando el pH [67]. Otra opcién es dotar
al GO de propiedades magnéticas por formacion de nanocompuestos mixtos de GO con
magnetita [68], lo que posibilita la separacién por aplicacion de un campo magnético, o

mediante interaccion con hidréxidos dobles de Mgy Al [69, 70].

Como es sabido, un aumento en la fuerza idnica del medio mediante la adicién de
electrolitos favorece la coagulacion del GO. Por ello se hicieron experimentos encaminados a
aumentar la fuerza idénica para favorecer este proceso con el material sintetizado. En este caso,
se recurrié a medir la sefial de 5 pg L de cadmio antes del proceso de separacion y la debida al
cadmio remanente en la fase acuosa tras afadir el material adsorbente a la disolucidn en
ausencia y presencia de NaCl [63], KBr [71] y KBr + Triton X-114. Las determinaciones se han
realizado bien tras la centrifugacién del material adsorbente durante 10 minutos a 5000 rpm
(2400 g), bien tras la microfiltracion de la fase acuosa a través de 0,22 um. De la comparacion
de los resultados puede apreciarse que, en ausencia de agentes que favorezcan la agregacion
de Ag@rGO, la retencién aparente de cadmio es baja, principalmente debido a que el proceso
de centrifugacién no permite colectar las particulas pequefas. Los resultados obtenidos tras la
microfiltracidn de la fase acuosa remanente indican que la retencién es superior a la encontrada
por simple centrifugacion. La adicidn de electrolitos que neutralicen la carga superficial negativa
del Ag@rGO favorece la agregacion. Como puede apreciarse (Figura 11.1.10), el empleo de KBr
condujo a mejores resultados que NaCl. No obstante, en ambos casos, se observa una retencion
incompleta, aunque mejora con microfiltracion. Los mejores resultados se obtuvieron
combinando el empleo de KBr como agente que facilita la agregacion del Ag@rGO vy la
metodologia de extraccidn en punto de nube con el uso de un tensioactivo no idnico como el

Triton X-114.
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Figura 11.1.10: Efecto del tipo de tratamiento aplicado para la separacion de la fase adsorbente en la
sefial remanente de cadmio en fase acuosa. La barra negra A corresponde a la sefial remanente en la
fase acuosa tras centrifugar. Las barras negras B a D corresponden al empleo de NaCl, KBr y
KBr+Triton X-114, respectivamente. Las barras grises corresponden a la sefial medida en la fase
acuosa tras microfiltracion del liquido sobrenadante después de centrifugar. Los segmentos
corresponden a la desviacidn estandar de cinco determinaciones consecutivas.

En el caso de utilizar KBr el proceso de agregacién del Ag@rGO es mucho mas rdpido
que con NaCl. De hecho, si la disolucién de muestra conteniendo Ag@rGO se calienta a 40 °C en
apenas 5 minutos, ya se observa la presencia de agregados importantes. Encontramos que una
concentracién 0,05 mol L en KBr es suficiente para conseguir este efecto, lo que supone la
adicidn de 60 mg de KBr a 10 mL de muestra. Se ha seleccionado un tiempo de calentamiento
de 10 minutos vy, sin enfriar, se afiade el Triton X-114 que forma una nube instantdaneamente.
Tras centrifugar, la medida de la sefial de cadmio en la fase acuosa conduce a un valor que no
se diferencia significativamente del ensayo en blanco, sin necesidad de microfiltracién, lo que

significa que la retencién ha sido cuantitativa.

Se ha estudiado la temperatura de trabajo y la cantidad 6ptima de Triton X-114 a utilizar.
En el primer caso, la temperatura ha de ser superior a la del punto de nube (23 °C). Encontramos
que calentando a 40 °C se consigue la formacidn instantanea de la nube de micelas. En cuanto
a la cantidad a afiadir es claro que ha de ser superior a la concentracién micelar critica (2-4-10*
mol L) [72-74] pero no tan elevada como para que el volumen de fase condensada sea muy

alto y disminuya la concentracién de cadmio por dilucidn innecesaria. La Figura I1.1.11 muestra
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los resultados obtenidos. Como la concentracidén micelar critica de los tensioactivos no idnicos
disminuye al aumentar la temperatura [75, 76] ha sido posible obtener fases condensadas de
Triton X-114 desde concentraciones 5-10* mol L™. La sefial aumenta con la concentracion de
tensioactivo, porque asi lo hace la eficacia del proceso de separacién, hasta alcanzar un maximo
a partir del cual disminuye por dilucién del coacervato. Hemos seleccionado el valor de 4-1073
mol L'? que corresponde a la adicion de 150 ulL de Triton X-114 al 15 % (V/V) en 10 mL de fase
acuosa. En estas condiciones el volumen de fase condensada que se obtiene es de

aproximadamente 95 plL, mas que suficiente para realizar determinaciones por ETAAS.
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Figura 11.1.11: Efecto de la concentracion de Triton X-114 en la retencién de 50 ng de Cd (Il).

Tras la formacién de la fase condensada, que se separa de la disoluciéon acuosa por
centrifugacion, el Ag@rGO queda atrapado dentro de la misma. El siguiente paso es determinar
el contenido de cadmio y/o plomo dentro de esta fase. Para ello, en una primera instancia se
intentd desorber los analitos en un microvolumen de fase acuosa. La fase condensada se trato
con distintas disoluciones que, ademas de solubilizar la fase micelar, pudieran extraer al analito
a la fase acuosa. En todos los casos se tratd la fase condensada con 100 pL de disolucion
extractante y se aplicaron ultrasonidos. Se ensayaron distintos medios con diferentes valores de
pH. Los mejores resultados se obtuvieron con el empleo de acido nitrico al 3 % mezclado con
peroxido de hidrégeno al 10 % (v/v) y etanol al 30 %. Utilizando esta mezcla, la fase condensada

desaparece tras 5 minutos de ultrasonidos y se obtiene una suspensién. Tras centrifugar, se
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obtiene una separacién incompleta de fases y el contenido de cadmio y/o plomo en el
sobrenadante apenas alcanza el 70 % del total. Para evitar esta pérdida de sensibilidad se decidié
estudiar otras alternativas. En este sentido, puesto que la viscosidad del Triton X-114 decrece
mucho con la temperatura [72, 77] pensamos que seria posible calentar suavemente la
suspension de fase condensada con Ag@rGO vy, con ayuda de ultrasonidos, generar una
suspensidon poco viscosa de forma que se pudieran tomar microvolimenes de la misma vy
trasladarlos al atomizador. Se estudid el tiempo y la temperatura a la que hay que calentar la
fase condensada para conseguir una suspensidon que se pudiera muestrear con seguridad. Se
encontré que el calentamiento a 50 °C durante 5 minutos en ultrasonidos genera una
suspension que se puede muestrear con micropipeta para introducirla en el atomizador

electrotérmico.

I1.2.3.4. Programa de calentamiento en ETAAS

La introduccion de una fase micelar en el atomizador supone que el programa de
calentamiento ha de contemplar en las etapas de secado la existencia de agua y un tensioactivo
con punto de ebullicién elevado. En nuestro caso el programa de calentamiento propuesto
(Tabla 11.1.1) contempla la existencia de dos etapas de secado. La primera consiste en calentar a
110 °C durante 15 segundos para eliminar la mayor parte del agua presente en el microvolumen
inyectado. Seguidamente se aumenta la temperatura suavemente (durante 15 segundos) hasta
400 °C con el fin de vaporizar el tensioactivo Triton X-114, cuyos puntos de ebullicién e
inflamabilidad son 200 y 251 °C, respectivamente. Durante esta etapa se produce la emision de

humos blancos densos.

Antes de la etapa de atomizacién es preciso realizar una etapa de calcinacidon que
permita reducir al maximo la absorcion de fondo sin sufrir pérdidas de analito. La Figura 11.1.12
muestra los resultados obtenidos al optimizar la temperatura de las etapas de calcinacién y
atomizacion en la determinacidn de cadmio y plomo presentes en la fase condensada. A la vista
de los resultados se recomienda el empleo de 1000 y 1100 °C para cadmio y plomo,
respectivamente, como temperaturas de calcinacién. A temperaturas de calcinacién mas bajas

se aprecia una elevada absorcién de fondo que dificulta la determinacion.

En estas condiciones, como se observa en la Figura I1.1.13, las sefiales de cadmio y plomo
se encuentran practicamente exentas de absorcién de fondo. Seleccionando estas temperaturas
de calcinacién se han estudiado las temperaturas de atomizacién éptimas para la determinacion

de estos dos elementos en este medio. Como se puede apreciar en la Figura 11.2.12, la sefial se
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hace maxima a 1700 y 2200 °C para cadmio y plomo, respectivamente. La mejor sensibilidad se
consigue deteniendo el flujo interno de argdn durante esta etapa e incluyendo una breve etapa
de enfriamiento previa a la atomizacién. De esta manera se retrasa ligeramente la atomizacion

consiguiendo que se produzca en condiciones isotermas.

0,25

0,20 ~

0,15 A

0,10 A

Area de pico, s
[O]

0,05 ~

0,00 - . . .
0 500 1000 1500 2000 2500

Temperatura, °C

Figura 11.1.12: Efecto de la temperatura de calcinacién (curvas a y b para cadmio y plomo, respectivamente) y
atomizacion (curvas a’ y b’ para cadmio y plomo, respectivamente) en la sefial medida al inyectar las fases
condensadas, siguiendo el procedimiento propuesto, obtenidas desde disoluciones de 0.02 y 1 ug L'* de cadmio y
plomo, respectivamente.

Para estabilizar los analitos se ensayaron distintos modificadores quimicos. El objetivo
fue seleccionar uno que resultara igual de eficaz para cadmio y plomo. Los resultados obtenidos
mostraron que la inyeccion de 20 pL de una disolucién de 500 mg L de Pd () es suficiente para
conseguir estabilizar tanto al cadmio como al plomo. Como este modificador se encuentra en
fase acuosa, no se mezcla bien en la plataforma del atomizador con la fase condensada,
disminuyendo su eficacia. Para evitar este inconveniente puede recurrirse al empleo de un
modificador quimico soluble en disolventes organicos (cloruro de paladio (Il) bis(benzonitrilo))
o bien utilizar disoluciones acuosas de nitrato de paladio, pero separando la inyeccién del mismo
de la de la fase condensada por una etapa de secado. Hemos optado por esta segunda via. En
efecto, tras la inyeccién del modificador de nitrato de paladio se ejecuta el programa de
calentamiento durante las dos primeras etapas y se detiene y, una vez frio, se inyecta la fase

condensada. La eficacia del modificador en estas condiciones resultd excelente.
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Absorbancia

Tiempo, s

Figura 11.1.13: Perfiles atomicos obtenidos tras la inyeccién de la fase condensada resultante de aplicar el
procedimiento propuesto a disoluciones de 0.02 y 1 pug L't de cadmio (A) y plomo (B), respectivamente. Las
curvas a corresponden a la sefial de absorbancia corregida y las curva b a la sefial de absorcion de fondo.

Trabajando en estas condiciones se ha estudiado el volumen éptimo de fase condensada
a inyectar para conseguir la maxima sensibilidad sin que aparezcan problemas de absorcién de
fondo o residuos. Se encontré un comportamiento lineal entre la sefial de pico y el volumen de
fase condensada inyectado entre 5y 30 pL. Finalmente se ha seleccionado como mas adecuado

la inyeccién de 20 pl de fase condensada. La Tabla I.1.1 resume estos parametros.

En estas condiciones no se observé la presencia de residuos ni tras cien inyecciones de

muestra, maxima cantidad ensayada durante dos dias.

1.1.3.5. Calibracién

Trabajando en las condiciones recomendadas se ha encontrado un comportamiento
lineal entre la sefial en area de pico y la concentracién de las especies de cadmio y plomo en
disolucién en el intervalo de 0,006 — 0,1y 0,1 — 2 ug L%, respectivamente. Las pendientes de las
rectas de calibrado obtenidas para Cd (1) y Pb (Il) fueron 5,324 + 0,002 y 0,297 + 0,002 s pg L,
respectivamente. El limite de deteccidon se ha calculado a partir de tres veces el error estandar

de la regresidn, resultando un valor de 0,002 y 0,03 pug L de cadmio y plomo, respectivamente.
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La desviacidon estandar relativa de las medidas dentro del intervalo de calibracidén estuvo en el

intervalo entre 3,7 y 4,5 %.

La calibracién acuosa, sin proceso de microextraccién condujo a pendientes de calibrado
para Cd (II) y Pb (II) de 0,051 + 0,001 y 0,0028 + 0,001 s pg? L, respectivamente. El factor de
enriquecimiento se ha calculado a partir del cociente entre las pendientes en la medida tras
aplicar el proceso de microextraccidn y las que se obtienen de forma directa, resultando ser de
105, lo que se corresponde de forma aproximada a la relacidn de voliumenes de fase dadora a

aceptora.

La Tabla 11.1.2 muestra una comparativa de procedimientos de microextraccidon
publicados para la determinacidn de estas especies mediante microextraccion dispersiva en fase
solida. Como puede apreciarse, en la mayoria de los casos la técnica ETAAS es la seleccionada
por su excelente compatibilidad con el empleo de microvoliumenes, aunque frecuentemente se
recurre a la dilucion de la fase extractante para disminuir su viscosidad. Los resultados
experimentales demuestran que esta técnica de microextraccion combinada con ETAAS es una
metodologia simple al tiempo que amigable con el medio ambiente y puede ser una alternativa

a la determinacion de trazas de estos elementos con técnicas mucho mas sofisticadas.

11.1.3.6. Determinacion y especiacién de cadmio y plomo en muestras de agua

Se estudié la aplicabilidad del procedimiento propuesto a la determinacion de cadmio y
plomo en muestras de agua de distinta procedencia como se detalla en la parte experimental.
En estas aguas se realizd un estudio de recuperacidon de ambos elementos. Como se puede
apreciar en la Tabla I.1.3 los resultados indican una recuperacién cuantitativa. Al mismo tiempo
se utilizaron 6 materiales de referencia (SRM) correspondientes a aguas de distinta procedencia
tal y como aparece en la Tabla I.1.4. Como puede apreciarse, los contenidos de cadmio y plomo

coinciden con los contenidos certificados en el caso de materiales de referencia.

11.1.4. Conclusiones

El tratamiento de 6xido de grafeno en presencia de nitrato de plata con un reductor
como el citrato o el borohidruro sdédico conduce a la obtencidn de nanoparticulas de Ag@rGO.
La microextraccién en punto de nube en presencia de Ag@rGO permite la separacién
cuantitativa de pequefias cantidades de cadmio y plomo que quedan concentrados en el
coacervado formado. Para su introduccién directa en el atomizador electrotérmico no se

necesita diluir la fase condensada, pues un suave calentamiento disminuye considerablemente
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su viscosidad y permite su manipulacidon con la micropipeta. Debido al elevado factor de
preconcentracion, junto a la sensibilidad de la técnica utilizada (ETAAS), se consigue un alto
grado de sensibilidad. Podemos confirmar que la microextraccion en punto de nube permite la
concentracién de trazas de elementos metdlicos con fines analiticos. Se evita el uso de
disolventes organicos, sustituyendo éstos por tensioactivos para la obtencién de coacervados.
Los tensioactivos son facilmente asequibles, tienen un bajo costo y los coacervados formados,
desempenan un papel similar al de los extractantes orgdnicos convencionales, pero sin los

riesgos asociados al uso de disolventes potencialmente nocivos.
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Tabla 11.1.4: Determinacion de cadmio y plomo en materiales de referencia

Muestra Certificado?, pg L* Encontrado®, pg L*
Cd(ll) Pb(l1) Cd(ll) Pb(l1)

NIST 1640a 3,961 £ 0,072 12,00+ 0,04 3,84 £ 0,08 11,9+0,1
SPS-SW2 batch 125 2,50+0,02 25,0+0,1 2,45 £ 0,06 249+0,1
ERM-CAO11b 4,88 +0,19 24,51 £ 0,52 4,93 £0,09 25,2+0,1
TMRAIN-04 0,524 £ 0,060 0,346 £ 0,069 0,517 £ 0,009 0,350 £ 0,008
TM-23.4 2,91+£0,279 2,98 £0,270 3,04 £0,09 2,89+0,11
TM-25.4 23,5+1,8 27,0+ 2,35 23,0+0,1 26,4+0,2

2|ntervalo de confianza (95%)
® Valor medio + desviacién estandar (n=5)
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CAPITULO II. Determinacion de vanadio

11.2.1. Introduccion

El vanadio se encuentra presente a nivel de trazas en el medio ambiente, en los
alimentos y también en el cuerpo humano, donde podria servir como un regulador de proteinas
dependientes de fosfato. Se ha demostrado que los compuestos de vanadio son potencialmente
eficaces contra la diabetes tipo 2, los tumores malignos incluyendo el cancer, las enfermedades
tropicales endémicas (como la tripanosomiasis, la leishmaniasis y la amebiasis), las infecciones
bacterianas (tuberculosis y neumonia) e infecciones por el virus de inmunodeficiencia humana
(VIH) [1]. Ademas, los farmacos de vanadio pueden ser operativos en la cardio- y neuro-
proteccién [2]. Hasta el momento, los compuestos de vanadio aun no han sido aprobados como
farmacos para uso clinico. Aunque es un elemento traza esencial para los organismos vivos,
cantidades elevadas en el cuerpo humano pueden causar asma, rinitis, anemia, uremia e incluso

pueden aumentar la posibilidad de desarrollar cancer de pulmén [3].

Es poco probable que aparezcan casos de intoxicacidn con vanadio en ambientes
ordinarios. Las sales de vanadio solubles, normalmente de V(V), se encuentran presentes en
alimentos, agua natural (0,05-130 pg L) [4] y agua de mar (1,8 ug L?) [5], mientras que V(IV) se
encuentra fundamentalmente en los alimentos (cereales, en torno a 0,02 pg g* de vanadio
total). Para un adulto de 72 kg se ha establecido una ingesta maxima diaria de 1,8 mg de vanadio.
Los o6xidos insolubles de V,0s, V,04 y V.03 se incorporan a las particulas de polvo y son
transportados por el aire, especialmente en ambientes con cenizas volantes, emisiones
volcdnicas, empresas industriales de procesamiento de carbén y crudo de petréleo [6]. Se
estima, por diversas fuentes, que la toxicidad debida a vanadio de un suelo comienza cuando su
concentracion es superior a 130 mg kg* [7]. La inhalacién de vanadio en las ciudades suele ser
muy superior a la que se aprecia en zonas rurales. Se ha fijado en 0,05 mg m de vanadio el
limite superior de este elemento en el aire que respiran los trabajadores de zonas industriales

[8] y 50 ug Lt como el contenido méximo permitido en aguas potables [4].

Debido a la naturaleza dual del vanadio que tanto puede ser esencial como tdéxico, se
comprende que es muy importante el desarrollo de métodos sensibles y selectivos para su
determinacidn. El elemento disuelto en las aguas naturales existe fundamentalmente en dos
estados de oxidacién, como V(IV) y V(V). Su especiacién depende del pH, fuerza idnica y de las
condiciones redox del medio acuoso, siendo V(V) estable en ambientes oxidantes, mientras que
V(IV) lo es en ambientes reductores [5]. La toxicidad de las dos formas es diferente [9], pues
existen evidencias de que V(V) presenta una toxicidad mas elevada que V(IV) [3]. La diferente

toxicidad de ambas especies justifica que en la actualidad tenga mas interés la especiacion del
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elemento que la medida del vanadio total, como se comprueba a partir de las revisiones

publicadas [5, 9-14].

La cuantificacion de vanadio en distintos tipos de matrices se ha realizado
fundamentalmente con técnicas espectroscépicas atdmicas [10, 15]. En algunos tipos de
materiales, debido a su complejidad ha sido preciso acoplar estos detectores a sistemas de
separacion, principalmente mediante cromatografia de liquidos de intercambio idnico [1, 16-19]

lo que permite la especiacion de las formas de V(IV) y V(V).

En muchas de ocasiones la concentracidén de vanadio es muy baja y roza los limites de
deteccién de la técnica utilizada. En estos casos, se han acoplado técnicas de preconcentracién
que permiten tanto aislar el analito de la matriz como aumentar su concentracion antes de la
deteccion. Para ello se han propuesto distintas alternativas de microextraccion donde la fase
aceptora es un liquido. En este sentido se han propuesto el empleo de tensioactivos mediante
la metodologia de punto de nube [20], liquidos idnicos [4, 21-23] y disolventes organicos,

liquidos [24] y en gota solidificada [25, 26].

También se han aplicado diversas técnicas de microextraccién con fines de especiacion.
En este sentido se ha propuesto el empleo de las microextracciones dispersivas liquido-liquido
[27, 28], liquido-liquido-liquido [29], con liquidos idnicos [30] y en fibra hueca [31]. La
microextraccion de vanadio en fase sdlida, sin embargo, ha recibido menor atencién, a pesar de
que puede ser una técnica muy adecuada para gran cantidad de muestras y analitos debido a
sus caracteristicas de rapidez, simplicidad, flexibilidad y facilidad de automatizacién con varias
técnicas de deteccidon. Al mismo tiempo ofrece elevados factores de enriquecimiento vy
recuperacion [32]. En este sentido se ha propuesto la microextraccién de vanadio con el empleo

de fibra hueca de titanio [33] o pelicula de titanio mesoporoso [34].

El uso de nanomateriales en fase dispersa permite una retencién rapida del analito, pero
resulta preciso optimizar el proceso de separacion de la fase sélida tras la retencion. Dentro de
esta linea, se ha propuesto el empleo de nanoparticulas magnéticas de éxidos de hierro, silicio
y cerio [35]. En este caso la separacidn de la fase adsorbente se realiza por aplicacidon de un

campo magnético.

En este trabajo aprovechamos la gran afinidad de V(IV) y V(V), en determinadas
condiciones experimentales, para adsorberse sobre éxido de grafeno nanomérico. El dxido de
grafeno (GO) se obtiene a partir de la oxidacidon del grafito y presenta grupos funcionales
conteniendo oxigeno (epoxi, hidroxilo y carboxilo). En consecuencia, presenta zonas

hidrofdbicas caracterizadas por un sistema de electrones m deslocalizados y zonas hidrofilicas
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debido a los grupos conteniendo oxigeno que lo hacen mas adecuado para la retencion de
sustancias polares. La separacién entre capas es mayor y, por tanto, resulta mas facilmente
exfoliable [36] que el grafeno. Las laminas de GO pueden dispersarse facilmente en disoluciéon

acuosa debido a la presencia de estos grupos funcionales [37].

Sin embargo, las hojas de GO son muy dificiles de aislar completamente de la dispersion,
incluso centrifugando a elevada velocidad debido a su minusculo tamafio. Por tanto, este
procedimiento es bastante problematico, tedioso y con escasa recuperacion de GO. Para evitar
estos inconvenientes, se han propuesto diversos procedimientos de agregacion del GO disperso
con la adicién de electrolitos [37-40]. Alternativamente, se puede incorporar el GO a un nucleo

magnético posibilitdndose de esta forma la separacién magnética [41-44].

La mezcla de propiedades hidrofilicas e hidrofébicas del GO lo hacen un buen candidato
para su incorporacion a las micelas generadas cuando se aplica la metodologia de extraccién en
punto de nube (CPE) con el empleo de tensioactivos [45-47]. En lo que nosotros sabemos, el GO
no se ha utilizado con CPE para la determinacidon de vanadio hasta ahora. Abordamos en este
capitulo el empleo de Triton X-114 para el procedimiento de extraccidon en punto de nube,
empleando como detector el espectrometro de absorcion atémica de calentamiento
electrotérmico. Esta técnica resulta perfectamente compatible con el empleo de
microvolimenes. Para la especiacidn se ha recurrido a la separaciéon previa de las especies con
el empleo de cartuchos de intercambio idnico. El procedimiento propuesto se ha aplicado con

éxito a la determinacién de V(V) y V(IV) en distintos tipos de agua y cerveza.

11.2.2. Parte experimental

[1.2.2.1. Instrumentacion

Todas las medidas se han realizado con un espectrémetro de absorcidn atédmica Perkin-
Elmer modelo 800 (Walthman, MA), equipado con un atomizador de horno de grafito con
calentamiento transversal, un dispositivo corrector de fondo con efecto Zeeman y un
automuestreador (modelo AS-800). Los tubos equipados con plataforma de L'Vov fueron de
grafito pirolitico y se obtuvieron del mismo fabricante. Como gas inerte se ha empleado argdn,
con una velocidad de flujo de 250 mL min en todas las etapas, excepto en la de atomizacién en
la que el flujo se detuvo. Se ha utilizado una ldampara de catodo hueco de vanadio (Perkin Elmer)

operada a 30 mA. Los parametros instrumentales seleccionados se muestran en la Tabla 11.2.1.
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Para el tratamiento con ultrasonidos se utilizé un bafio de ultrasonidos ATU modelo ATM
40-0.7LC (Valencia, Espafia) de 50 W a 40 kHz. También se utilizé una centrifuga Hettich modelo
EBA 200 (Tuttlingen, Alemania) equipada con un soporte para tubos cénicos de 15 mL, capaz de

trabajar hasta 6000 rpm (3641 g).

La homogeneizacion del coacervado tras la separacién, se llevd a cabo con el accesorio

vortex Heidolph modelo Reax (Alemania).

Tabla 11.2.1 Pardmetros instrumentales para la determinacion de V en los coacervados y
programa de calentamiento

Pardmetros Valor
Corriente de lampara, mA 30
Longitud de onda, nm 318,4
Ancho de banda espectral, 0,7

nm

Tipo de atomizador Plataforma
Volumen de muestra 20
inyectada, plL

Temperatura de inyeccién, 50

°C

Modificador quimico ninguno
Volumen de muestra, mL 10

Programa de calentamiento de horno

Etapa Temperatura, °C Rampa, °Cs’? Mantenido, s
1: Secado 110 1 30

2: Secado 400 20 30

3: Calcinacién 1200 10 30

4: Atomizacion?® 2600 0 5

5: Limpieza 2650 1 3

2Etapa de lectura. Se detiene el flujo de gas.

II.2.2.2 Reactivos y muestras

Las disoluciones se prepararon con agua desionizada (resistividad 18 MQ cm) purificada
con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). El material de vidrio y de plastico
(polipropileno) se lavd con una disolucion al 1 % (v/v) de acido nitrico y se aclaré con agua

desionizada antes de su uso.

Las disoluciones estandar de 1000 mg mL* de V(V) y V(IV) fueron preparadas disolviendo
la cantidad necesaria de NH;VOs; (Sigma, St. Louis, MO, USA) y VOSQO,-5H,0 (Merck, Darmstadt,
Germany), respectivamente. Las disoluciones estandar de trabajo se prepararon mediante la
adecuada dilucién de las disoluciones iniciales preparadas anteriormente. El tensioactivo Triton

X-114 se obtuvo de Sigma-Aldrich y fue usado sin purificacidn adicional. El 6xido de grafeno fue
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obtenido de Timesnano (Chengdu Organic Chemicals Co. Ltd., Chinese Academy of Sciences). En
el laboratorio se prepard una suspensién acuosa de 2 mg mL! manteniendo en ultrasonidos

durante 30 minutos.

Se adquirieron dos muestras de agua embotellada de un supermercado y el agua de red
se recogié del suministro principal de la Universidad de Murcia. La muestra de mar se obtuvo
cerca de la costa, préxima a un puerto del sureste de Espafia. El agua residual corresponde a una
muestra tomada en una estacion depuradora de una localidad préxima a nuestra Universidad.
Estas muestras se filtraron y se mantuvieron en un recipiente de pldstico a 4°C de temperatura
hasta que se analizaron (menos de 48 horas). También se compraron cuatro muestras de cerveza

en un supermercado cercano.

Ademas, se utilizaron siete materiales de referencia certificados de agua, NIST 1640a
(agua natural), NASS-6 (agua de mar), SPS-SW2 Batch 125 (agua superficial), ERM-CA011b (agua
potable), TMRAIN-04 (agua de lluvia), TM-23.4 (agua fortificada con elementos traza) y TM-25.4
(agua fortificada a bajo nivel) cuyo certificado indica el contenido total de vanadio que fueron
obtenidas del National Institute of Standards and Technology, National Research Council
Canada, Spectrapure Standards, European Reference Materials y Environment Canada (TM

materials).

I1.2.2.3 Procedimiento para la determinacién de vanadio total

Sobre una alicuota de 10 mL de muestra en un tubo de centrifuga, se afiadieron 100 pL
de disolucién reguladora de acetato-acido acético 0,1 mol L (pH 6) y 300 uL de la suspension
de GO de 2 mg mL. La mezcla se agité durante unos segundos y, posteriormente, se dejo
reposar durante 15 minutos. A continuacion, se disolvieron 30 mg de KBr en el tubo conteniendo
la muestra y se calentaron a 40 °C en un bafio de agua durante 10 minutos. Seguidamente, se
incorporaron 150 pL de una disolucion de Triton X-114 15% (m/V). La disolucidon se enturbid
indicando la formacion de micelas. La mezcla fue centrifugada a 5000 rpm (2400 g) durante 10
minutos, el sobrenadante se desechd y el coacervado se homogeneizé mediante agitacion con
vértex durante unos segundos. Después de calentar a 50 °C el coacervado, se tomaron alicuotas
de 20 pL que se introdujeron en el atomizador electrotérmico. Se aplicé al programa de
calentamiento descrito en la Tabla I1.2.1 y se obtuvo la sefal correspondiente a vanadio total.

Las medidas se realizaron por duplicado.
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I.2.2.4 Procedimiento para la determinacién de vanadio (V)

Se ajustd la muestra a pH 4 con una disolucidn reguladora de acetato-acido acético 0,1
mol L. Se tomaron 15 mL de esta muestra y se pasaron por un cartucho de intercambio aniénico
DSC-SAX de Supelco, activado con reguladora acetato-acético del mismo pH. Para ello se utilizd
una bomba peristéltica a la velocidad de flujo de 2 mL min™. El V(V) quedé retenido en la
columna, mientras que el V(IV) eluyd. Tomamos 10 mL del eluido y procedimos como en el
procedimiento descrito en 11.2.2.3 para la determinacion del vanadio total. Por diferencia con el

anterior se puede conocer el contenido de V(V).

Alternativamente, es posible eluir el V(V) retenido haciendo pasar acido nitrico al 1%

(v/v) y aplicar entonces el procedimiento general ya descrito.

11.2.3 Resultados y discusion

11.2.3.1 Efecto del pH

En medio acuoso y a bajas concentraciones [48] el V(V) se encuentra, dependiendo del
pH, como oxianién (VO,>, HVO.%, HVO4) ademds de VO,* a pH inferior a 4, mientras que V(IV)
se encuentra como especies catidnicas (VO*, VO(OH)*) [49]. La Figura 11.2.1 muestra el diagrama
de predominancia de las formas de V(V) dependiendo de su concentracién molar y la Figura
11.2.2 muestra la zona de predominancia de las especies de V(V) a bajas concentraciones. Como

se puede apreciar, a pH superiores a 3,5 el V(V) se encuentra en forma anidnica.

La Figura 11.2.3 muestra la fraccidon de predominancia de las formas de V(IV) en un medio
0,0025 mol L. En este caso, a baja concentracién, las dos especies destacables son VO
(presente a pH < 7) y VO(OH)* (a valores de pH superiores). En ambos casos se trata de especies
positivas. La gran estabilidad de los complejos de V(IV) y sulfato posibilita la presencia de VOSO,
[49]. Sin embargo, V(IV) resulta facilmente oxidable incluso por el oxigeno disuelto en el agua a
valores de pH superiores a 5, como se puede apreciar en la Figura 11.2.4 [1]. En consecuencia, la

presencia de V(IV) solamente se puede detectar en ambientes ligeramente reductores.

En los primeros experimentos con GO se observd una fuerte retencion de vanadio en el
intervalo de pH comprendido entre 4 y 7, siendo completa entre 5 y 6. Como se puede deducir
de la observacion de la Figura 11.2.2, a estos valores de pH el vanadio se encuentra como forma

aniodnica.
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-log[V(V)], mol L

Figura 11.2.1: Diagrama de predominancia de las distintas formas de V(V) en funcién del pHy
dependiendo de la concentracién total de vanadio. Calculado segun los valores dados en [49].
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Figura 11.2.2: Diagrama de distribucion de las especies de V(V) a baja concentracidon en un medio de

fuerza idnica aproximadamente cero. Calculado segun los valores dados en [49].

97



CAPITULO II. Determinacion de vanadio

Por otra parte, la presencia de grupos carboxilo en el GO le confiere una carga superficial
negativa que aumenta con el pH como consecuencia de la desprotonacién de estos grupos
funcionales [50]. Se ha estimado el pH para el potencial de carga cero (pHp.c) del GO en un valor
de aproximadamente 3,9 [51]. Por tanto, a pH > pHy.c la carga superficial del GO es negativa, lo

gue posibilita la interaccidn electrostdtica con cationes metdlicos.

Fraccion de predominancia

Figura 11.2.3: Diagrama de distribucién de las especies de V(IV) en un medio conteniendo sulfato a la
concentracién de 0.0025 mol L. Calculado segun los valores dados en [49].

Ademas de la interaccion electrostatica, se ha descrito que los electrones T
deslocalizados del grafeno pueden actuar como base de Lewis y formar complejos dador-
aceptor con metales [52]. La adsorcion de iones metalicos a pH inferior a 4 se explica en base a
un proceso de intercambio idnico del metal con los protones de los grupos carboxilo ya que
incluso se han detectado descensos del pH de la disolucidn al producirse la adsorcién [52, 53].
El hecho de que la adsorcién de V(IV) sobre GO sea muy superior a su adsorcién sobre GO

reducido, indica claramente el enorme papel complejante de los &tomos de oxigeno [53].
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ESHE’ \

VO,(OH)*

pH

Figura 11.2.4: Efecto del pH en el potencial redox de las distintas formas de vanadio. Las lineas
discontinuas corresponden a los procesos de oxidacidén y reduccidn del agua. Calculado segun los
valores dados en [1].

Respecto de la retenciéon de especies anidnicas por GO no hemos encontrado
publicaciones, si bien hemos encontrado algunas referencias a los posibles mecanismos de
adsorcién de especies anidnicas en 6xidos metalicos. En este sentido, la retencién de aniones se
explica via la formacién de quelatos mono o bidentados con la especie anidnica [54]

sustituyendo a los grupos OH™:
=MeOH + A ==MeA? 1~ 4 OH "

=MeOH . =Me

FAT = AZ2= 4 o0H "~
= MeOH = Me

Este modelo se ha utilizado para explicar la adsorcion de vanadio en goetita (a-FeOOH)
[55], Al,03y TiO; [56]. Segun este modelo, V(IV) formaria ligandos bidentados, mientras que V(V)
lo haria monodentados. Es evidente la diferencia entre estos dos soportes y el GO, pero la
presencia conjunta de grupos OH" y el hecho experimental incontestable de la retencién de las
formas idnicas de vanadio, exigen una mayor dedicacidn por parte de los investigadores que

conduzca a la propuesta de un mecanismo de adsorcién probable.

La Figura 11.2.5 muestra los resultados al estudiar la retencién de 200 pg L de V(V) y

V(IV) (curvas a y b, respectivamente) a distintos valores de pH. Este estudio se ha realizado
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midiendo la sefial de vanadio en la disolucién antes de afadir el GO y después del proceso de
adsorcioén, previa centrifugacion a 5000 rpm (2400 g) durante 10 minutos. Tras la centrifugacion
no se consigue la completa deposicion del GO en el fondo de la disolucién, por lo que el
sobrenadante se microfiltré a través de membrana de 0,2 um. Como puede apreciarse, la
retencién de V(V) es completa a valores de pH comprendidos entre 5 y 6. En este intervalo de
pH el V(V) se encuentra en forma de H,VOy, a valores de pH superiores formaria especies con
mayor carga negativa y la retencidn disminuye rapidamente. El descenso que se observa en esta
zona de pH es mucho mds acusado que el que se manifiesta en la retencién de cationes metalicos
como Cu(ll), Zn(ll), Cd(I1) y Pb(ll) [57]. En el caso de V(IV) el comportamiento es muy similar,
aunque el V(IV) solamente es estable a pH inferior a 2-3 y es oxidado gradualmente al aumentar
el pH [19], por tanto suponemos que el comportamiento de V(IV) por encima de pH 4 puede ser
el que corresponde a V(V). En medios mas acidos parece que existe una mejor retencion de V(IV)
que de V(V), pero en ambos casos dicha retencién resulta incompleta. Por tanto, al pH de trabajo
seleccionado (5<pH<6) se retienen ambas especies, probablemente porque en realidad estamos
tratando solamente con V(V) debido a la oxidacién de V(IV). Finalmente hemos seleccionado pH
6 como el valor éptimo para realizar la retencion. Hemos comprobado experimentalmente que
para el ajuste del pH a 6 se puede utilizar la reguladora acetato /4cido acético 0,1 mol L™* (100

pL para 10 mL de fase acuosa).
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Figura 11.2.5: Efecto del pH en la retencién en GO de disoluciones de 200 pg L't de V(V) y V(IV), curvas
ay b, respectivamente.
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I1.2.3.2 Efecto de la cantidad de dxido de grafeno

El efecto de la concentracién de éxido de grafeno necesario para conseguir una
retencidén cuantitativa se ha llevado a cabo utilizando una suspension de 6xido de grafeno en
agua de 2 g L. La Figura 11.2.6 muestra los resultados obtenidos al medir la retencién de 200 pg
L? de V(V). Como puede apreciarse, a partir de 0,05 g L la retencién es maxima. Hemos
seleccionado como valor mas adecuado la adicion de 600 pg de GO, lo que equivale a una
concentracion de 0,06 g L™ (300 pL de la suspension de 2 g L). Esta concentracidn es alta para
la determinacion de vanadio a nivel de trazas, pero también es cierto que otras especies que
acompaien al vanadio en la muestra pueden consumir fase adsorbente. Tampoco debe
utilizarse una concentracién excesiva porque, como ha sido comprobado [58], la adsorcidn
disminuye a muy elevadas concentraciones ya que los sitios enlazantes y el area superficial
disminuyen. Llama la atencidn que la cantidad necesaria para retener vanadio con GO sea muy
superior a la que se ha encontrado en la retencién de cromo [59]. En aquel caso, con 100 ug de
GO se consigue la retencion cuantitativa de concentraciones similares de especies positivas de
Cr(lll) a pH 7. No obstante, otros autores [38, 57] utilizan cantidades muy superiores (1y 2 mg,
respectivamente) para la retencién de metales divalentes, aunque a concentraciones mayores

y con procedimientos de separacién distintos.
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Figura 11.2.6: Efecto de la concentracidn de GO en la retenciéon de 2 pug de V(V). Los segmentos
corresponden a la desviacidn estandar de tres determinaciones.
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En nuestro caso encontramos que la adsorcién de las especies de vanadio no es
instantdanea. La adsorcidon aumenta rapidamente al principio para después hacerlo suavemente
hasta alcanzar el estado de equilibrio. El estudio del tiempo de contacto entre las especies en
disolucién y el GO revela que, a partir de 15 minutos, la adsorcién de vanadio es completa a
temperatura ambiente. Este tiempo es similar [38, 41] o inferior [57, 58, 60] a los propuestos

para la adsorcidn de otras especies con GO.

[1.2.3.3 Separacion de la fase sélida tras la adsorcion

Como ya se ha dicho, la presencia en el GO de grupos funcionales conteniendo oxigeno
(epoxi, hidroxi y carboxilicos) en los planos basales y los extremos [38, 61] es la responsable de
la polaridad y caracter hidrofilico, lo que conduce a la formacién de suspensiones coloidales muy
bien dispersas en disolucion acuosa. En consecuencia, resulta dificil recuperar de forma
completa las minusculas hojas de GO de la disolucién por centrifugacién [62], ni siquiera por
filtracidn a través de filtros de membrana de 0,22 um [63] ya que la separacidn es incompleta y
consume mucho tiempo. Alternativamente se han propuesto otros sistemas de separacion
forzando la agregacién del GO o su coagulacién mediante la adicion de electrolitos que
neutralizan el exceso de carga superficial negativa [37, 38, 40], el empleo de compuestos
organicos que favorecen la coagulacién (polietilenimina) [39] y jugando con el pH [64]. Otra
opcién es afadir al GO un comportamiento magnético por formacién de nanocompuestos
mixtos de GO con magnetita [65], lo que posibilita la separacién por aplicacién de un campo

magnético, o mediante interaccidn con hidréxidos dobles de Mg y Al [66, 67].

La Figura 11.2.7 muestra los resultados obtenidos al estudiar la separaciéon de las
nanoparticulas de GO conteniendo vanadio en distintas condiciones experimentales. Para ello
se recurrio a medir la sefial de vanadio remanente en la fase acuosa tras afiadir GO a la disolucién
y someterlo a distintas condiciones de separacién. Las experiencias se han realizado tras la
centrifugacion del material adsorbente durante 10 minutos a 5000 rpm (2400 g) en ausencia y
presencia de NaCl [38], KBr [68] y KBr+Triton X-114. En todos los casos se midié ademas la sefial
de la fase acuosa microfiltrada a través de 0,22 um. Como puede apreciarse, en ausencia de
agentes que favorezcan la agregacion del GO, la retencién aparente de vanadio es baja,
principalmente debido a que el proceso de centrifugacion no permite colectar las particulas
pequefias. La microfiltracién de la fase acuosa remanente indica que la retencién es superior a
la encontrada por simple centrifugacion. La adicidon de electrolitos que neutralicen la carga

superficial negativa del GO favorece la agregacidn y el empleo de KBr condujo a mejores
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resultados que NaCl. No obstante, en ambos casos, la sefial indica una retencién incompleta que
aunque aumenta microfiltrando la disolucion, estd lejos de ser cuantitativa. Los mejores
resultados se obtuvieron combinando el empleo de KBr como agente que facilita la agregacion
de GO y la metodologia de extraccion en punto de nube con el uso de un tensioactivo no iénico

como el Triton X-114.
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Figura 11.2.7: Efecto del tipo de tratamiento de la fase adsorbente en la sefial remanente de vanadio
en fase acuosa. La barra sélida A corresponde a la sefial remanente en la fase acuosa tras centrifugar.
Las barras sélidas B a D corresponden al empleo de NaCl, KBr y KBr+Triton X-114, respectivamente.
Las barras grises corresponden a la sefial medida en la fase acuosa tras microfiltracion del liquido
remanente.

En el caso de utilizar KBr el proceso de agregacién es mucho mas rapido que con NaCl.
De hecho, si la suspension de GO se calienta a 40 °C, en apenas 5 minutos ya se observa la
presencia de agregados importantes. Hemos seleccionado un tiempo de calentamiento de 10
minutos y sin enfriar se anade el Triton X-114 que forma una nube instantdneamente. Tras
centrifugar, la medida de la sefial de vanadio en la fase acuosa conduce a un valor que no se

diferencia significativamente del ensayo en blanco, sin necesidad de microfiltracion.

Se ha estudiado la temperatura de trabajo y la cantidad 6ptima de Triton X-114 a utilizar.
En el primer caso, la temperatura ha de ser superior a la del punto de nube (23 °C). Encontramos
que calentando a 40 °C se consigue la formacién instantdnea de la nube de micelas. En cuanto a

la cantidad a afiadir, es claro que ha de ser superior a la concentracidn micelar critica (2 10 mol
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L) pero no tan elevada como para que el volumen de fase condensada sea muy alto y disminuya
la concentracién de vanadio por dilucidon innecesaria. La Figura 11.2.8 muestra los resultados
obtenidos. Como la concentracidn micelar critica de los tensioactivos no idnicos disminuye al
aumentar la temperatura [69], ha sido posible obtener fases condensadas de Triton X-114 desde
concentraciones 10 mol I"X. La sefial aumenta con la concentracién de tensioactivo, porque asi
lo hace la eficacia del proceso de separacion, hasta alcanzar un maximo a partir del cual
disminuye por dilucién del extracto. Hemos seleccionado el valor de 3 10* mol I que
corresponde a la adicién de 150 pL de Triton X-114 al 15 % (v/v) en 10 mL de fase acuosa. En
estas condiciones el volumen de fase condensada que se obtiene es de aproximadamente 95 plL,

mas que suficiente para realizar determinaciones por ETAAS.

100 -

80 -
X
:5 60 1
5}
c
[0}
ko]
o 40 -

20 A

O T T T T T T T

0 1 2 3 4 5 6 7 8

[Triton X-114], mmol L

Figura 11.2.8: Efecto de la concentracidn de Triton X-114 en la retencion de 2 pg de V(V).

[1.2.3.4 Tratamiento de la fase condensada

Tras la formacién de la fase condensada, que se separa de la disoluciéon acuosa por
centrifugacion, el GO queda atrapado dentro de la misma. El siguiente paso es determinar el
contenido de vanadio dentro de esta fase. Para ello, en una primera instancia se intentd
desorber el vanadio retenido en el GO. La fase condensada se traté con distintas disoluciones
que, ademas de solubilizar la fase micelar, pudieran extraer el analito a la fase acuosa. En todos
los casos se tratd la fase condensada con 100 L de disolucién extractante y, seguidamente, se

aplicaron ultrasonidos. Se ensayaron distintos medios con diferentes valores de pH. Los mejores
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resultados se obtuvieron con el empleo de acido nitrico al 3 % (v/v) mezclado con perdxido de
hidrégeno al 10 % (v/v) y etanol al 30 %. Utilizando esta mezcla, la fase condensada desaparece
tras 5 minutos de ultrasonidos y se obtiene una suspension en donde la cantidad de vanadio
retroextraido (medido en el liquido microfiltrado) apenas alcanzé el 55 % del total retenido.
Ademas, la presencia de acido nitrico y etanol disminuye la sefial de vanadio respecto de la que
presenta en fase acuosa. En efecto, encontramos que la sefial de vanadio decrece un 20 % en
presencia de HNOs al 1% (v/v). Este efecto también se observé a partir de concentraciones de
etanol superiores al 15 %. Sin embargo, la presencia de perdxido de hidrégeno no afecto la sefial

de vanadio.

Puesto que no fue posible la desorcion completa y tampoco la separacion de la fase
acuosa del GO en este microvolumen de suspension, se decidid estudiar otras alternativas. En
este sentido, ya que la viscosidad del Triton X-114 decrece mucho con la temperatura [70, 71]
pensamos que seria posible calentar suavemente la suspension de fase condensada con GO para
que, con ayuda de ultrasonidos, se pudieran tomar microvolimenes de la misma y trasladarlos
al atomizador. Se estudié el tiempo y la temperatura a la que hay que calentar la fase
condensada para conseguir una suspensién que se pudiera muestrear con seguridad. Se
encontré que el calentamiento a 50 °C durante 5 minutos en ultrasonidos genera una
suspensidn que se puede muestrear con micropipeta para introducirla en el atomizador
electrotérmico. Este procedimiento se mostré mds adecuado que aquellos que recurren a la
adicion de disolventes miscibles con el agua para redisolver la fase condensada, ya que en estos

casos se incrementa innecesariamente el volumen final de la fase conteniendo el analito.

11.2.3.5 Optimizacion del programa de calentamiento

La introduccién de una fase micelar en el atomizador significa que el programa de
calentamiento ha de contemplar en las etapas de secado la existencia de agua y un tensioactivo
con punto de ebullicién elevado. Por ello, el programa de calentamiento propuesto (Tabla 11.2.1)
incluye dos etapas de secado. La primera consiste en calentar a 110 °C durante 30 segundos
para eliminar la mayor parte del agua presente en el microvolumen inyectado. Seguidamente,
se aumenta la temperatura hasta 400 °C con el fin de vaporizar el tensioactivo Triton X-114.
Durante esta etapa se produce la emision de humos blancos densos. Antes de la etapa de
atomizacion es preciso realizar una etapa de calcinacién que permita reducir al maximo la
absorcién de fondo sin sufrir pérdidas de analito. La Figura 11.2.9 muestra los resultados

obtenidos al optimizar la temperatura de las etapas de calcinacidn y atomizacion. A la vista de
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los resultados se recomienda el empleo de 1200 °C para la calcinacion y 2600 °C para la
atomizacion. La mejor sensibilidad se consigue deteniendo el flujo interno de argén durante esta

etapa.

La Figura 11.2.10 muestra el perfil de absorbancia-tiempo durante la atomizacién de
vanadio, tanto en la fase condensada como en disolucién acuosa, utilizando el programa

propuesto en la Tabla I1.2.1.

0,12

0,10 - a

0,08 ~

0,06 ~

Peak area, s

0,04 ~

0,02 ~

0,00 T T T T
1000 1500 2000 2500

Temperatura, °C

Figura 11.2.9: Efecto de la temperatura de calcinacion y atomizacion (curvas a y b, respectivamente)
en la sefal medida en la fase condensada tras aplicar el procedimiento propuesto a una disolucion
conteniendo 1 ug L't de V(V).

Como puede apreciarse, la absorciéon de fondo resulta pequefia y no supone un
inconveniente para la cuantificacién. La masa caracteristica encontrada en estas condiciones
resultd ser 58 y 62 pg para vanadio en disolucidn acuosa o fase condensada, respectivamente.
Estos valores son ligeramente superiores a los encontrados previamente con empleo de
modificadores quimicos [72-74]. El empleo de diferentes modificadores quimicos (acido
ascérbico, niquel, paladio, paladio + magnesio) para estabilizar al analito, no condujo a mejores

resultados, por lo que no se recomienda utilizar en este caso modificador alguno.
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Figura 11.2.10: Perfiles de sefial atdmica (a) y absorcion de fondo (b) encontrados en la atomizacién de

la fase concentrada obtenida por aplicacion del procedimiento propuesto a 10 mL de V(V) de 0,3 pug L
1

11.2.3.6 Especiacion de V(IV) y V(V)

Varios autores [28, 30, 31] han recurrido al empleo de 4cido 1,2-
diaminociclohexanotetraacético (DCTA) como agente enmascarante selectivo de V(IV) para
realizar la especiacion. En nuestro caso, el empleo de DCTA con V(IV) ha conducido a una
retencion parcial de, aproximadamente, el 45 %. En el caso del V(V), el empleo de DCTA también

inhibe parcialmente la retencidon y, por tanto, su empleo fue descartado.

Como se ha comentado, la presencia de V(IV) a pH neutro no es probable mas que en
ambientes ligeramente reductores. No obstante, hemos abordado su especiacién mediante la
separacidn con cromatografia de intercambio idnico. Utilizamos distintos intercambiadores y los
mejores resultados se obtuvieron con los cartuchos de intercambio Supelco Discovery DSC-SAX,
un intercambiador aniénico fuerte que consiste en una amina cuaternaria enlazada
poliméricamente (Figura 11.2.11) que permanece cargada a todos los valores de pH, siendo el
cloruro su contraidn. El cartucho, de 6 mL de capacidad, se activa con 2 mL de metanol seguido

de 2 mL de agua.
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—Si— (CH2)3N*(CH3)3

Figura 11.2.11: Grupo funcional en el material adsorbente que constituye los
cartuchos DSC-SAX que actia como intercambiador anidnico.

Se ensayd la separacion a valores de pH comprendidos entre 2 y 6. A pH menor que 2
ninguna de las especies queda retenida. A pH 3 se retiene parcialmente V(V) y a pH 6 se retienen
ambas. A pH 4 el V (V) se encuentra cargado negativamente y se retiene al 100 % en la resina,
mientras que el V(IV), en forma catiénica no se retiene. Para evitar gradientes de pH en el
interior de la resina, se lava previamente a la introduccién de la muestra con 5 mL de una
disolucién reguladora de acetato-acido acético 10 mol L. La muestra se ajusta a pH 4 con el
menor volumen necesario de reguladora acetato-acido acético. Al pasar por la columna se
recoge el eluido que contiene V(IV), se ajusta a pH 6 dicho eluido y se aplica el procedimiento
propuesto. De esta manera se conoce el contenido en V(IV). El contenido en vanadio total se
obtiene a partir de la aplicacién directa del procedimiento sobre la muestra. Se ha estudiado el
caudal al que se puede pasar la muestra por el cartucho de intercambio iénico y se encontrd una

retencion cuantitativa hasta un caudal de 2 mL min™.

Para comprobar la validez del procedimiento de separacién se prepararon mezclas
sintéticas de V(V) y V(IV) en distintas proporciones que se sometieron al procedimiento
propuesto y a la separaciéon por intercambio idnico. La Tabla 11.2.2 muestra los resultados
obtenidos. Como puede apreciarse la determinacién de V(IV) resulta cuantitativa incluso a

relaciones V(V)/V(IV) de 10/1.

[1.2.3.7 Calibracion

Trabajando en las condiciones recomendadas se ha encontrado un comportamiento
lineal entre la sefial en area de pico y la concentracién de las especies de vanadio en disoluciéon
en el intervalo de 0,06 - 3,3 pug L. Las pendientes de las rectas de calibrado obtenidas para V(V)
y V(IV) fueron 0,154 + 0,002 y 0,152 + 0,002 s pg™'L, respectivamente. Como puede apreciarse,
no existen diferencias significativas entre las pendientes al 95 % de nivel de confianza, por lo
que resulta posible realizar la calibraciéon con una sola de las formas de vanadio. El limite de
deteccion se ha calculado a partir de tres veces el error estandar de la regresidn, resultando un
valor de 0,02 pg L. La desviacidn estandar relativa de las medidas dentro del intervalo de

calibracion se encontré entre 3,5y 4,7 %.
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La calibracidon acuosa, sin proceso de microextraccién, condujo a pendientes de
calibrado para las formas V(V) y V(IV) de 0,00147 + 0,00001 y 0,00146 + 0,00001 s ug™L,
respectivamente. El factor de enriquecimiento se ha calculado a partir del cociente entre las
pendientes promedio en la medida tras el proceso de microextraccién y las que se obtienen de
forma directa, resultando ser de 103, lo que se corresponde de forma aproximada a la relacién
de volumenes de fase dadora a aceptora. La Tabla 1.2.3 muestra una comparativa de
procedimientos de microextraccion publicados con especiacion de vanadio. Como puede
apreciarse, en la mayoria de los casos [29, 30] la técnica ETAAS es la seleccionada por su
excelente compatibilidad con el empleo de microvoliumenes, aunque frecuentemente se recurre
a la dilucion de la fase extractante para disminuir su viscosidad [28-30]. Los resultados
experimentales demuestran que esta técnica de microextraccién y especiaciéon de vanadio
combinada con ETAAS es una metodologia sencilla al tiempo que amigable con el medio
ambiente y puede ser una alternativa a la determinacién de trazas de este elemento con técnicas

mucho mas sofisticadas.

11.2.3.8 Determinacién y especiacién de vanadio en muestras de agua y cerveza

Se estudio la aplicabilidad del procedimiento propuesto a la determinacién de las formas
de vanadio en muestras de agua de distinta procedencia, como se detalla en la parte
experimental. En estas aguas se realizd un estudio de recuperacion de V(V) y V(IV). Como se
puede apreciar en la Tabla 11.2.4, los resultados revelan una recuperacidn cuantitativa. También
se utilizaron 7 materiales de referencia (SRM) correspondientes a aguas de distinta procedencia,
tal y como aparece en la Tabla I1.2.5. Los contenidos certificados para estos materiales son
exclusivamente contenidos de vanadio total, pero resultan adecuados con fines comparativos.
El procedimiento propuesto se ha aplicado asimismo a la determinacidn de vanadio en muestras
de cerveza en lata o botella, con o sin alcohol. En los casos donde se ha detectado la presencia
de V(IV) se recurri6 ademas a eluir, en medio acido, el V(V) retenido en la columna de
intercambio para su determinacién por el procedimiento propuesto. Los resultados obtenidos
en estas determinaciones aparecen también recogidos en la Tabla I1.2.5. Como puede
apreciarse, la suma de los contenidos encontrados de V(IV) y V(V) coincide muy bien con el
contenido total de vanadio y éste con los valores certificados en el caso de materiales de

referencia.
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1I.2.4. Conclusiones

La microextracciéon en punto de nube en presencia de dxido de grafeno permite la
separacion cuantitativa de pequefas cantidades de vanadio, que se concentra en el coacervado
formado. No se necesita diluir la fase surfactante conteniendo el analito para su incorporacién
directa en el atomizador, pues con un suave calentamiento se consigue disminuir su viscosidad
lo que permite tomar el volumen necesario con micropipeta. Debido al elevado factor de
preconcentracion, junto a la sensibilidad de la técnica utilizada para la medida (ETAAS), se
consigue una gran sensibilidad. Se confirma que la microextraccidn en punto de nube es una
forma util de concentrar trazas de elementos metdlicos con fines analiticos. De esta forma se
evita el uso de disolventes orgdnicos, sustituyendo éstos por tensioactivos para la obtencién de
coacervados. Estos reactivos son de bajo costo, facilmente asequibles, y desempeiian un papel
similar al de los extractantes organicos convencionales, pero sin los riesgos asociados al uso de

disolventes potencialmente nocivos.
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Tabla 11.2.5: Determinacién de V(V) y V(IV) en materiales de referencia y cerveza

Muestra Certificado?, pg L Encontrado®, pg L

V total V(V) V(IV) Viotal V(IV)+V(V)
NIST 1640a 14,93 £ 0,21 14,8 +0,2 <LOD 14,8 £ 0,2 -
NASS-6 1,42 £ 0,16 1,35+0,12 <LOD 1,35+0,12 -
SPS-SW2 batch 125 50,0%0,3 50,8+0,3 <LOD 50,8+0,3 -
ERM-CAO011b 4,75+0,34 4,44 +0,23 <LOD 4,44 10,23 -
TMRAIN-04 0,683 + 0,008 0,69+0,11 <LOD 0,69+0,11 -
TM-23.4 1,92+0,21 1,93+0,21 <LOD 1,93+0,21 -
TM-25.4 27,4+2,5 26,9+0,3 <LOD 26,9+0,3 -
Cerveza de lata 1 - 1,70+0,22 7,76+0,31 9,11+0,33 9,46+0,38

Cerveza de lata 2

Cerveza en botella

1,63+0,18 3,64+0,25 5,26+0,28 5,27+0,31

6,26 £0,32 <LOD 6,26 £0,25 6,26 +0,32

Cerveza de lata - 7,86+0,30 0,58+0,08 8,65+0,31 8,44+0,31
sin alcohol

2|ntervalo de confianza (95%)
b Valor medio * desviacién estandar (n=>5)
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CAPITULO IlI. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

I11.1. Introduccion

La celulosa es un biopolimero natural renovable ubicuo en el planeta Tierra. Esta
considerado como uno de los compuestos orgdnicos mds importantes producidos en la biosfera
[1]. Es sintetizado por un gran niumero de organismos vivos que van desde las plantas inferiores
a las superiores, animales marinos, bacterias y hongos [2]. La celulosa es un polimero de
carbohidrato lineal con cadenas largas formadas por la repeticion de D-anhidro-glucopiranosa
unidas por enlace B-(1->4) como se puede apreciar en la Figura l11.1B [1]. Como la celulosa estd
compuesta de mondmeros de azucar es un polisacarido. Las unidades se enlazan combinando
el H de un grupo y el OH del otro con la eliminacién de agua. La unidn de estos dos mondémeros

produce un disacdrido llamado celobiosa (Figura IIl.1A).

A
OH OH
o OH
HO HO
HO o
OH o
OH
B Unidad base de celobiosa

\ Grupo final reductor

/~  oH
oH
o o oH
o o HO o
4 HO o
OH o
oH

OH

Unidad de anhidroglucosa
(n=grado de polimerizacion)

Figura lll.1: Estructura de la celobiosa (A) y su combinacién para generar celulosa (B).

Grupo final no reductor

Las unidades de glucosa son anillos de seis eslabones que se denominan piranosas. Se
unen a través de un dtomo de oxigeno (unidn acetal) entre un carbono 1 de una piranosa y el
carbono 4 de otra. Como se pierde una molécula de agua, debido a la reaccién de un alcohol y
un hemiacetal para formar acetal, a las unidades de glucosa en el polimero de la celulosa, se les
denomina unidades de anhidroglucosa [3]. El tamafio de las moléculas de celulosa se representa
normalmente a partir del grado de polimerizacién. Este hace referencia al nimero de unidades
de anhidroglucosa por cadena de celulosa. Asi, en el caso del algoddn la celulosa presenta un
grado de polimerizacion en torno a 15000, mientras que en su forma microcristalina apenas se
acerca a 100. La presencia de grupos hidroxilo permite la formacion de puentes de hidrégeno
gue juegan un papel importante en las propiedades fisicoquimicas de la celulosa. Las cadenas

de celulosa (20-300) se agrupan para generar micro-fibrillas, que a su vez se agrupan para formar

125



CAPITULO Ill. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

fibras de celulosa. Cada cadena polimérica es asimétrica y posee dos unidades finales diferentes:
una reductora y otra no reductora. El extremo reductor tiene funcionalidad carbonilo, mientras
que el extremo no reductor presenta un grupo hidroxilo. Los enlaces de hidrégeno dentro de
una cadena de celulosa dificultan la rotacidn libre de los anillos a lo largo de sus enlaces
glicosidicos enlazados, dando como resultado el endurecimiento de la cadena (Figura l11.2). Son
precisamente estos enlaces de hidrégeno, junto con las interacciones de van der Waals, los
responsables de la existencia de regiones ordenadas (cristalinas) y desordenadas (amorfas) en

la estructura de la celulosa (Figura I11.3).

Figura lll.2: Enlaces por puente de hidrégeno entre cadenas de celulosa que permite la formacion de
fibras.

El porcentaje y tamafio de las areas cristalinas depende del origen de la celulosa. El
tratamiento con acido induce la hidrélisis selectiva de las zonas amorfas de la celulosa liberando
estructuras micro y nano cristalinas. La microcelulosa cristalina (MCC) obtenida por este
tratamiento puede secarse y se presenta como un polvo fino y puro que tiene innumerables
aplicaciones en farmacia, cosmética, alimentacién, industria de los polimeros y biotecnologia.
Los productos comerciales mas habituales son Avicel®, Heweten®, Microcel®, Nilyn® y Novagel®.
Comercialmente se obtiene a partir del tratamiento de biomasas con hidroxido sddico para

eliminar otros constituyentes seguido de hidrdlisis acida. El grado de polimerizacion de la
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celulosa decrece con el tiempo de hidrdlisis hasta alcanzar un valor casi constante entre 25 y
300. Cuando se utiliza acido sulfurico para la hidrdlisis se introducen fracciones de semiéster de
sulfato (0,5-2 %) en los microcristales. La carga negativa que aportan estos grupos en disolucion
acuosa es la responsable de la estabilidad de las suspensiones de microcelulosa. Este efecto no
se observa cuando la hidrdlisis acida se realiza con acido clorhidrico. También se puede procesar
la MCC como un polimero soluble en agua para originar suspensiones. En la forma coloidal, la
MCC se utiliza como un estabilizador de suspensiones, humectante, regulador de viscosidad y

emulsionante en diferentes pastas y cremas [1].

Region amorfa

Region ordenada

 Fibra de celulosa

=
o
]

o
)
w

N
0,
Q.
o

J

Celulosa
microcristalina

—

—

Figura I11.3: Detalle de la estructura cristalina y amorfa de la celulosa y el proceso de hidrdlisis.

Desde el punto de vista de su aplicacion en Quimica Analitica como material adsorbente
podemos decir que su reactividad se debe fundamentalmente a la presencia de tres grupos
hidroxilo por unidad de anhidroglucosa. Contiene un grupo metilo en el C6 y dos grupos
hidroxilos en C3 y C4. Debido a la ausencia de cadenas laterales o ramificaciones, las cadenas de
celulosa pueden, como ya hemos comentado, existir en una estructura ordenada, semicristalina
y conteniendo fases cristalinas y amorfas. La presencia de los grupos hidroxilo con caracteristicas
hidrdéfilas no la hace soluble en agua y en disolventes comunes debido a fuertes enlaces de
hidrégeno y fuerzas de van der Waals entre las cadenas de celulosa. Esta celulosa no modificada
tiene una baja capacidad de adsorcidn, asi como la posibilidad de degradacion. La modificacion
de la celulosa se ha usado para mejorar y/o conseguir ciertas propiedades como hidrofilia,
hidrofobicidad, resistencia al ataque microbiano, adsorcidn o capacidad de intercambio de

iones, etc. [4]. Todas las modificaciones se basan en la derivatizacidon de estos grupos hidroxilo
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[5]. El grupo activo en la posicion C6 en el mondmero de celulosa tiene la capacidad de

reaccionar con grupos adecuados de ligandos orgdnicos.

Los métodos de modificacidn se pueden dividir en dos categorias principales [4]. En una
primera englobamos todos aquellos que insertan un mondmero en la celulosa posibilitando la
incorporacién de grupos funcionales que sustituyen a los grupos hidroxilo [6, 7]. La Figura IIl.4
muestra algunos grupos funcionales que se han insertado en celulosa incrementando sus

propiedades de adsorcidon para la eliminacién de contaminantes en aguas.

En la segunda categoria se aborda la modificacidn quimica directa, mediante la cual los
grupos funcionales se unen a los grupos hidroxilo de la estructura empleando acidos o bases
minerales u orgdnicas, agentes oxidantes, compuestos organicos, etc. [8]. En este sentido se han
acoplado reacciones de esterificacion, halogenacidn, oxidacion, eterificacion, carboxilacién y

silinacion. La Tabla 1ll.1 muestra algunos métodos de modificacion de celulosa propuestos [9].

carboxil amina nitrilo
o)
R
R—NH, N
—{ —
OH
OH
. o OH .
o HO ol
o
HO
OH 0
OH

NH,

amidoxima GMA-imidazol

Figura lll.4: Algunos de los grupos funcionales que se han insertado dentro de la cadena de celulosa
para conseguir mayor selectividad.
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Tabla 111.1: Modificacidn de la celulosa con distintos reactivos quimicos.

Modificacién  Reactivo modificante Estructura Adsorcion
Esterificacion  Acido citrico 0 OH Cu (Il), Pb
H o) 0
Cel | (”)
\C
w o OH
OH
Polietilenimina HO Hg (1)
H, H H
CH—C +—N—C —CH
t ),
H O——CHj
H\|
/C—CH2
Cel
Halogenacién Acido o OH Cu (I), Pb
mercaptobutanodioico H H 2 (n,
\ i)
ca”” s OH
Cisteina H 9 Cu (Il), Pb
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Todos estos procesos de modificaciéon de la celulosa se realizan con el fin de conseguir
un adsorbente eficaz para distintos analitos [9-11]. Si bien es cierto que la capacidad de la
celulosa para retener iones metalicos es conocida desde hace tiempo [12, 13], la incorporacion
de grupos funcionales aumenta su especificidad. Asi por ejemplo, utilizando nitrato de cerio y
amonio como iniciador, se ha insertado glicidil metacrilato y, posteriormente, se ha derivatizado
con oligosacdridos ciclicos y grupos amonio cuaternarios para generar un soporte que adsorbe
Cr (V1) de disoluciones acuosas [14]. Alternativamente, la derivatizacion con etilendiamina [15]
y cisteina [16] también permite la retencidn de Cr (VI) a pH ligeramente acido. La insercion de
dibenzo-18-corona 6 en la celulosa permite obtener un material compuesto muy adsorbente

para metales [17].

Dejando aparte el empleo de la celulosa como film o filtro para la adsorcidn de especies,
la formacion de materiales compuestos combinando celulosa con particulas magnéticas e
hidrotalcita (MgeAl,(OH)16C03-xH,0) permite aumentar mucho la capacidad de adsorcion [18],

al tiempo que disminuye la tendencia a la agregacién de las nanoparticulas magnéticas [19]. En
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este sentido también se ha utilizado para la formacidn de materiales compuestos con éxido de

grafeno [20, 21], 6xido de titanio [22] y dxido de circonio [22].

Aprovechando la solubilidad en liquidos idnicos [23], ha sido propuesta para la adsorcién

en una gota simple [24] de una amina heterociclica y compuestos fendlicos [25].

Sin embargo, son muy pocos los casos en los que la celulosa sin funcionalizar se ha
utilizado como adsorbente en técnicas de microextraccidn para la preconcentracién de analitos
con fines de determinacidon cuantitativa. Los procedimientos propuestos recurren a alguna
modificacion de la celulosa. En este sentido, y puesto que la celulosa se ha mostrado como un
adsorbente eficaz de diversas nanoparticulas metdlicas [26] se ha propuesto su empleo a
tamafio nanométrico hidrolizada con acido sulfurico, lo que permite su funcionalizacidon con
grupos sulfonato, para la determinacién de nanoparticulas de plata en alimentos [27]. También
se ha propuesto la celulosa recubierta de hidréxido de lantano para la extraccion en fase sélida
y especiacién de selenio en aguas [28], se ha determinado cadmio en suelos [29] previa
funcionalizacion con 5,7-dibromoquinolina-8-ol y plomo en aguas funcionalizando con acido

aminocarboxilico [30] o acido tioglicdlico [31].

En la revision bibliografica realizada no se ha encontrado ninguna referencia al empleo
de la celulosa microcristalina o nanomérica como soporte directo para el desarrollo de técnicas
de microextraccidn dispersiva en fase sélida con fines analiticos cuantitativos. Por nuestra parte,
abordamos aqui la determinacién de Cr (VI), un serio contaminante en aguas, utilizando celulosa
sin funcionalizar, pues entendimos en su momento que presentaba caracteristicas muy
favorables. La retencidn de esta especie en el soporte sélido finamente dividido permite su
aislamiento de la disolucién original al tiempo que conseguimos preconcentrarlo por posterior
redisolucion en un microvolumen adecuado. La determinacidon se realiza por aplicacion de la
espectrometria de absorcidon atdmica de calentamiento electrotérmico. Esta técnica auna la
sensibilidad y selectividad necesarias para los bajos niveles de analito a determinar, al tiempo

que resulta compatible con pequefios volimenes de muestra.

I11.2. Parte experimental

[11.2.1. Instrumentacion

Todas las medidas se han llevado a cabo con un espectrometro de absorcién atémica
Perkin Elmer modelo 800 (Walthman, MA), equipado con un atomizador de horno de grafito con

calentamiento transversal, un dispositivo corrector de absorcidn de fondo con efecto Zeemany
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un automuestreador (modelo AS-800). Los tubos equipados con plataforma fueron de grafito
pirolitico con plataforma de L'Vov y se obtuvieron del mismo fabricante. Como gas inerte se ha
empleado argdn, con una velocidad de flujo de 250 mL min en todas las etapas, excepto en la
de atomizacién en la que el flujo se detuvo. Se ha utilizado una lampara de catodo hueco (Perkin
Elmer) operando a 30 mA. Los parametros instrumentales seleccionados se muestran en la Tabla

1.2.

Para el tratamiento con ultrasonidos se utilizé un bafio de ultrasonidos ATU modelo ATM
40-0.7LC (Valencia, Espafia) de 50 W a 40 kHz. También se utilizé una centrifuga Hettich modelo
EBA 200 (Tuttlingen, Alemania) equipada con un soporte para tubos cdnicos de 15 mL, capaz de
trabajar hasta 6000 rpm (3641 g). La homogeneizacion del coacervado tras la separacién, se

llevod a cabo con el accesorio vortex Heidolph modelo Reax (Alemania).

Tabla Ill.2: Pardmetros instrumentales y programa de calentamiento.

Pardmetros Valor

Corriente de ldmpara, mA 30

Longitud de onda, nm 318.4

Ancho de banda espectral, nm 0.7

Tipo de atomizador Plataforma

Volumen de muestra inyectada, L 20

Modificador quimico inyectado, pL 10

Modificador quimico Pd(NOs),, 500 mg L't de Pd(lI)
Volumen de muestra, mL 10

Programa de calentamiento de horno

Etapa Temperatura, °C  Rampa, s Mantenido, s
1: Secado 110 1 30

2: Secado 400 20 30

3: Calcinacién 1200 10 30

4: Atomizacion 2600 0 4

5: Limpieza 2650 1 3

2 Etapa de lectura. Flujo de gas detenido.

[11.2.2. Reactivos y muestras

Las muestras se prepararon con agua desionizada (resistividad 18 MQ cm) purificada
con un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, USA). El material de vidrio y de plastico
(polipropileno) se lavé con una disolucion al 1 % (v/v) de acido nitrico y se aclaré con agua

desionizada antes de su uso.

Las disoluciones estandar de cromo (l11) y (VI) (1000 mg mL?) fueron preparadas a partir

de Cr(NOs)3-9H,0 y K>Cr,07 (Fluka, Buchs SG, Switzerland), respectivamente, en agua, y diluidas
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diariamente para obtener las disoluciones de trabajo adecuadas. Acido nitrico concentrado (65
%), perdxido de hidrogeno al 30 % (m/m), nitrato de paladio de 10 g L y Triton X-100 se
obtuvieron de Sigma-Aldrich. La celulosa microcristalina (polvo de 20 um) se obtuvo de Sigma-
Aldrich. Se prepard una suspensién acuosa de 100 mg mL™ en nuestro laboratorio con la ayuda
de ultrasonidos durante 30 minutos. El resto de los productos quimicos utilizados se obtuvieron

de Merck (Darmstadt, Alemania).

Se compraron dos muestras de agua embotellada en un supermercado proximo y se
recolecté agua de grifo del suministro principal de la Universidad de Murcia. La muestra de agua
de rio se obtuvo del rio Segura, Murcia (Espafia). El agua de manantial corresponde a una
muestra tomada en el manantial “La Murta”, Cieza, Murcia (Espana). Todas las muestras se
filtraron y se mantuvieron en un recipiente de plastico a 4 °C hasta que se analizaron (menos de

48 horas).

Ademas, se utilizaron cinco materiales de referencia certificados de agua, NIST 1640a
(elementos traza en agua natural), NASS-6 (agua de mar conteniendo trazas de elementos),
TMRAIN-04 (agua simulada de lluvia), TM-23.4 (muestra fortificada con trazas de elementos) y
TM-25.4 (agua fortificada a bajo nivel) cuyo certificado indica el contenido total de cromo y
fueron obtenidas del National Institute of Standards and Technology, National Research Council
Canada, Spectrapure Standards, European Reference Materials y Environment Canada (TM

materials).

[11.2.3. Procedimiento para la determinacién de cromo ()

Sobre una alicuota de 10 mL de muestra (llevada a pH neutro) en un tubo de centrifuga,
se afiaden 50 pL de una suspension de MCC de 100 mg mL? y se deja reposar durante 10
minutos. A continuacién, se afladen 100 pL de NaCl 0,1 mol L%, 10 uL de azul Victoria 102 mol L°
1y 100 pL de Triton X-100 al 10 % (m/m). El tubo se calienta a 80 °C en bafio de agua durante 10
minutos y seguidamente se centrifuga a 5000 rpm durante 10 minutos. Se elimina el
sobrenadante y se adicionan 100 pL de la mezcla perdxido de hidrégeno: etanol 1:1 (v/v). Se
somete a un bafo de ultrasonidos durante 5 minutos y se centrifuga 5 minutos a 5000 rpm. Se
toma una alicuota del sobrenadante que se lleva al equipo de ETAAS para la cuantificacién

aplicando el programa de calentamiento propuesto en la Tabla Ill.2.
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I1.2.4. Procedimiento para la determinacion de cromo total

Para reducir Cr(VI) a Cr(lll) se toman 20 mL de muestra a la que se afiaden 10 uL de Fe(ll)
0,01 mol L™ty 190 pL de H,S04 0,5 mol L. Tras 10 minutos de contacto se neutraliza la disolucién
con NaOH al 2 % (m/v) y se lleva finalmente a 25 mL. Se toman 10 mL de esta disolucién a la que
se le aplica el procedimiento comentado previamente para la determinacion de Cr(lll). De esta
forma se obtiene el contenido total de cromo. Por diferencia con el anterior se puede conocer

el contenido de Cr (VI).

I11.3. Resultados y discusién

La Figura lll.5 muestra el estudio de tamafio de particula realizado a suspensiones de la
celulosa microcristalina (MCC) utilizada en este trabajo. Se observa que la mayoria de las
particulas son de tamafio inferior a 100 nm aunque existe una pequefia fraccién con tamafio
superior, proximo a 500 nm que provoca una importante dispersidén de la luz que se manifiesta
claramente en el grafico de intensidad. En un intento de conseguir tamafios menores se

investigd la posibilidad de obtener nanoparticulas de celulosa a partir de la MCC.

Por una parte se compré nanocelulosa comercializada por Blue Goose Biorefineries Inc
(BGB) obtenida a partir de biomasas vegetal (bluegoosebiorefineries.com) y por otra se
prepararon particulas de nanocelulosa mediante algunos de los procedimientos recogidos en la

bibliografia [32] .

Hemos utilizado celulosa microcristalina [33, 34] comercial para tratar de obtener
nanocelulosa. De entre los distintos procedimientos que se pueden aplicar, los mas habituales
son la hidrélisis acida [35-39] y la hidrdlisis alcalina [40]. Por nuestra parte intentamos la
obtencidn de nanoparticulas de celulosa a partir de MCC comercial por tratamiento de hidrdlisis
acida con [41] y sin homogeneizador de alta presidn [42] y por hidrolisis alcalina [40]. En los tres
casos el producto obtenido no mejoré la retencién de Cr(lll) observada con MCC. En efecto, si
bien el estudio de tamafio de particula revelé una notable reduccidn de tamafio, la importante
retencion de Cr(lll) que se habia observado utilizando MCC no se apreciaba en la misma

extension.

Los potenciales zeta aparentes obtenidos para las tres muestras de nanocelulosa
sintetizadas fueron -46 + 0,5 mV para la hidrélisis acida con H,SO4 con homogeneizador de alta
presion, -38 + 0,2 mV para la hidrélisis acida con H,SO, sin homogeneizador de alta presion

y -28,3 £ 0,2 mV para la hidrélisis alcalina. Estos potenciales se midieron en suspensiones al 0,1%
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Figura III.5: Distribucion de tamafio de particula de la MCC utilizada.

en agua a pH neutro. Posiblemente debido a la funcionalizacion de la superficie de la celulosa
con, por ejemplo, grupos sulfonato [27] la carga superficial negativa aumenta. En ausencia de
reactivos, el potencial zeta es préximo a cero a pH inferior a 2, adquiriendo valores negativos
cuando el pH aumenta. El potencial zeta recogido en la bibliografia [43] para la nanocelulosa
obtenida por hidrdlisis acida con acido sulfurico es de -38.2 mV, mientras que la que contiene

grupos carboxilicos es de -46.5 mV.

En el caso de la nanocelulosa comercial obtenida de la firma BGB, el procedimiento de
sintesis no es dominio publico y lo Unico declarado es que estd basado en la “quimica verde con
empleo de procesos de biorefineria y biocataliticos (R3™)” pero el potencial zeta méas negativo
significa una superior carga negativa superficial, lo que dificulta la retencion de especies
negativas por la via electrostaticay, a la par las suspensiones de las nanoparticulas se hacen mas

estables evitdndose la agregacion.

Cuando medimos el potencial zeta en suspensiones similares preparadas en nuestro

laboratorio a partir de MCC comercial, se obtuvo un valor de -28.5 mV. Esto significa que los
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iones cargados positivamente, probablemente se retienen en este material debido a esta

notable carga negativa.

Como no conseguimos ventajas significativas con el empleo de las nanocelulosas
ensayadas se decidid continuar con la MCC como adsorbente adecuado para la retencién de

cr(ll).

111.3.1. Efecto del pH

Dependiendo de su origen la MCC puede tener en su superficie grupos carboxilicos,
sulfénicos, catecdlicos, fendlicos o hidroxilicos. En ausencia de aditivos catidnicos el potencial
zeta (o movilidad electroforética) es aproximadamente cero a pH menor que 2 y se hace mas
negativo al ir aumentando el pH . Generalmente, cuando el potencial zeta disminuye de -15 mV
comienza el proceso de agregacion, mientras que a potenciales zeta superiores a -30 mV (mas
negativos) aumenta la repulsion entre las particulas y la estabilidad coloidal [2]. Como ya hemos
comentado la MCC utilizada en nuestro trabajo presentaban un potencial zeta de -28.5 mV que

coincide bastante con el propio de celulosa conteniendo Unicamente grupos hidroxilo.

En la Figura 1.6 se muestra el diagrama de predominancia de las formas quimicas de
Cr(Ill) y Cr(VI) mas habituales a los distintos valores de pH. Como puede apreciarse, por debajo
de pH= 10 todas las formas de Cr(lll) son catidnicas y susceptibles, por tanto, de atraccion
electrostatica por la superficie de la MCC. Sin embargo, Cr(VI) se presenta en forma anidnica a

cualquier pH y es de esperar la no existencia de atraccidn electrostatica.

Se estudid la retencién de Cr (1) y Cr (VI) en MCC a distintos valores de pH entre 3y 10.
Para ello se calculd el porcentaje de retencion a partir de la medida de la sefial de cromo en la
fase acuosa antes y después de agitar con la MCC. Como parte de la MCC no sedimenta por
centrifugacidn a 5000 rpm debido a su pequeio tamafio, el sobrenadante se microfiltré por 0,2
pum antes de la medida. La Figura l1l.7 muestra los resultados obtenidos. Como puede apreciarse,
el Cr(VI) no se retiene en la MCC en todo el intervalo de pH estudiado, mientras que el Cr(lll)
presenta un maximo de retencidn entre 6,5 y 8,5. Antes y después de estos valores de pH la
retencién cae bruscamente. El pH adecuado de trabajo se ha seleccionado en 7 y se puede
ajustar con el empleo de HCI y NaOH diluidos o con una disolucién reguladora
hidrogenocarbonato-carbonato diluida, por ejemplo, anadiendo 1 mL de reguladora 0,01 mol
Ll. Concentraciones superiores de reguladora no son aconsejables porque se produce una
sustitucidon parcial de los grupos hidroxilo que rodean al Cr(lll) por hidrogenocarbonato

dificultando su adsorcidn.
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Figura Il1.6: Diagramas de predominancia de las formas quimicas de Cr (lll) y Cr (VI) en disolucién
acuosa. Adaptado de [44, 45].

[11.3.2. Efecto de la concentracidon de celulosa microcristalina

La Figura 111.8 muestra los resultados obtenidos al estudiar la cantidad de MCC que es
necesaria para la completa retencidn de Cr (lll). Este efecto se ha estudiado a concentraciones
de 50 y 10 pg Lt de Cr (lll). Estos valores de concentracién de Cr (Ill) son muy superiores a los
que se determinaron por el procedimiento final propuesto, pero era necesario contemplar la
posibilidad de que existan otras especies en la muestra que pudieran competir con Cr(lll) en la
adsorcién sobre MCC. Como puede apreciarse en la Figura IIl.8, una cantidad de 2 mg es
suficiente para conseguir la completa retencion del analito. Sin embargo, se ha seleccionado
como valor mas adecuado la cantidad de 5 mg de MCC afiadidos a 10 mL de muestra. En un
intento de facilitar el empleo de la MCC se prepararon suspensiones de celulosa a distinta
concentracién de forma que el material adsorbente pueda ser afiadido como un microvolumen
de suspensién en vez de mediante pesada directa del sélido. En este caso resulta llamativo que

fue necesario el empleo
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Figura I11.7: Efecto del pH en la retencidn de 10 pg L™ de las formas quimicas de Cr(Ill) y Cr(VI) (curvas
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Figura III.8: Efecto de la cantidad de MCC afiadida en la retencién de 50 y 10 pg L™ (curvas a y b,

respectivamente) de Cr (lll). La curva c corresponde a cantidades de MCC equivalentes cuando se parte
de una suspensién de MCC de 100 mg mL™.

de mayor cantidad de MCC que cuando el producto se afade sélido. Encontramos que la adicion

de 50 pL de suspensién de MCC de 100 mg mL™? resultan adecuados para la retencién de Cr (Il1).
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Se estudié la influencia del tiempo de contacto entre las particulas de MCC vy la
disolucién de Cr(lll) de forma que se produjera la transferencia de fase. Los resultados indican
que con tan solo 4 minutos de contacto la extraccion es cuantitativa. El tiempo se conté a partir
del momento de mezcla y tras 1 minuto de vortex para asegurar la homogénea distribucién del
solido en la disolucién. Tiempos de contacto superiores, hasta 30 minutos, no provocan

alteracién alguna en el proceso de adsorcion.

I11.3.3. Efecto de la presencia de electrolitos en la capacidad de retencion

Todas las determinaciones realizadas hasta ahora lo han sido centrifugando la
suspension tras el proceso de adsorcion y midiendo el contenido de cromo en la fase acuosa
sobrenadante. Cuando se utilizd la suspensién de MCC preparada en presencia de disolucién
reguladora 0,01 mol L' de pH= 7 (independientemente del tipo de reguladora) la capacidad de
adsorcién disminuyd hasta el 25 %. Esto también ocurre si la muestra acuosa conteniendo cromo
contiene ademads un electrolito que aumente la fuerza idnica. En efecto, encontramos descensos
similares en la capacidad de retencién cuando la concentracion salina superaba el valor de 0,001
mol L. Este efecto desaparece si el pH de trabajo aumenta hasta 11-12 como se muestra en la
Figura l11.9. A este valor de pH es de prever que el Cr(lll) se encuentre como Cr(OH); o cargado

como Cr(OH)4".

Ademas, a este pH, si se recurre a la aplicacion de la metodologia de punto de nube para
recoger la MCC en la fase condensada utilizando tensioactivos no idénicos (Triton X-100 o Triton
X-114), y se mide el contenido de cromo en la fase acuosa, se comprueba que la retencion es
completa. Para explicar este hecho experimental se recurrié a realizar un estudio de tamafio de

particula y potencial zeta de las particulas.

La presencia de electrolitos, incluso a 0,01 mol L?, provoca importantes cambios en la
distribucidn de tamafio de particula como se puede apreciar en la Figura 11.10 que afectan a la
adsorcion de Cr(lll). Como puede apreciarse, en presencia de electrolito el tamafio medio de
particula aumenta mucho (curva b), y ain mas si se lleva el pH de la disolucion hasta 12 (curva
c). La adicién de Triton X-100 a la disolucion conteniendo MCC vy electrolitos provoca una
reduccion significativa en el tamafo de particula (curva d). Estos cambios de tamafio promedio

no justifican los efectos comentados.
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Figura 111.9: Efecto del pH en la retencién de 30 pg L™ de Cr(lll) en presencia de NaCl 0,01 M.

Sin embargo, al estudiar el potencial zeta en distintas condiciones experimentales
(Figura 111.11) se encontrd que la presencia de electrolitos provoca un cambio importante del
potencial zeta de las particulas de MCC haciéndose positivo (Figura 111.11B, curva a), lo que
justifica la no retencién. Al llevar hasta pH= 12, el potencial zeta de nuevo vuelve hacia
potenciales negativos (Figura IIl.11B, curva b) de forma que de nuevo es posible la interaccion
electrostatica con Cr(lll). La adicién de Triton X-100 a una suspensién conteniendo electrolitos a
pH= 7 presenta también un potencial zeta negativo, de forma que se habilita la retencién de

cromo (Figura 111.11C).

Por tanto, vemos que los fendmenos de agregacion y los cambios en el potencial zeta
de la MCC como consecuencia de la presencia de electrolitos, se minimizan si en el medio existe
un tensioactivo como Triton X-100. Ademas, si el tensioactivo se aflade en concentracion
superior a la micelar criticay se calienta por encima de la temperatura micelar critica, se produce
una fase condensada que retiene de forma mas eficaz a las particulas de MCC que por simple

centrifugacion, y ésta fue la via finalmente adoptada.
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Figura I11.10: Efecto de la composicidn del medio en la distribucién de tamafo de particula obtenida
para la MCC estudiada. La curva a corresponde a una suspension de 0,2 mg mL? de MCC en agua, las
curvas b y ¢ corresponden a una suspension de igual concentracidn en presencia de NaCl 0,005 M a
pH=7 y 12, respectivamente. La curva d corresponde a la distribucién obtenida para la suspension
mostrada en b pero en presencia de 50 pl de Triton X-100 al 10% m/v.
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Figura Ill.11: Efecto de la composicidon del medio en el potencial zeta de la MCC estudiada. La figura A
corresponde a una suspension de 0,2 mg mL* de MCC en agua a pH=7. La Figura B muestra el potencial
zeta a pH=7y 12 (curvas a y b, respectivamente) de la suspensidn anterior en presencia de NaCl 0,005
M. La Figura C muestra el potencial zeta en presencia de Triton X-100 al 0,05 %, NaCl 0,005 M y pH=7.

140



CAPITULO IlI. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

[11.3.4. Optimizacion del proceso de extraccion en punto de nube

Como es sabido, los tensioactivos mas habituales en la metodologia de punto de nube
son los de tipo no idnico como el Triton X-114 y, en menor extension, Triton X-100 [46], por lo
gue hemos centrado nuestra atencidn en el empleo de estos tensioactivos. Se ha estudiado el
efecto de distintas concentraciones de estos surfactantes por encima de su concentracién
micelar critica (0,01 y 0,015 %, respectivamente). En ambos casos se consiguen excelentes
separaciones, pero cuando se emplea Triton X-114 se observa un progresivo enturbiamiento de
la fase acuosa tras la centrifugacion. Este efecto desaparece si se acidula la disolucidn una vez
formada la fase condensada y antes de centrifugar. Sin embargo, esto no ocurre en el caso de
emplear Triton X-100. Con el fin de proponer el procedimiento mas sencillo se ha recurrido al

empleo de Triton X-100.

Se optimizd la cantidad de Triton X-100 necesaria para retener eficazmente las particulas
de MCCy se encontré que para 10 mL de fase acuosa resulta aconsejable el empleo de 100 uL
de Triton X-100 al 10 % (m/v). Cantidades superiores incrementan de forma innecesaria el
volumen de la fase condensada, lo que va en detrimento del efecto de enriquecimiento. La
temperatura micelar critica de este tensioactivo es de 65 °C aproximadamente, porque depende
de su concentracién y la presencia de electrolitos [47]. Hemos encontrado que, en presencia de
la cantidad de Triton X-100 propuesta, resulta suficiente el calentamiento de la disolucién a 80

°C durante 10 minutos para formar la fase condensada.

Para mejorar la separacion de fases resulta aconsejable incrementar el contenido salino
de la disolucién. Encontramos que la adicién de 100 uL de NaCl 0,1 mol L es suficiente para

conseguir una buena separacioén estable en el tiempo.

Tras la centrifugacién se observa en el fondo del tubo una fase sdlida impregnada de
tensioactivo y una fase condensada de muy pequefio volumen, que se distingue con dificultad
de la fase acuosa debido a que es incolora. Para poder aislar de forma conveniente este
sedimento de la disolucién acuosa resulta imprescindible distinguir correctamente las fases con
el fin de no retirar parte de la fase condensada. Con este objetivo se ensayé la adicion de
distintos colorantes a la disolucidon susceptibles de extraerse cuantitativamente en la fase
condensada y que al dotarla de color se distinguiera de la fase acuosa. Buenos resultados se
obtuvieron con Azul Victoria B (Figura 111.12), un colorante basico, que en disolucién 10 mol L?
pasa completamente a la fase condensada dotandola de la coloracién azulada necesaria para

diferenciarla de la fase acuosa (Figura 111.13).
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Figura I11.12: Azul Victoria B (cloruro de N-[4-[[4-(Dimetilamino)fenil][4-(fenilamino)-1-
naftilmetileno]- 2,5-ciclohexadien-1- ilideno]-N- metil-Metanaminio), C.I. 44045.

Figura I11.13: Fase condensada conteniendo MCC sin (a) y con (b) azul Victoria.

[11.3.5. Retroextraccion del cromo (I1l) retenido en la fase condensada y MCC

Aunque la viscosidad de la fase condensada disminuye rapidamente con la temperatura,
las suspensiones de MCC en el coacervado mediante el empleo de vortex o ultrasonidos a 40 °C
no fueron reproducibles. Ademas, la introduccidon de MCC en el atomizador genera la aparicion
de residuos carbonaceos que exigen su limpieza al menos cada diez atomizaciones. Téngase en
cuenta que la inyeccion de 20 pL de esta suspensién supone la introduccion en el atomizador de

1 mg de MCC si la suspensién tiene 100 pL de volumen.

Para evitar este inconveniente se ensayo la retroextraccion de cromo desde la fase
aceptora. Se ensayaron distintos medios acidos y basicos, y los mejores resultados se obtuvieron
con el empleo de una mezcla 1:1 de etanol y perdxido de hidrégeno. En estas condiciones, la

retroextraccion de cromo fue completa. Por una parte el etanol facilita la solubilizacion de la
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fase condensada de Triton X-100y el peréxido de hidrégeno, al pH de trabajo (aproximadamente

7), actia como oxidante, transformando Cr(lll) en Cr (VI) con ayuda de los ultrasonidos [48, 49].

Asi pues, se recomienda realizar la retroextracciéon con la adicion de 100 uL de una
mezcla de H,0, y etanol 1:1 al sedimento que contiene la MCC Yy la fase condensada. Tras agitar
en vortex y aplicar ultrasonidos durante 5 minutos se centrifuga de nuevo a 5000 rpm durante
10 minutos. Para la determinacion de cromo se toman 20 ulL de la disolucidén sobrenadante que
se llevan al atomizador de ETAAS utilizando el programa de calentamiento que aparece en la
Tabla Ill.2. La sefial obtenida resulta proporcional a la concentracién de Cr (1) en la disolucidn

acuosa inicial.

111.3.6. Especiacién de cromo (IIl) y cromo (VI)

Como se aprecia en la Figura 1ll.7, al pH de trabajo el Cr (V1) no se retiene en la fase sélida
de MCC. Para conseguir su determinacion se pensé en reducirlo a Cr(lll) y de esa forma realizar
la determinacién del cromo total en la disolucién. El contenido en Cr(VI) se obtendria por

diferencia entre este contenido y el encontrado para la determinaciéon de Cr(lll).

Se ensayaron distintos reductores con este fin [50]. El reductor debe ser compatible con
la fase adsorbente. A este respecto, debe indicarse que pudimos comprobar que en la mayoria
de los casos ensayados se produce una alteracién de los grupos funcionales de la MCC que
impide la retencion de Cr(lll) y, en otros casos, al retornar a pH= 7 para provocar la retencion, el
Cr(lll) generado se reconvierte a Cr(VI) de nuevo, como es el caso del empleo de peréxido de
hidrégeno en medio 4cido. Otros reductores como sulfito, sulfato de hidracina, acido ascérbico,
etc., aunque permiten la reduccién, su exceso altera las propiedades adsorbentes de la MCC

dificultando su retencion.

Por el contrario, excelentes resultados sin deterioro de la MCC se obtuvieron con el
empleo de Fe(ll). La Figura 1ll.14 muestra el efecto de la concentracién de Fe(ll) en la sefial
obtenida para el cromo retenido en MCC. Como puede apreciarse, la adicidn de 50 pl de sulfato
ferroso amodnico 0,001 mol L y de 100 pL de 4cido sulfdrico 0,5 mol L't a 10 mL de disolucidon
acuosa resultan adecuados para la completa transformacion de Cr(VI) a Cr(lIl). Seguidamente, la
disolucion se neutraliza hasta pH = 7 con NaOH al 2 % m/v y se aplica el procedimiento propuesto

para la determinacidn de Cr(lll).

143



CAPITULO Ill. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

100 {

80

1

60

Retencion, %

40

20

T T T T T T

0 20 40 60 80 100 120

Volumen de Fe(ll) 0,001 mol L1, uL

Figura 111.14: Efecto del volumen de Fe(NHa)2(SO4)2 0,001 M afiadido a 20 pg L de Cr(VI) en medio
H2504 0,005 M. La reduccién de Cr (VI) a Cr (Ill) conlleva a su retencidn en MCC.

Para comprobar la capacidad de especiacion de Cr(VI) y Cr(lll) con el procedimiento
propuesto, se prepararon disoluciones con distintas proporciones de ambos analitos a las que
se aplicé el procedimiento optimizado. Los resultados aparecen en la Tabla IIl.3. Como puede

apreciarse, las recuperaciones fueron cuantitativas a todas las relaciones.

Tabla 11.3. Valores de recuperacion de Cr(lll) y Cr total obtenidos en diferentes proporciones.

Cr (), ng Lt Cr (total), ng L
Relacién Adicionado Encontrado® Recuperado, Encontrado® Recuperado,
Cr (lI1)/Cr (V1) % %
0.1 50 48 +2 96 552+6 101
1 250 252 +5 101 505 +5 101
5 300 29914 99 357+4 95
10 500 50316 101 551+5 96

2 Valor medio + desviacidn estandar (n=5)
®Después de la reduccién con hierro (Il) a pH= 2,3

[11.3.7. Optimizacion del programa de calentamiento

Los parametros a utilizar en las distintas etapas del programa de calentamiento del
equipo de ETAAS deben contemplar la singularidad de la introduccién de una concentracion
elevada de tensioactivo no iénico que, aunque no se encuentra en fase condensada posee un

punto de ebullicion elevado. Asi pues, la etapa de secado debe contemplar la evaporacion del

144



CAPITULO IlI. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

agua vy el tensioactivo, de ahi la inclusién de una etapa de secado a 110 °C y otra a una
temperatura superior, ya que el punto de ebullicién del Triton X-100 es de 252 °C.
Experimentalmente hemos encontrado que el calentamiento de la fase condensada a 400 °C es
adecuado para evitar el chisporroteo de la muestra inyectada al aumentar la temperatura

durante la etapa de calcinacién.

Para evitar pérdidas de cromo durante la etapa de calcinacion, se ha estudiado la
combinacion de temperatura mas adecuada y/o el empleo de modificadores quimicos. En este
sentido, aunque muchos autores senalan que la adicién de un modificador quimico no resulta
necesaria en ETAAS [51, 52], otros recomiendan el empleo de diversos modificadores quimicos
como magnesio [53-55], paladio [56, 57] o sus mezclas [58, 59]. En estudios de extraccién de
cromo previa formacién de un quelato por CPE también se ha propuesto el mismo agente
quelatante como modificador quimico [60, 61]. Por nuestra parte, el estudio de la influencia de
la temperatura de calcinacion en la sefial obtenida para cromo retroextraido en la mezcla H,0,:
etanol concluyé que la sefial se mantuvo estable hasta 1300 °C. En presencia de 5 ug de Pd (Il)
la sefial atdmica debida a cromo se mantuvo también constante hasta 1300 °C. En presencia de
paladio su perfil atdmico resulté mas alto y estrecho que sin el empleo de paladio. En la Figura
I11.15 se muestran algunos perfiles atémicos correspondientes a distintas concentraciones de

cromo en presencia de paladio. El estudio de la temperatura de atomizacion indica que la seiial

0.30

0.25 -

0.20 -

0.15 A

Absorbance

0.10 -

0.05 A

0.00 -

Time, s
Figura ll1.15. Perfiles de atomizacién de cromo obtenidos por aplicacion del programa propuesto a
disoluciones de 0,12, 0,25 y 0,5 pg L™ de Cr (Ill) (curvas a-c, respectivamente). Las lineas de puntos

corresponden a la absorcion de fondo de estas disoluciones.
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atdmica aumenta hasta hacerse constante a partir de 2300 °C. Finalmente, seleccionamos las
temperaturas de 1500 y 2400 °C para las etapas de calcinacion y atomizacion, respectivamente,
en presencia de 5 pug de Pd (II) que se adicionaron como 10 pL de disolucidn de nitrato de paladio
de 500 mg L't de Pd (l1). La Tabla I1l.2 muestra el programa de calentamiento recomendado. Para
conseguir la maxima sensibilidad, el flujo interno de gas se detuvo durante la etapa de

atomizacion.

[11.3.8. Calibracion

Utilizando el procedimiento recomendado se encontrd una relacién lineal entre la sefal
corregida de area de pico y la concentracién de cromo en la fase acuosa previa a la
microextraccion entre 20 y 500 ng L. Del ajuste por minimos cuadrados de la linea de regresién
(r=0.9989) se obtuvo un error estandar de la regresién que condujo a un limite de deteccién de
6 ng L?, calculado utilizando el criterio de 3Syx. La repetitividad del procedimiento se estudid a
50, 100 y 250 ng L?! resultando desviaciones estandar relativas de 5,5, 5,1 y 4,5,
respectivamente, para 5 determinaciones en cada nivel de concentracidn. El factor de
enriquecimiento (EF), calculado como el cociente entre la pendiente de la recta de regresion
para el procedimiento recomendado y la pendiente de la recta de calibrado que resulta para la
determinacidn de cromo directa en fase acuosa condujo a un valor de 95. Este valor resulta
practicamente coincidente con la relacion de volimenes de la fase acuosa a la fase de

retroextraccion, lo que indica una extraccién cuantitativa del analito en esta fase.

Teniendo en cuenta que este procedimiento se ha disefiado para la determinacién de
cromo en aguas potables, se estudid el efecto que otras especies, habituales en este tipo de
muestras, pueden tener en la determinacidn de cromo. Se encontré que trabajando a un nivel
de concentracién de cromo de 100 ng L (1,9-10° mol L1), la presencia de sulfato, nitrato y
cloruro hasta una relacion de 10000 no causan efecto alguno en la sefial. La presencia de grandes
cantidades de carbonato o fosfato puede exigir la correccidon del pH. En estas condiciones, se
observé la no existencia de interferencias incluso en relacion 10000:1. En cuanto a la presencia
de especies metalicas, debido a la excelente selectividad de la técnica de ETAAS no se
observaron efectos interferentes por la presencia de Ca (II), Mg (Il), Na (1) y K(I) en relacidon
5000:1. Otros iones metdalicos como Cu (II), Co (l1), Hg (Il), Fe (ll1), As (lll) y Sb (lll) se toleran
incluso en relacidn 500:1. Relaciones superiores pueden suponer una interferencia en tanto que

al adsorberse sobre MCC pueden competir con el cromo y producirse errores por defecto.
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La Tabla Ill.4. muestra un resumen de las principales caracteristicas encontradas en
algunos procedimientos recientes publicados para la determinacién y especiacién de cromo
utilizando microextraccidon en fase sélida. Notese que los procedimientos propuestos con
elevados EF utilizan un gran volumen de muestra. El procedimiento propuesto en este trabajo
compite también ventajosamente en cantidad de material adsorbente necesario y tiempo de

contacto.

111.3.9. Determinacién de cromo (Ill) y cromo (VI) en muestras de agua

Para estudiar la validez del procedimiento se aplicé a la determinacién de cromo en
diversos materiales de referencia con contenido certificado para cromo total. Los resultados
obtenidos aparecen en la Tabla IIl.5. Como algunos de estos materiales presentan un contenido
elevado para la sensibilidad de la técnica, se recurrid a la dilucién previa del mismo. El grado de
dilucién aparece en esta tabla. Como puede apreciarse, la concordancia entre los contenidos
totales de cromo encontrados y certificados es excelente, sin diferencias significativas al 95 %
de nivel de confianza. En la Tabla IIl.6 se presentan los resultados obtenidos en la determinacion
de cromo en agua embotellada, de grifo y de mar, recolectadas en nuestra regién. Como el
contenido de cromo en estas muestras resulta inferior al limite de deteccidn, se recurrid a la

realizacion de test de recuperacion que demuestran la validez del procedimiento propuesto.

I11.4. Conclusiones

Se propone a la celulosa microcristalina como un adsorbente adecuado para Cr (lll). La
cinética de adsorcidn es muy rapida y el proceso cuantitativo. Con cantidades muy pequeias de
MCC (5 mg) se consigue la retencidn cuantitativa de Cr (lll), lo que unido a su bajo precio,
asequibilidad y gran capacidad de adsorcidén la hacen un soporte ideal para su empleo en
laboratorios de rutina. Se estudian las condiciones experimentales adecuadas para llevar a cabo
la adsorcién y se propone un procedimiento alternativo a la ultracentrifugacién para la
separacion de la fase adsorbente basado en el empleo de la metodologia de punto de nube. El
cromo retenido puede redisolverse en una mezcla de etanol y perdxido de hidrégeno. Un
microvolumen de esta fase se lleva al atomizador de ETAAS para la cuantificaciéon de cromo. La
determinacidn del contenido de Cr (VI) se ha optimizado mediante la reduccién previa a Cr (lll)
con el empleo de Fe (ll) en medio acido. El procedimiento propuesto se ha aplicado a la
determinacidon de Cr (lll) y Cr (VI) en muestras de agua de diversa procedencia y se ha

contrastado con la determinacion de esta especie en aguas certificadas.
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Tabla 111.6: Determinacion de Cr(lll) y Cr(VIl) en muestras de agua

Muestra Cr (Ill)?, ng L? Cr(IV)3, ngL?
Afadido Encontrado Recuperacion, % Afadido Encontrado Recuperacion, %
AGP 0 30+4 - 0 <LOD -
50 78+ 7 96 50 52+7 104
100 133+9 103 100 99+9 99
AR® 0 323 - 0 <LOD -
50 81+7 98 50 49+7 98
100 135+9 103 100 103+6 103
AM¢ 0 <LOD - 0 274 -
50 52+4 104 50 75+7 96
100 98 + 8 98 100 131+8 104
AME®1 O <LOD - 0 <LOD -
50 48+5 96 50 53+6 106
100 106 £ 8 106 100 102+8 102
AME®2 O <LOD - 0 <LOD -
50 515 102 50 515 102
100 99+9 99 100 103+9 103

2 Valor medio + desviacion estandar (n=3);
® AG: Agua de grifo;

¢ AR: Agua de rio;

4 AM: Agua de mar;

¢ AME: Agua mineral embotellada.

150



CAPITULO IlI. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

I11.5. Bibliografia

[1]

(2]

3]

[4]

(5]

6]

(7]

8]

[9]

[10]

[11]

[12]

T. Heinze, Cellulose: Structure and Properties, in: O.). Rojas (Ed.), Cellulose Chemistry and
Properties: Fibers, Nanocelluloses and Advanced Materials2016, pp. 1-52. doi: 10.1007/12_
2015_319.

V.K. Thakur, Nanocellulose Polymer Nanocomposites: Fundamentals and Applications,
Wiley2015.

S. Kalia, A. Dufresne, B.M. Cherian, B.S. Kaith, Av, #233, L. rous, J. Njuguna, E. Nassiopoulos,
Cellulose-Based Bio- and Nanocomposites: A Review, International Journal of Polymer Science,
2011, 2011. doi: 10.1155/2011/837875.

S. Hokkanen, A. Bhatnagar, M. Sillanpaa, A review on modification methods to cellulose-based
adsorbents to improve adsorption capacity, Water Research, 2016, 91, 156-173. doi: 10.1016/
j.watres.2016.01.008.

J. Tang, J. Sisler, N. Grishkewich, K.C. Tam, Functionalization of cellulose nanocrystals for
advanced applications, Journal of Colloid and Interface Science, 2017, 494, 397-409. doi:
10.1016/j.jcis.2017.01.077.

D.O. de Castro, J. Bras, A. Gandini, N. Belgacem, Surface grafting of cellulose nanocrystals with
natural antimicrobial rosin mixture using a green process, Carbohydrate Polymers, 2016, 137,
1-8. doi: 10.1016/j.carbpol.2015.09.101.

S.M. Musyoka, J.C. Ngila, B. Moodley, L. Petrik, A. Kindness, Synthesis, Characterization, and
Adsorption Kinetic Studies of Ethylenediamine Modified Cellulose for Removal of Cd and Pb,
Analytical Letters, 2011, 44, 1925-1936. doi: 10.1080/00032719.2010.539736.

E. Espino-Pérez, S. Domenek, N. Belgacem, C. Sillard, J. Bras, Green Process for Chemical
Functionalization of Nanocellulose with Carboxylic Acids, Biomacromolecules, 2014, 15, 4551-
4560. doi: 10.1021/bm5013458.

D.W. O’Connell, C. Birkinshaw, T.F. O’'Dwyer, Heavy metal adsorbents prepared from the
modification of cellulose: A review, Bioresource Technology, 2008, 99, 6709-6724. doi:
10.1016/j.biortech.2008.01.036.

A.W. Carpenter, C.-F. de Lannoy, M.R. Wiesner, Cellulose Nanomaterials in Water Treatment
Technologies, Environmental Science & Technology, 2015, 49, 5277-5287. doi: 10.1021/
es506351r.

E. Madivoli, P. Kareru, A. Gachanja, S. Mugo, M. Murigi, P.K. Kairigo, C. Kipyegon, J. K
Mutembei, F. Njonge, Adsorption of Selected Heavy Metals on Modified Nano Cellulose, 2016.
doi: 10.9734/IRIPAC/2016/28548.

A. Jamshaid, A. Hamid, N. Muhammad, A. Naseer, M. Ghauri, J. Igbal, S. Rafig, N.S. Shah,

Cellulose-based Materials for the Removal of Heavy Metals from Wastewater - An Overview,
Chembioeng Reviews, 2017, 4, 240-256. doi: 10.1002/cben.201700002.

151



CAPITULO Ill. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

[24]

[25]

152

D.S. Malik, C.K. Jain, A.K. Yadav, Removal of heavy metals from emerging cellulosic low-cost
adsorbents: a review, Applied Water Science, 2017, 7, 2113-2136. doi: 10.1007/s13201-016-
0401-8.

Y. Zhou, Q. Jin, T. Zhu, Y. Akama, Adsorption of chromium (VI) from aqueous solutions by
cellulose modified with 8-CD and quaternary ammonium groups, Journal of Hazardous
Materials, 2011, 187, 303-310. doi: 10.1016/j.jhazmat.2011.01.025.

C. Lin, S. Qiao, W. Luo, Y. Liu, D. Liu, X. Li, M. Liu, Thermodynamics, Kinetics, and Regeneration
Studies for Adsorption of Cr(VI) from Aqueous Solutions using Modified Cellulose as Adsorbent,
Bioresources, 2014, 9, 6998-7017.

R.Yang, K.B. Aubrecht, H. Ma, R. Wang, R.B. Grubbs, B.S. Hsiao, B. Chu, Thiol-modified cellulose
nanofibrous composite membranes for chromium (VI) and lead (I1) adsorption, Polymer, 2014,
55, 1167-1176. doi: 10.1016/j.polymer.2014.01.043.

N.A. Fakhre, B.M. lbrahim, The use of new chemically modified cellulose for heavy metal ion
adsorption, Journal of Hazardous Materials, 2018, 343, 324-331. doi:
10.1016/j.jhazmat.2017.08.043.

S. Periyasamy, V. Gopalakannan, N. Viswanathan, Fabrication of magnetic particles imprinted
cellulose based biocomposites for chromium(VI) removal, Carbohydrate Polymers, 2017, 174,
352-359. doi: 10.1016/j.carbpol.2017.06.029.

A. Stoica-Guzun, M. Stroescu, S.I. Jinga, N. Mihalache, A. Botez, C. Matei, D. Berger, C.M.
Damian, V. lonita, Box-Behnken experimental design for chromium(VI) ions removal by
bacterial cellulose-magnetite composites, International Journal of Biological Macromolecules,
2016, 91, 1062-1072. doi: 10.1016/j.ijbiomac.2016.06.070.

A.A. Yakout, R.H. El-Sokkary, M.A. Shreadah, O.G. Abdel Hamid, Cross-linked graphene oxide
sheets via modified extracted cellulose with high metal adsorption, Carbohydrate Polymers,
2017, 172, 20-27. doi: 10.1016/j.carbpol.2017.05.004.

E. Yavuz, S. Tokalioglu, H. Sahan, M. Kacer, S. Patat, Dispersive Solid-Phase Extraction of
Rhodium from Water, Street Dust, and Catalytic Converters Using a Cellulose-Graphite Oxide
Composite, Analytical Letters, 2017, 50, 63-79. doi: 10.1080/00032719.2016.1174708.

M.E. Mahmoud, A.E.H. Abdou, M.E. Sobhy, Engineered nano-zirconium oxide-crosslinked-
nanolayer of carboxymethyl cellulose for speciation and adsorptive removal of Cr(lll) and Cr(VI),
Powder Technology, 2017, 321, 444-453. doi: 10.1016/j.powtec.2017.08.041.

A. Pinkert, K.N. Marsh, S.S. Pang, M.P. Staiger, lonic Liquids and Their Interaction with Cellulose,
Chemical Reviews, 2009, 109, 6712-6728. doi: 10.1021/cr9001947.

C. Ruiz-Palomero, M.L. Soriano, M. Valcarcel, Ternary composites of nanocellulose,
carbonanotubes and ionic liquids as new extractants for direct immersion single drop
microextraction, Talanta, 2014, 125, 72-77. doi: 10.1016/j.talanta.2014.02.055.

J. Cao, L.Q. Peng, L.J. Du, Q.D. Zhang, J.J. Xu, Ultrasound-assisted ionic liquid-based micellar
extraction combined with microcrystalline cellulose as sorbent in dispersive microextraction for
the determination of phenolic compounds in propolis, Analytica Chimica Acta, 2017, 963, 24-
32. doi: 10.1016/j.aca.2017.01.063.



CAPITULO IlI. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

[26]

[27]

[28]

[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

[35]

[36]

[37]

M. Kaushik, A. Moores, Review: nanocelluloses as versatile supports for metal nanoparticles
and their applications in catalysis, Green Chemistry, 2016, 18, 622-637. doi: 10.1039/
¢5gc02500a.

C. Ruiz-Palomero, M. Laura Soriano, M. Valcarcel, Sulfonated nanocellulose for the efficient
dispersive micro solid-phase extraction and determination of silver nanoparticles in food
products, Journal of Chromatography A, 2016, 1428, 352-358. doi: 10.1016/j.chroma.
2015.06.023.

C. Herrero Latorre, J. Barciela Garcia, S. Garcia Martin, R.M. Pena Crecente, Solid phase
extraction for the speciation and preconcentration of inorganic selenium in water samples: a
review, Analytica chimica acta, 2013, 804, 37-49. doi: 10.1016/j.aca.2013.09.054.

K. Prasad, P. Gopikrishna, R. Kala, T.P. Rao, G.R.K. Naidu, Solid phase extraction vis-a-vis
coprecipitation preconcentration of cadmium and lead from soils onto 5,7-dibromoquinoline-
8-ol embedded benzophenone and determination by FAAS, Talanta, 2006, 69, 938-945. doi:
10.1016/j.talanta.2005.11.040.

Y. Akama, K. Yamada, O. Itoh, Solid phase extraction of lead by Chelest Fiber Iry
(aminopolycarboxylic acid-type cellulose), Analytica Chimica Acta, 2003, 485, 19-24. doi:
10.1016/s0003-2670(03)00399-4.

S. Takemori, K. Yamada, O. Itoh, N. Nanbu, Y. Akama, Solid-phase extraction of lead and copper
by chelating cellulose functionalized with thioglycollic acid, Bunseki Kagaku, 2004, 53, 841-845.
doi: 10.2116/bunsekikagaku.53.841.

M. Jonoobi, R. Oladi, Y. Davoudpour, K. Oksman, A. Dufresne, Y. Hamzeh, R. Davoodi, Different
preparation methods and properties of nanostructured cellulose from various natural resources
and residues: a review, Cellulose, 2015, 22, 935-969. doi: 10.1007/s10570-015-0551-0.

J. Nsor-Atindana, M. Chen, H.D. Goff, F. Zhong, H.R. Sharif, Y. Li, Functionality and nutritional
aspects of microcrystalline cellulose in food, Carbohydrate Polymers, 2017, 172, 159-174. doi:
10.1016/j.carbpol.2017.04.021.

D. Trache, M.H. Hussin, C.T.H. Chuin, S. Sabar, M.R.N. Fazita, O.F.A. Taiwo, T.M. Hassan, M.K.M.
Haafiz, Microcrystalline cellulose: Isolation, characterization and bio-composites application-A
review, International Journal of Biological Macromolecules, 2016, 93, 789-804. doi: 10.1016/
j.ijbiomac.2016.09.056.

D. Bondeson, A. Mathew, K. Oksman, Optimization of the isolation of nanocrystals from
microcrystalline cellulose by acid hydrolysis, Cellulose, 2006, 13, 171-180. doi: 10.1007/s10570-
006-9061-4.

S. Elazzouzi-Hafraoui, Y. Nishiyama, J.-L. Putaux, L. Heux, F. Dubreuil, C. Rochas, The shape and
size distribution of crystalline nanoparticles prepared by acid hydrolysis of native cellulose,
Biomacromolecules, 2008, 9, 57-65. doi: 10.1021/bm700769p.

P. Satyamurthy, N. Vigneshwaran, A novel process for synthesis of spherical nanocellulose by

controlled hydrolysis of microcrystalline cellulose using anaerobic microbial consortium,
Enzyme and Microbial Technology, 2013, 52, 20-25. doi: 10.1016/j.enzmictec.2012.09.002.

153



CAPITULO Ill. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

[38]

[39]

[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

154

C.Tian, J.Yi, Y. Wu, Q. Wu, Y. Qing, L. Wang, Preparation of highly charged cellulose nanofibrils
using high-pressure homogenization coupled with strong acid hydrolysis pretreatments,
Carbohydrate Polymers, 2016, 136, 485-492. doi: 10.1016/j.carbpol.2015.09.055.

Q. Xiang, Y.Y. Lee, P.O. Pettersson, R.W. Torget, Heterogeneous aspects of acid hydrolysis of
alpha-cellulose, Applied biochemistry and biotechnology, 2003, 105 -108, 505-14.

S. Shankar, J.-W. Rhim, Preparation of nanocellulose from micro-crystalline cellulose: The effect
on the performance and properties of agar-based composite films, Carbohydrate Polymers,
2016, 135, 18-26. doi: 10.1016/j.carbpol.2015.08.082.

G. Han, S. Huan, J. Han, Z. Zhang, Q. Wu, Effect of Acid Hydrolysis Conditions on the Properties
of Cellulose Nanoparticle-Reinforced Polymethylmethacrylate Composites, Materials, 2014, 7,
16.

G.H. Riva, J. Garcia-Estrada, B. Vega, F. Lépez-Dellamary, M.E. Hérnandez, J.A. Silva, Cellulose
- Chitosan Nanocomposites - Evaluation of Physical, Mechanical and Biological Properties, in:
M. Poletto, H.L.O. Junior (Eds.), Cellulose - Fundamental Aspects and Current Trends, InTech,
Rijeka, 2015, p. Ch. 09. doi: 10.5772/61727.

Y.M. Zhou, S.Y. Fu, L.M. Zheng, H.Y. Zhan, Effect of nanocellulose isolation techniques on the
formation of reinforced poly(vinyl alcohol) nanocomposite films, Express Polymer Letters,
2012, 6, 794-804. doi: 10.3144/expresspolymlett.2012.85.

V.C.G. Dos Santos, A.D.A. Salvado, D.C. Dragunski, D.N.C. Peraro, C.R.T. Tarley, J. Caetano,
Highly improved chromium (lll) uptake capacity in modified sugarcane bagasse using different
chemical treatments, Quim. Nova, 2012, 35, 1606-1611.

S. Zink, R. Schoenberg, M. Staubwasser, Isotopic fractionation and reaction kinetics between
Cr(lll) and Cr(VI) in aqueous media, Geochimica et Cosmochimica Acta, 2010, 74, 5729-5745.
doi: 10.1016/j.gca.2010.07.015.

M.D. Bezerra, M.A.Z. Arruda, S.L.C. Ferreira, Cloud point extraction as a procedure of
separation and pre-concentration for metal determination using spectroanalytical techniques:
A review., Applied Spectroscopy Reviews, 2005, 40, 269-299. doi: 10.1080/
05704920500220880.

T. Inoue, H. Ohmura, D. Murata, Cloud point temperature of polyoxyethylene-type nonionic
surfactants and their mixtures, Journal of Colloid and Interface Science, 2003, 258, 374-382.
doi: 10.1016/50021-9797(02)00162-5.

J.F. Perez-Benito, C. Arias, A Kinetic Study of the Chromium(VI)-Hydrogen Peroxide Reaction.
Role of the Diperoxochromate(VI) Intermediates, The Journal of Physical Chemistry A, 1997,
101, 4726-4733. doi: 10.1021/jp963868d.

M. Pettine, F.J. Millero, Chromium speciation in seawater - the probable role of hydrogen-
peroxide, Limnology and Oceanography, 1990, 35, 730-736. doi: 10.4319/10.1990.35.3.0730.

C.E. Barrera-Diaz, V. Lugo-Lugo, B. Bilyeu, A review of chemical, electrochemical and biological
methods for aqueous Cr(VI) reduction, Journal of Hazardous Materials, 2012, 223, 1-12. doi:
10.1016/j.jhazmat.2012.04.054.



CAPITULO IlI. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

[51]

[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

(58]

[59]

[60]

[61]

A.T. Duarte, M.B. Dessuy, M.G.R. Vale, B. Welz, J.B. de Andrade, Sequential determination of
Cd and Cr in biomass samples and their ashes using high-resolution continuum source graphite
furnace atomic absorption spectrometry and direct solid sample analysis, Talanta, 2013, 115,
55-60. doi: 10.1016/j.talanta.2013.04.036.

A.V. Zmozinski, T. Pretto, A.R. Borges, M.G.R. Vale, Determination of Cd and Cr in tannin
samples by high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption
spectrometry and direct solid sample sequential analysis (HR-CS SS-GF AAS), Analytical
Methods, 2015, 7, 3735-3741. doi: 10.1039/c5ay00536a.

A.R. Borges, L.L. Francois, E.M. Becker, M.G.R. Vale, B. Welz, Method development for the
determination of chromium and thallium in fertilizer samples using graphite furnace atomic
absorption spectrometry and direct solid sample analysis, Microchemical Journal, 2015, 119,
169-175. doi: 10.1016/j.microc.2014.11.007.

A.S. Silva, G.C. Brandao, G.D. Matos, S.L.C. Ferreira, Direct determination of chromium in infant
formulas employing high-resolution continuum source electrothermal atomic absorption
spectrometry and solid sample analysis, Talanta, 2015, 144, 39-43. doi:
10.1016/j.talanta.2015.05.046.

E.d.N. da Silva, N. Baccan, S. Cadore, Determination of Selenium, Chromium and Copper in Food
Dyes by GF AAS, Journal of the Brazilian Chemical Society, 2013, 24, 1267-1275. doi:
10.5935/0103-5053.20130161.

J.C.R. Garcia, J.B. Garcia, C.H. Latorre, S.G. Martin, R.M.P. Crecente, Direct and combined
methods for the determination of chromium, copper, and nickel in honey by electrothermal
atomic absorption spectroscopy, Journal of Agricultural and Food Chemistry, 2005, 53, 6616-
6623. doi: 10.1021/jf0508870.

F.A. Silva, C.C.F. Padilha, L.E. Pezzato, M.M. Barros, P.M. Padilha, Determination of chromium
by GFAAS in slurries of fish feces to estimate the apparent digestibility of nutrients in feed used
in pisciculture, Talanta, 2006, 69, 1025-1030. doi: 10.1016/j.talanta.2005.12.008.

C.K. de Andrade, V.E. dos Anjos, M.L. Felsner, Y.R. Torres, S.P. Quinaia, Direct determination of
Cd, Pb and Cr in honey by slurry sampling electrothermal atomic absorption spectrometry, Food
Chemistry, 2014, 146, 166-173. doi: 10.1016/j.foodchem.2013.09.065.

A.V.Zmozinski, T. Pretto, A.R. Borges, A.T. Duarte, M.G.R. Vale, Determination of Pb and Cr in
sunscreen samples by high-resolution continuum source graphite furnace atomic absorption
spectrometry and direct analysis, Microchemical Journal, 2016, 128, 89-94. doi: 10.1016/
j.microc.2016.03.020.

P. Liang, H. Sang, Speciation of chromium in water samples with cloud point extraction
separation and preconcentration and determination by graphite furnace atomic absorption
spectrometry, Journal of Hazardous Materials, 2008, 154, 1115-1119. doi: 10.1016/
j.jhazmat.2007.11.017.

M. Sun, Q. Wu, Cloud point extraction combined with graphite furnace atomic absorption

spectrometry for speciation of Cr(lll) in human serum samples, Journal of Pharmaceutical and
Biomedical Analysis, 2012, 60, 14-18. doi: 10.1016/j.jpba.2011.10.034.

155



CAPITULO Ill. Determinacidn de cromo con celulosa microcristalina

[62]

[63]

[64]

[65]

[66]

[67]

[68]

[69]

[70]

156

P. Janik, B. Zawisza, E. Talik, R. Sitko, Selective adsorption and determination of hexavalent
chromium ions using graphene oxide modified with amino silanes, Microchimica Acta, 2018,
185. doi: 10.1007/s00604-017-2640-2.

I. Lépez-Garcia, M.J. Mufioz-Sandoval, M. Hernandez-Cérdoba, Cloud point microextraction
involving graphene oxide for the speciation of very low amounts of chromium in waters,
Talanta, 2017, 172, 8-14. doi: 10.1016/j.talanta.2017.05.017.

Z. Sarikhani, M. Manoochehri, Determination of Ultra Trace Cr(lll) and Cr(VI) Species by
Electrothermal Atomic Absorption Spectrometry after Simultaneous Magnetic Solid Phase
Extraction with the Aid of a Novel Imidazolium-Functionalized Magnetite Graphene Oxide
Nanocomposite, Bulletin of the Chemical Society of Japan, 2017, 90, 746-753. doi: 10.1246/
bcsj.20160407.

A. Saboori, A nanoparticle sorbent composed of MIL-101(Fe) and dithiocarbamate-modified
magnetite nanoparticles for speciation of Cr(lll) and Cr(VI) prior to their determination by
electrothermal AAS, Microchimica Acta, 2017, 184, 1509-1516. doi: 10.1007/s00604-017-
2155-x.

T.S. Munonde, N.W. Maxakato, P.N. Nomngongo, Preconcentration and speciation of
chromium species using ICP-OES after ultrasound-assisted magnetic solid phase extraction with
an amino-modified magnetic nanocomposite prepared from Fe304, MnO2 and Al203,
Microchimica Acta, 2017, 184, 1223-1232. doi: 10.1007/s00604-017-2126-2.

S.M. Yousefi, F. Shemirani, Carbon nanotube-based magnetic bucky gels in developing
dispersive solid-phase extraction: application in rapid speciation analysis of Cr(VI) and Cr(lll) in
water samples, International Journal of Environmental Analytical Chemistry, 2017, 97, 1065-
1079. doi: 10.1080/03067319.2017.1381236.

E. Kazemi, A.M.H. Shabani, S. Dadfarnia, F. Izadi, Speciation and determination of chromium
ions by dispersive micro solid phase extraction using magnetic graphene oxide followed by
flame atomic absorption spectrometry, International Journal of Environmental Analytical
Chemistry, 2017, 97, 1080-1093. doi: 10.1080/03067319.2017.1381693.

Y. Yamini, S. Seidi, F. Latifeh, lonic liquid-modified silica-coated magnetic nanoparticles;
promising anion-exchange sorbent for extraction of Cr(VI), International Journal of
Environmental Analytical Chemistry, 2017, 97, 1223-1236. doi: 10.1080/03067319.2017.
1399369.

L. Djerahov, P. Vasileva, |. Karadjova, Self-standing chitosan film loaded with silver
nanoparticles as a tool for selective determination of Cr(VI) by ICP-MS, Microchemical Journal,
2016, 129, 23-28. doi: 10.1016/j.microc.2016.06.007.



Empleo de ferrita como material adsor-
bente magnético para la especiacion y de-
terminacion de plata, cromo y arsénico uti-
lizando ETAAS como sistema de deteccidon







IV.1. MICROEXTRACCION DE Ag(l) Y Ag(0) CON PARTICULAS
MAGNETICAS DE FERRITA Y DETERMINACION CON ETAAS

Contenido

LAY 0 B 10 1 e Yo [T ol T Y PP PR PP PSP 161
IV.1.1.1. La ferrita como material adsorbente en Quimica Analitica .........ccccovininiiniiiiciiiinnne, 161
IV.1.1.2. Empleo de Ag (1) y Ag (0) como agentes antimicrobianos.........c.ccevceeveereeneeciencienciennns 167

IV.1.2. Parte @XPerimeENntal ......c.cooiieiiiiieieetie ettt ettt et e sttt s e s bt e s b e e bt e s b e e e saee e b e e e aeeeanes 171
LY 0t I 1 1 4 0 1T - ol [ Y ISR 171
IV.1.2.2. REACEIVOS ..veiiiiiiiiiiiiiiiiti ittt srb e 173
IV.1.2.3. MU@eSstras eStudiadas .....c.cceeevuieririiiiieiiii et 173
IV.1.2.4. Sintesis del material adSOrbENte .....c..coieeiiiiiiiiieeeeeeeee e 173
IV.1.2.5. Procedimiento PrOPUESLO ......uvivieiiiiiiiiiiiiee e e e scitttee e e e e setrre e e e e e sesaetaaeeeessesantsaneeeseessnnens 174
IV.1.2.6. Tratamiento de las muestras estudiadas .........ccccceeveieriiriiiineenn e 174

IV.1.3. RESUIAOS Y QISCUSION ...eeneiiiiiieiie ettt ettt ettt sb e e e st e e st e s beeeaeeeanee 175
IV.1.3.1. Efecto del pH en la retencidn de Ag(1) Y AZ(0) ..ecveevreieiieeiie et 177
IV.1.3.2. Efecto de la masa de Fe3O4NPs en la retencion de Ag(l) Y AZ(0) ....eevveevereeveeecveeiveeeen, 178
IV.1.3.3. Estudio por microscopia de barrido electrdnico de las FesOsNPs sintetizadas............... 179
IV.1.3.4. Especiacion de Ag (1) Y AZ (D) weeeecceee ettt eete e ee e e e etre e e e sata e e e e eaaee e esareeeeeabaeaeenes 180
IV.1.3.5. Determinacion de la plata retenida en las nanoparticulas de ferrita...........ccccceeeecvieenns 181
IV.1.3.6. Efecto de la relacion Ag(1)/AB(0) ..ccueieeieeieere ettt et et e et eereere b e eraeeraens 190
IV.1.3.7. Efecto de otras especies en la determinacion de Ag (1) Y AZ (0) cvvvevveevveenieecieecreeeen, 190
IV.1.3.8. Optimizacion del programa de calentamiento.......cccccveeeviereicieeeerciee e 191
IV.1.3.9. CaliBraCiOn ....cccueeiiiieieeeeee e e 194
IV.1.3.10. Aplicacién del procedimiento propuesto a muestras reales.........cccceeeevreeecveeeeccvreeenns 195

IV. 1.4, CONCIUSIONES ...ttt ettt et sttt et e s bt e bt e s bt s bt e sabeeebeesab et eseeebaeeneesanee 197

IV 1.5, BB OBIATIa ettt et e e et e e e et e e e e tb e e e e earaeeeabbeeeeateeeeatraeaeanraeeaanns 201






CAPITULO 4. Determinacidn de Ag con ferrita

IV.1.1. Introduccion

IV.1.1.1. La ferrita como material adsorbente en Quimica Analitica

Se conocen ocho 6xidos de hierro [1] de los que hematita(a-Fe,0s), magnetita (Fes04) y
maghemita (y- Fe,0s) centrardn nuestra atencidn debido a sus propiedades magnéticas. La
hematita es el 6xido de hierro mas estable, actiia como semiconductor del tipo n a temperatura
ambiente y es ampliamente utilizado en catdlisis, pigmentos y sensores. También se puede
utilizar en la sintesis de magnetita y maghemita. Como se muestra en la Figura IV.1.1, los atomos
de Fe* muestran coordinacion octaédrica. La magnetita (Figura 1V.1.1-B) es un éxido mezcla de
Fe?* y Fe3* (1:2) con una estructura en espinela clbico centrada donde los iones de Fe®*
presentan coordinacién octaédrica mientras que los de Fe?* muestran coordinacién tetraédrica
(Figura 1V.1.2). La maghemita (Figura IV.1.1-C) tiene una estructura cubica con los iones Fe3*

mostrando una coordinacion tetraédrica.

Figura IV.1.1: Estructuras cristalinas de hematita (a-Fe203), magnetita (FesOs) y maghemita (y- Fe203);
A a C, respectivamente. Los &tomos de O son rojos y los de Fe amarillos.

La estructura de espinela normal se ajusta a la férmula general AB>Xs, donde A es un
catidn divalente como Mg, Mn, Fe, Co, Ni, etc., B es un cation trivalente como Al, Ga, Fe, Cr, etc.
y Xes O, S, Se, etc. Una celda unitaria de espinela esta formada por 8 subceldas. Los aniones,
normalmente oxigeno, ocupan los puntos centrales del enrejado de las subceldas. El cation
divalente A ocupa un octavo de los tetraedros vacios y el catidn trivalente B ocupa la mitad de

los octaedros vacios. La férmula general se representa como como (A")*(B"),°“0,. En una
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estructura espinela invertida el ion A" ocupa los octaedros vacios mientras que los iones B"
ocupan los tetraedros vacios y la mitad de los octaedros. Se ajusta a la estructura
(B"M=t(A'BM)°tQ,. Ejemplos de estructura de espinela inversa los tenemos en el FesO4

(Fe"'(Fe"Fe)04), CoFe,04 (Fe"(Co"Fe)O4 y NiFe,04 (Fe"(Ni"Fe!")Oa.
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Figura IV.1.2: Estructura cristalina de la magnetita mostrando la coordinacién octaédrica (A),
tetraédrica (B) y ambas en forma de poliedros trasltcidos (C), donde el Fe?* forma tetraedros azul
oscuro y el Fe3* octaedros azul claro. Las esferas rojas son atomos de oxigeno.

Una de las caracteristicas mas notables de estos 6xidos dobles es su comportamiento
magnético. Los 4tomos o iones que contienen electrones apareados no presentan un momento
magnético permanente pero, ante un campo magnético aplicado, esos electrones precesan
originando un campo magnético opuesto al campo magnético aplicado. Todos los materiales
que exhiben una magnetizacién inducida opuesta al campo aplicado se llaman diamagnéticos.
Cuando los atomos o iones desapareados muestran campo magnético permanente y bajo la
influencia de un campo magnético externo tienden a alinearse en la direccién del campo se les

denomina paramagnéticos.

Cuando disminuye el tamafio de particula de los materiales paramagnéticos aparece la
relacidn superparamagnética, donde la coercitividad y la remanencia es practicamente nula [2,
3]. Esto es, la capacidad para resistir un campo magnético externo sin desmagnetizarse y la
magnetizacién que queda en un material después de retirar el campo magnético externo
tienden a desaparecer. En estas condiciones, al retirar el campo magnético las particulas vuelven

a aparecer como sin actividad magnética (sin histéresis) y se pueden dispersar comodamente.

Se han propuesto muchos procedimientos para la sintesis de nanoparticulas basadas en

oxidos de hierro [4-6] que podemaos agrupar en tres grandes categorias:
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1) Los denominados procedimientos de abajo-arriba (down-up) en donde los iones se
combinan para formar las particulas. Este bloque incluye procedimientos basados en
coprecipitacion, descomposicidén térmica, hidrotermal, solvotermal, sol-gel, pirdlisis de
pulverizados en llama, ultrasonidos, deposicidon de vapores asistidos por microondas,
microemulsiones y técnicas empleando polialcoholes. De todos ellos, los mas
ampliamente utilizados son los cuatro primeros. Estas técnicas permiten un control

eficaz del tamafio de particulas.

2) Los denominados procedimientos de arriba-abajo (top-down) en donde los materiales
se pulverizan para formar particulas de tamafio nanomérico. En este caso, las mas
habituales son los de molienda mecanica y ablacién laser. El principal inconveniente de

estas técnicas es la dificultad de producir el tamafio de particula y la forma deseados.

3) Meétodos microbianos en donde las nanoparticulas surgen de un proceso de
biomineralizacién por la presencia de bacterias magnetotdcticas que generan un
ambiente de crecimiento cristalino ultralento. Estos métodos proporcionan alto
rendimiento, buena reproducibilidad, escalabilidad y control sobre el tamafio de las

particulas y la composicidn del material resultante.

La técnica de coprecipitacion es probablemente la forma mas simple y asequible de
conseguir particulas magnéticas. Los éxidos de hierro (Fes04 0 y-Fe,0s3) se preparan a partir de

sales de Fe (Il) y Fe (Ill) en medio acuoso segun:
Fe* +2Fe* +80H — Fe,0, +4H,0

La precipitacion completa del éxido ocurre a pH comprendido entre 8 y 14 con una
estequiometria de 2:1 (Fe**/Fe?*) en un ambiente no oxidante (exento de oxigeno). El producto
de la reaccion, magnetita, no es muy estable y tiende a oxidarse para formar maghemita (y-

Fe,03) en presencia de oxigeno segun:
Fe,O, +2H 2 yFe,0; + Fe* + H,O

Sin embargo, esta oxidacidon también puede producirse en medio anaerobio ligeramente

acido, en donde el Fe?* superficial es retirado por la disoluciéon como complejo hexaaquo [7].

La principal ventaja del método de coprecipitacion es que se obtiene una gran cantidad
de nanoparticulas. Sin embargo, se dispone de poco control sobre el tamafio de las mismas. En
el proceso de coprecipitacion se involucran dos etapas. Asi, tras un breve estallido de nucleacidn
cuando la concentracion de la especie alcanza una sobresaturacion critica, sigue un crecimiento

lento de los nucleos por difusion de los solutos a la superficie del cristal. Para producir
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nanoparticulas de dxido de hierro monodispersas, estas dos etapas deben separarse; es decir,
debe evitarse la nucleacién durante el periodo de crecimiento. A pH menor de 11 el proceso de

nucleacidn es mas facil, mientras que el crecimiento aumenta a pH mayor de 11.

El factor mas influyente en el tamafio de las particulas obtenidas es la relacién molar
Fe?*/Fe3* [8]. El tamafio de las particulas aumenta con el valor de esta relacidn mientras que
disminuye el rendimiento. A relaciones bajas se forma goetita que no es magnética. Solamente
las particulas sintetizadas para relaciones entre 0,4 y 0,6 condujeron a propiedades magnéticas

intensas.

El segundo factor mds importante es la concentracién total de hierro. La evolucion de
este factor es similar a la de la relacién Fe**/Fe3* con un éptimo entre 38 y 78 mM. La fuerza
idnica y la acidez del medio también influyen en el tamafio de la magnetita. Cuando mayor sea
el pHy la fuerza iénica, menor sera el tamafio de particula y el ancho de distribucidn del tamafio
de particula, ya que estos pardmetros determinan la composicién quimica de la superficie del
cristal y, en consecuencia, la carga superficial electrostatica de las particulas. Otros factores que
también afectan al desarrollo de las particulas son la velocidad de mezcla de los reactivos, la

temperatura de trabajo y el burbujeo de nitrégeno [9].

Durante la irradiacién ultrasénica, se producen los fenédmenos fisicos de cavitacion y
nebulizacién. En la cavitacién se producen burbujas en el disolvente que acumulan la energia
difusa del ultrasonido; tras el colapso de la burbuja se libera una energia muy alta que calienta
el contenido. Esto genera la aparicién de puntos calientes transitorios donde se alcanzan
temperaturas de hasta 5000 K y 1000 bares de presion, con velocidades de calentamiento
ultrarapidas superiores a 10'° Ks'X. Complementario a la cavitacion se produce el fenémeno de
nebulizacién. Esto es la formacion de una niebla a partir del ultrasonido que pasa a través del
liguido y que incide en una interfase liquido-gas. Esto es la base de la pulverizacion ultrasénica.
Estas condiciones extraordinarias facilitan una variedad de reacciones quimicas, que
normalmente no son accesibles, lo que permite la sintesis de una amplia diversidad de

materiales nanoméricos [10].

Muchos grupos de investigacién han reconocido las ventajas del enfoque sonoquimico
sobre los métodos convencionales en la sintesis de éxidos metalicos, incluida una distribucion
de tamano mas uniforme, un drea de superficie mas alta, un tiempo de reaccidén mas rapido y
una pureza de fase mejorada. Asi, los dxidos de hierro se han sintetizados en presencia de
ultrasonidos [11-13] desde distintos medios sin que fuera necesario el empleo de atmdsfera

inerte para evitar la oxidacién de Fe (Il).
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En un intento de simplificar al maximo la obtencidn de nanoparticulas magnéticas de
ferrita se ha propuesto la combinacién del procedimiento de coprecipitacién con el empleo de
ultrasonidos en atmésfera abierta [14]. En este caso la éptima formacidon de las nanoparticulas
se consigue rapidamente para una relacién Fe?*/Fe3* 2:1, lo que resulta completamente distinto
a lo recomendado en el método de coprecipitacidn, donde la relacién dptima es de 1:2. Los
autores justifican este hecho en base a la posible oxidacién de Fe (Il) por el aire, lo que exige una
mayor concentracién para formar magnetita. De hecho, cuando se emplean relaciones 1:2 o
1:1,5 lo que se obtiene es goetita (no magnética). La formacidon de las nanoparticulas en
presencia de la muestra provoca el atrapamiento de varios iones metalicos en la estructura de
la magnetita durante su formacién. Las nanoparticulas magnéticas formadas son
superparamagneéticas, es decir, las particulas no muestran magnetismo en ausencia del campo,
pero si lo hacen en presencia de un campo magnético externo. De esta forma, la fase sélida

puede separarse facilmente evitando las etapas de filtracion y centrifugacion.

Si las particulas se forman en el seno de la muestra, es previsible que algunos iones
metadlicos se puedan incorporar dentro de la estructura en espinela de la magnetita. Sin
embargo, esto estaria limitado por la capacidad del ion de ocupar los huecos tetraédricos u
octaédricos dado su radio i6nico. Ademas, la formacidn de las nanoparticulas de hierro exige un
pH superior a 8 y, en esas condiciones, la mayoria de los metales estan formando especies
anionicas (oxi o hidroxi). En cualquier caso, también es evidente la posibilidad de retencién por
adsorcion superficial debido a interaccidn electrostatica. En este sentido, a pH superior a 7 la
carga superficial de la magnetita es negativa y, por tanto, se retendrdn especies positivas por
atraccidn electrostatica o incluso negativas por un proceso de intercambio idnico con los grupos

hidroxilo superficiales [15, 16].

A temperatura ambiente las nanoparticulas de magnetita envejecen con distinta velocidad
dependiendo del pH [17]. Este envejecimiento, que es menor en medio alcalino (pH= 11) se
manifiesta en forma de una pérdida de saturacién magnética, mucho mayor en medio acido
(pH= 2). Ademas, se ha registrado un cambio de pH para el potencial de carga cero desde 8
(recién sintetizadas) hasta 7, en particulas almacenadas en estado sélido o en suspensién
durante varios afios [18]. Cuando la magnetita se encuentra en suspensién son previsibles las

siguientes reacciones:

165



CAPITULO 4. Determinacién de Ag con ferrita

Fe—OH +H" <> Fe—OH,
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Fe—OH <> Fe-O +H" K:;:[Fe_O][H+—

Las constantes de estos equilibrios se han determinado experimentalmente [18] siendo:

log(K.})=6,6+0,1
log(K.%) =-9,1+0,1

Y por tanto el pH para el potencial de carga cero se calcula segun [19]:
PH e = 0'5{|09(K:i - |Og(K:t2 } =7,9+0,2

Por debajo de este pH la superficie de la magnetita estd cargada positivamente con una
densidad de carga creciente al disminuir el pH y aumentar la fuerza iénica del medio. Del mismo
modo, a valores de pH superior al pHp.c se produce una densidad superficial de carga negativa.
El envejecimiento de las particulas provoca un descenso, en valor absoluto, importante en la
densidad superficial de carga [18]. A valores de pH préoximos al potencial de carga cero, donde
la densidad de carga superficial es baja, se produce la agregacidn de las particulas que es tanto
mas acentuada cuando mayor es la fuerza iénica del medio debido a efecto de apantallamiento

de los electrolitos [20].

Estas consideraciones sobre la carga superficial de las nanoparticulas son importantes para

intentar comprender los mecanismos de adsorcidn de los iones metalicos.

La mayor parte de los autores recurren a la funcionalizacién de la ferrita con el fin de
conseguir mayor estabilidad y especificidad o evitar la formacion de agregados [6, 21]. En este
sentido se han propuesto recubrimientos con materiales organicos (desde grupos funcionales
sencillos hasta biomoléculas pasando por polimeros) y materiales inorganicos (silice,

compuestos de carbono, metales, éxidos metalicos y sulfuros) [6, 21, 22].

Las nanoparticulas de magnetita cony sin funcionalizacién se han utilizado para la adsorcién
de varias especies metdlicas en aguas [23-25]. En el caso de la formacidn de ferrita en la misma
disolucién que contiene los iones a retener, se han presentado resultados que indican su
capacidad para separar gran cantidad de iones metdlicos [14, 26, 27] con deteccidn posterior
mediante fluorescencia de rayos X. La formacidn de materiales compuestos de ferrita y plata
con [28, 29] o sin funcionalizar [30, 31] demuestra claramente la interaccién entre ambas

sustancias. En lo que nosotros sabemos no se ha propuesto hasta ahora el empleo de ferrita

166



CAPITULO 4. Determinacidn de Ag con ferrita

para la preconcentracién y especiacién de plata, Unicamente se ha publicado un articulo relativo
a la retencién de plata y otros elementos en nanoparticulas de ferrita recubiertas con 3-
(trimetoxisilil)propan-1-tiol modificadas con bis-mercaptoacetato de etilenglicol como

adsorbente [32] con deteccién ICP-OES.

En este trabajo se ha desarrollado un procedimiento para la sintesis rapida de
nanoparticulas de ferrita en condiciones muy accesibles y se han optimizado las condiciones

experimentales para la especiacidon de Ag(l) y Ag(0) en diversos tipos de muestras.

IV.1.1.2. Empleo de Ag (1) y Ag (0) como agentes antimicrobianos

La comercializacién de productos minimamente procesados, como son la fruta y verduras
(lavadas, peladas, cortadas, rebanadas o trituradas), ha crecido mucho recientemente. Si bien
sus beneficios para la salud son innegables, preservar la calidad, prolongar su vida util y
garantizar la seguridad microbiana son esenciales. En ocasiones, estos requisitos se han
convertido en un desafio para la industria alimentaria. De hecho gran parte de los problemas

provocados por alimentos estan relacionados con el consumo de productos frescos [33].

El envasado de estos productos ha pasado de lo que se conoce como pasivo (se aisla al
producto de los microorganismos, el oxigeno y la luz) a lo que se denomina envase activo que
incluye recubrimientos antimicrobianos, absorbentes de oxigeno, atmdsfera modificada, etc.
También lo podemos encontrar en forma de sobres o almohadillas colocados dentro del envase.
El envasado activo es una tecnologia que proporciona una interaccion positiva con el producto

o el entorno para ampliar la vida util o mejorar la seguridad alimentaria [34, 35].

Sorbato potasico, benzoato sédico, parabenos, didxido de cloro y ozono son algunos de los
antimicrobianos quimicos mas ampliamente utilizados en la conservacién de productos frescos
o minimamente procesados [33]. Con el desarrollo de la nanotecnologia, el interés por los

compuestos inorganicos (como plata, cobre, zinc y oro) a nivel de nano tamafio ha aumentado.

La nanotecnologia implica la fabricacién y el uso de materiales con tamafos de 1 a 100 nm
que tienen propiedades fisicas, quimicas, 6pticas y bioldgicas Unicas. El uso de nanoparticulas
ha brindado grandes oportunidades para el desarrollo de materiales con nuevas propiedades,
como la capacidad de oxidacidon del etileno o la eliminacidn de oxigeno. Por ejemplo, el didxido
de titanio fotoactivo puede oxidar el etileno a agua y diéxido de carbono, controlar el desarrollo
microbiano y actuar como un eliminador de oxigeno. Las nanoparticulas de plata también se han

postulado como bloqueadores de etileno en varios trabajos y como un sistema antimicrobiano
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valido para mejorar la vida util. Otras nanoparticulas con propiedades antimicrobianas son 6xido
de magnesio, cobre, dxido de zinc y nanoparticulas de oro. Estos productos se han incluido en
la pared del envase y se han probado contra microorganismos transmitidos por los alimentos o

bien se han usado directamente para conservar frutas y verduras, carne y productos lacteos.

La Tabla IV.1.1 muestra diferentes sustancias metdlicas micro y nanoestructuradas que
presentan propiedades antimicrobianas. La Administracion de los Estados Unidos para los
alimentos y medicamentos (FDA) aprobé el uso de nitrato de plata como aditivo alimentario en
botellas de agua y la Autoridad Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) concluyd que no existe
una preocupacion de seguridad para los consumidores si la migraciéon de iones de plata no
supera el limite de 0,05 mg de Ag por Kg de alimento [36]. Como se puede apreciar Cu y TiO;
también tienen un marcado efecto microbiano. Las nanoparticulas (NP) tienen un darea de
superficie proporcionalmente mayor que los compuestos microestructurados, lo que mejora las
interacciones y el rendimiento. En concreto, las nanoparticulas de plata han recibido una gran
atencién debido a los altos efectos biocidas en muchas especies diferentes de microorganismos

[37].

Tabla IV.1.1: Agentes antimicrobianos metalicos estudiados en el envasado de productos frescos y
minimamente procesados.

Especie Tamafo Material Soporte Alimento Microorganismo Ref.
AgNO3 - - Polilactida Kiwi, pina Salmonella y felina [38]
calicivirus
Cu - Nanoparticulas - Fresa Hongos [39]
de quitosano
AgNP 10-40 Alginato de Polipropileno Zanahoria Mesofilos y [40]
nm calcio psicrotrofos,
enterobacterias,
pseudomonas,
levaduras y mohos.
AgNP 10-40 - Polipropileno Kiwi, pina Mesofilos y [41]
nm psicrotrofos,

bacterias, coliformes,
bacterias de acido

lactico,
levaduras y mohos
AgNP 10-40 - Celulosa Meldn, kiwi Mesobilico aerdbico, [37]
nm moho y levadura.
TiO2 20-80 - Polietileno Pera Pseudomonas y [42]
nm rhodotorula

mucilaginosa

Uno de los nanocompuestos mas comunmente utilizado para el envasado de alimentos se
basa en el empleo de plata. Es bien conocida su elevada estabilidad y su fuerte toxicidad frente
a una amplia gama de microorganismos [43]. La plata es antihongos, antilevaduras, antivirales y

puede combinarse con polimeros no degradables y comestibles como almidén, quitosdn, agar,
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carboximetilcelulosa e hidroxipropilmetilcelulosa. La aplicacidn real de las AgNP en el envasado
de alimentos esta regulada por las autoridades de seguridad alimentaria de la UE y los EE.UU.
de manera prudente, debido a la incapacidad de hacer declaraciones concluyentes sobre su

toxicidad [44].

La eficacia antimicrobiana de una pelicula polimérica con nanoparticulas de plata esta
influenciada por diversos factores, como el tamafio de particula, la distribucién de tamaiio, el
grado de aglomeracion de particulas, el contenido de plata y la interaccidén de la superficie de
plata con el polimero [45]. La actividad antimicrobiana de las nanoparticulas de plata puede
estar relacionada con varios mecanismos, incluida la induccion de estrés oxidativo, debido a la
generacion de especies reactivas de oxigeno, que pueden causar la degradacién de la estructura
de la membrana de la célula y la liberacién de iones desde la superficie de las nanoparticulas
gue causan muerte bacteriana [46] o bien dafian las células microbianas provocando cambios

en el ADN.

Se han utilizado nanoparticulas de plata antimicrobianas en envases y contenedores de
almacenamiento para mejorar la vida util de diferentes productos alimenticios tanto
recubriendo las bandejas [40] como en almohadillas absorbentes [47]. Los iones de plata
liberados en las almohadillas absorbentes a base de celulosa en contacto con matrices vegetales
se han demostrado Utiles para controlar la poblacién de microorganismos relacionados con el
deterioro del producto fresco. Ademas, la presencia de almohadillas absorbentes cargadas con
plata retardd la senescencia del material fresco, presentando crecimientos de levadura
notablemente mas bajos y valores Brix mucho mas bajos [48]. Otros recubrimientos como
polivinilpirrolidona, gel de agar y alginato de calcio condujeron a buenos resultados y ademas,
las muestras empaquetadas con el recubrimiento activo parecian estar mejor conservadas

desde un punto de vista sensorial [34].

Ademas de las propiedades antimicrobiales de las nanoparticulas de plata también son de
destacar sus propiedades como insecticida, lo que ha provocado su empleo en el sector desde
hace muchos afios. Recientemente, ha aumentado el interés en el uso de pesticidas inorganicos,
como los que contienen Ag NPs. Los fabricantes de estos productos anticipan que estos nuevos
pesticidas tendran una mayor eficacia en el campo, lo que posteriormente disminuird la
liberacion de pesticidas a través de la deriva ambiental o de “rociado” y la escorrentia de aguas
pluviales. La produccidn global de AgNPs se estima en 500 toneladas por afio y se anticipan

aumentos significativos en el futuro [49].

169



CAPITULO 4. Determinacién de Ag con ferrita

Es muy importante para la seguridad del consumidor evaluar los peligros y riesgos de la
migracion potencial de los componentes del envase a los alimentos. Se ha estudiado la migracion
de plata idnica o en particulas de diferentes tipos de nanocompuestos (polietileno de baja
densidad, polipropileno, cloruro de polivinilo, etc.) a alimentos [43, 50, 51]. Los resultados
mostraron que la migracién de la plata depende del alimento y de la temperatura a la que se
trate, incluso de la acidez. En medio acido y tras calentar en horno clasico se consiguen las
mayores migraciones. Sin embargo, en estos estudios encontraron que la migracidon de Ag

siempre quedod por debajo de los limites maximos permitidos en la legislacién de Unidn Europea.

También se ha estudiado la localizacidén y la especiacién de plata en una planta de cultivo
después de la exposicidn foliar. Los resultados han mostrado que las AgNPs se transfirieron en
todos los tipos de tejidos. Un procedimiento de lavado con agua ligeramente acidificada no se
mostro eficaz para eliminar una cantidad significativa de contaminacién. Por lo tanto, las AgNPs
aplicadas en los cultivos pueden transferirse potencialmente a los humanos ya que quedan
retenidas o incorporadas a los tejidos vegetales. Las AgNPs bioacumuladas pueden liberarse
pasando a la disolucién por complejacion de Ag (I) con moléculas que contienen grupos tiol. En

cualquier caso, no se detectd ningun sintoma de toxicidad en las pruebas realizadas [52].

Ademads de por estos dos mecanismos comentados (empleo de insecticidas y envases
activos), la plata puede llegar a los vegetales a través de su migracién por el suelo. En efecto, el
empleo de biosdlidos (residuos organicos sélidos, semisélidos o liquidos que resultan del
tratamiento de las aguas residuales) puede introducir en el suelo nanoparticulas de plata
sulfuradas, Ag.S-NP. Se ha encontrado que la absorcidon de plata por parte de la planta del suelo
modificado con biosélidos que contenian Ag,S-NP fue muy baja [53]. Sin embargo, la fertilizacion
con tiosulfato de amonio y cloruro de potasio aumenta significativamente las concentraciones
de plata en las raices y brotes de las plantas. La extension del efecto depende del tipo de plata,
siendo muy baja la biodisponibilidad si se encuentra como Ag,S-NP. El riesgo potencial de AgNPs
en suelos es bajo; incluso en las plantas que tenian las concentraciones mas altas de plata (Ag*
+ tiosulfato), solo el 0,06% de la plata afiadida se encontré en las partes comestibles de las

plantas. Este estudio sugiere que el riesgo potencial de AgNPs para las plantas es muy bajo.

Todos estos antecedentes demuestran la importancia actual de disponer de procedimientos
analiticos de elevada sensibilidad que permitan la determinacidn de plata, y si es posible la
discriminacidn entre Ag(0) y Ag(l) a muy bajos niveles. En este apartado se presenta el estudio
realizado por nuestra parte para poner a disposicién de cualquier laboratorio un procedimiento

para tal finalidad. Como se vera a continuacién, la combinacién de un procedimiento de
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microextraccion dispersiva en fase sdlida con ETAAS consigue el propdsito con sensibilidad

extrema.

IV.1.2. Parte experimental

V.1.2.1. Instrumentacion

Se ha utilizado un espectrometro de Absorcidon Atdmica Perkin Elmer modelo 600 (Perkin-
Elmer, Shelton, USA) como el que se muestra en la Figura IV.1.3 equipado con un sistema de
correccion de absorcion de fondo basado en el efecto Zeeman. El equipo consta ademas de un
atomizador para tubos de grafito de calentamiento transversal (THGA) y un automuestreador
modelo AS-800. Los tubos de grafito pirolitico utilizados disponen de plataformas de L'Vov y se
compraron directamente al fabricante del equipo (referencia B050-4033). Se utilizé gas argoén
como gas inerte a un flujo constante de 250 mL min? en todas las etapas del programa de
calentamiento, excepto durante la de atomizacion, en la que el flujo de gas interno se detuvo.
Las medidas se realizaron utilizando una lampara de catodo hueco de plata (Perkin EImer) como

fuente de radiacién. Los pardmetros instrumentales aparecen resumidos en la Tabla IV.1.2.

Tabla IV.1.2: Parametros instrumentales y programa de calentamiento

Parametro

Corriente de la ldmpara, mA 8

Longitud de onda, nm 328,1

Rendija, nm 0.7

Atomizador Transversal con plataforma de L'Vov
Volumen de muestra inyectado, pL 20

Modificador quimico 20 pul de Pd(NOs)2 de 500 mg/L
Volumen de muestra, mL 10

Programa de calentamiento

Paso Temperatura, °C Rampa, °C/s Mantenido, s
1: Secado 110 10 20

2: Secado 130 15 30

3: Calcinacién 400 10 20

42: Atomizacién 1900 0 5

5: Limpieza 2450 1 3

2 Flujo de argén 250 mL min™ en todos los pasos, excepto durante atomizacién, donde
el flujo de gas se detuvo.

Secuencia para la determinacion de plata

A Pipeteo 10 uL de modificador quimico y se aplican los pasos 1y 2 del programa
de horno.
B Se inyectan 20 pL de muestra y se aplica el programa completo
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Los imanes permanentes compuestos de Nd-Fe-B fueron suministrados por Supermagnete
(Gottmadingen, Alemania). Para las separaciones analiticas, el iman era un solo bloque (50 x 15x
15 mm y 86 g de peso) con una resistencia de 33 kg. Para la separacién de nanoparticulas
durante la preparacion del material magnético, se utilizé un disco (35 mm de didmetro, 20 mm
de espesor y 150 g de peso) con una resistencia de 38 kg. Para el tratamiento con ultrasonidos
se utilizé un bafio de ultrasonidos ATU modelo ATM 40-0.7LC (Valencia, Espaia) de 50 W a 40
kHz. La homogeneizacion del coacervado tras la separacidn se realizé con un accesorio vortex,
modelo Reax de Heidolph (Germany). El tamafio de particula se estudié con un instrumento
Malvern Zetasizer nano zsp (Inglaterra). Para el estudio de microscopia electrdnica se utilizé un

equipo JEOL modelo JSM-6100 (Peabody, MA, USA).

Figura IV.1.3: Detector (A) y tubos de grafito pirolitico con calentamiento transversal. Se muestra
un dibujo esquematico del atomizador para que se aprecie la forma de la plataforma de L'Vov (B).
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IV.1.2.2. Reactivos

Se utilizé exclusivamente agua pura (18 MQ.cm resistividad) que se obtuvo de un sistema
Millipore (Millipore, Bedford, MA). Para evitar la contaminacidn, el material de vidrio se lavé con
acido nitrico al 10 % (v/v) y después se aclard con agua antes de su uso. Perdxido de hidrégeno
del 30% v/v, acido fluorhidrico del 40 % v/v, hidrogenocarbonato de sodio, hidréxido amédnico y
nitrato de paladio () de 10 g L de alta calidad fueron usados como reactivos y se obtuvieron
de Sigma (St. Louis, MO, EE.UU.). El acido nitrico (65 %) se obtuvo de Merck (Darmstadt,
Alemania). Las suspensiones estandar de AgNPs (0,02 mg mL™) se obtuvieron de Sigma (20 nm
de tamafio de particula en disolucién acuosa que contiene citrato de sodio como estabilizador).
La disolucién estandar de plata se preparé a partir de nitrato de plata de Sigma Aldrich a la
concentraciéon de 1 g L'* en HNOs al 1%. Las disoluciones 0,2 M de FeCl,-4H,0 y 0,1 M de
FeCls-6H,0 se prepararon en agua. El resto de los productos quimicos usados se obtuvieron de

Sigma.

VV.1.2.3. Muestras estudiadas

Una vez optimizado el procedimiento se analizaron cuatro muestras de agua. Una de ellas
proviene de los surtidores de agua potable de nuestro laboratorio. Las otras tres muestras son
de agua mineral que se compraron en supermercados locales. Para comprobar la fiabilidad de
los resultados obtenidos, se analizé también el material de referencia estdndar SRM- 1640A
(agua natural) que se obtuvo del Instituto Nacional de Estandares y Tecnologia (NIST,
Gaithersburg, MD) y los materiales de referencia certificados TM-23.4 y TM-25.4 de
Environment Canada y que corresponden a muestras de agua con elementos traza fortificadas.
Los productos antibacterianos que contienen AgNPs comerciales (bayetas y estropajos) fueron
adquiridos de los supermercados locales y tiendas de productos farmacéuticos. Las diez
muestras de ensaladas comerciales y la de espinacas se compraron en supermercados locales y

corresponden a productos comerciales embolsados en atmdsfera de conservacion.

I\V.1.2.4. Sintesis del material adsorbente

Las particulas magnéticas de ferrita se obtuvieron con el siguiente procedimiento. En un tubo
de centrifuga de fondo cdénico se afladen 10 mL de agua, 0.1 mL de la disolucién de FeCl;-4H,0
0,2 My 0.1 mL de FeCl3-6H,0 0,1 M. Se mezclan y se coloca en el bafio termostético ajustado a

60 °C durante 5 min. A continuacién, se afiaden 40 puL NH,OH concentrado, se mezcla y se aplica
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ultrasonidos durante 4 min. Pasado este tiempo se separan de la fase acuosa con ayuda del iman
y se lavan con dos porciones de 1 mL de agua. Las particulas asi obtenidas se encuentran listas

para utilizarse en el procedimiento propuesto.
IV.1.2.5. Procedimiento propuesto

La muestra se ajusta a pH = 8 con ayuda de hidrogenocarbonato sédico sélido o pequefios
volumenes del mismo 1 M. Se colocan 10 mL de muestra en el tubo donde se han sintetizado las
particulas de ferrita. Se agita para favorecer el contacto durante 10 s y se aplica el imdn para
colectar el material adsorbente. Se desecha el liquido sobrenadante y se lavan las particulas dos
veces con 1 mL de agua con ayuda del iman para la separacidn. Sobre el material adsorbente se
afiaden 100 pL de agua y con ayuda de un vortex se forma una suspension que se transfiere a
un tubo eppendorf. Con ayuda del iman se separa el liquido sobrenadante que se desecha. Sobre
el material adsorbente se afiaden 100 uL de una mezcla de HF y HNOs al 80% y 4% (v/v),
respectivamente, preparados a partir de los productos comerciales. Al aplicar vortex unos pocos
segundos la ferrita se disuelve y el liquido resultante se encuentra en condiciones de llevarse al
detector aplicando el programa de calentamiento que aparece en la Tabla IV.1.2. La seiial
medida en el detector resulta proporcional a la concentracidn de Ag (1) ya que Ag(0) no se retiene

a este pH.

Para conseguir determinar el contenido de plata total es preciso oxidar Ag(0). Para ello se
toman 10 mL de muestra que se ajustan a pH= 8 con NaHCOs. La oxidacién se completa tras la
adicion de 25 plL de H,0, al 30% (v/v) en 15 min. Para eliminar el exceso de oxidante se calienta
a 80 °C durante 30 min con ultrasonidos. Una vez enfriada la muestra se encuentra en
condiciones de ser utilizada con el procedimiento recomendado arriba. El contenido de plata
medido en el detector corresponde al contenido total de plata, por diferencia conoceremos el

de Ag(0).

I\V.1.2.6. Tratamiento de las muestras estudiadas

Las muestras de agua se microfiltraron por 0,45 um y se almacenaron a 4°C hasta su analisis

que siempre fue antes de tres dias.

Los lixiviados de bayetas, estropajos y apdsitos de enfermeria se obtuvieron a partir de 16
recortes en porciones cuadradas de 1 x 1 cm de los materiales que se sumergieron en 100 mL
de agua durante 45 min a 40 °C. El liquido remanente se microfiltré y se traté como se indica en

el procedimiento recomendado.
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Para obtener el lixiviado de Ag(l) y Ag(0) de las muestras comerciales de ensalada se abrié la
bolsa e introdujeron 50 mL de agua. A continuacién, la bolsa se sellé y se mantuvo en un agitador
de vaivén durante 4 horas. Transcurrido este tiempo se recupero el lixiviado que se sometid al
procedimiento para la determinacién de estas especies. Para determinar el contenido total de
plata en la hoja se tomaron 50 g de material que se secaron a 120 °C durante 24 h. Estas
muestras se molieron y se tomaron 0,5 g que calcinaron en horno de mufla a 600 °C hasta
reducirlos a cenizas. Se afiadié 1 mL de H,0, al 30% y se calenté suavemente en placa calefactora
hasta que cesé la efervescencia. Seguidamente se afiadid 1 mL de HNOs; concentrado y se
calenté suavemente hasta casi sequedad. Finalmente se afiadieron 10 mL de agua y se calenté
suavemente hasta disolucién completa. El contenido total de plata se determiné con el empleo

de ETAAS.

IV.1.3. Resultados y discusién

Como ya hemos comentado, los procedimientos mas habituales para la sintesis de
nanoparticulas de 6xido de hierro magnéticas son el de coprecipitacién y el de descomposicion
térmica. Cuando se emplea el procedimiento de coprecipitacién se mezclan Fe (Il) y Fe (lll) en
proporcién 1:2 y atmdsfera inerte. Se aumenta el pH hasta 8 con la adicién de hidréxido aménico
o sédico y se mantienen en incubacién durante varias horas. El resultado es la obtencién de
particulas negras fuertemente magnéticas [4, 54]. Una variante de este procedimiento consiste
en el empleo de ultrasonidos a temperatura ambiente para conseguir la sintesis en medio
alcalino [14, 26, 27]. De esta forma se acorta el proceso de sintesis. Sin embargo, la relacién Fe
(I1): Fe (1) 6ptima pasa a ser de 2:1, ya que al no realizarse en un ambiente exento de oxigeno
hay una parcial oxidacion de Fe(ll) a Fe(lll). En nuestro caso hemos sustituido el empleo de un
sonotrodo en forma de cuerno de copa y temperatura ambiente por un bafio de ultrasonidos
con agua a 60 °C. El tratamiento con ultrasonidos durante 5 min permite obtener un precipitado
negro de nanoparticulas de oxido de hierro que presentan fuerte magnetismo. La sintesis
apenas dura unos minutos y las particulas obtenidas muestran una distribuciéon de tamafios

como la que aparece en la Figura 1V.1.4.

Cuando se trabaja con agua destilada las nanoparticulas de éxido de hierro se pueden
obtener mezclando 20 umoles de Fe (II) y 10 umoles de Fe (lll) en 10 mL de agua. Tras calentar
a 60 °C se afiaden 25 L de hidréxido amdénico concentrado y se someten a ultrasonidos durante
5 min. Las nanoparticulas formadas se separan facilmente con el empleo de un iman Nd-Fe-B
(disco de 35 mm de diametro, 20 mm de alto y magnetizacidn N45, de Supermagnete). Sin

embargo, cuando se emplea una disolucidn acuosa con mayor fuerza iénica estas cantidades de
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hierro y amoniaco no son suficientes y el precipitado gelatinoso formado no evoluciona a ferrita.
En estas condiciones de fuerza idnica es necesario afiadir mas cantidad de todos los reactivos.
Asi, por ejemplo, para una fuerza idnica 0,1 mol L™ resulta preciso el empleo de 60 y 30 pmoles
de Fe (Il) y Fe (lll), respectivamente, asi como 100 pL de hidroxido amdnico concentrado. Asi se
consigue la formacién de una mayor cantidad de nanoparticulas. Otros autores han utilizado
también cantidades superiores de reactivos [14, 26, 27] para la formaciéon in situ de
nanoparticulas de ferrita en medios de elevada fuerza idnica. En este sentido, se ha propuesto
el empleo de 40y 20 umoles de Fe (Il) y Fe (lll) y 1,3 mL de NH4OH concentrado por cada 10 mL
de disolucién para conseguir la formacién de nanoparticulas de ferrita al tiempo que se atrapan
gran cantidad de iones metdlicos presentes en el medio. Tras la separacién de las nanoparticulas

se consigue determinar el contenido de los iones mediante fluorescencia de rayos X [14, 26].

10
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Figura IV.1.4: Estudio del tamafio de particulas de la ferrita obtenida por el procedimiento
recomendado.

En nuestro caso queremos aprovechar las excelentes caracteristicas de las nanoparticulas de
oxido de hierro (sencillas de sintetizar, con el empleo de reactivos asequibles, de facil separacion
debido a su fuerte magnetismo, etc.) para preconcentrar Ag(l) y Ag(0) desde disoluciones
acuosas como una técnica de microextraccidn en fase sélida dispersa y, posteriormente, llevar

a cabo la retroextraccién en un pequeio volumen. Finalmente, la cuantificacién se realizara por

ETAAS.
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IV.1.3.1. Efecto del pH en la retencion de Ag(l) y Ag(0)

Las FesO4NPs sintetizadas, como se ha indicado, se lavan con dos porciones de agua de 1 mL
gue se separan del sélido tras aplicar campo magnético por decantacién y con ayuda de una
micropipeta. Si sobre estas particulas recién sintetizadas se afiaden 10 mL de agua y se agita,
tras aplicar el iman la disolucién toma un ligero color marrén consecuencia de la incompleta
separacion de las nanoparticulas de Fe3;0a4. Esto es consecuencia de la falta de electrolitos que
ayuden a la coagulacién y de esta forma facilitar la separacién magnética. La simple adicién de
una pequefia cantidad de electrolito como 25 mg de hidrogenocarbonato de sodio es suficiente

para conseguir el efecto que se aprecia en la Figura IV.1.5.

vy

Figura IV.1.5: Efecto del cambio de la fuerza idnica en
la capacidad de recoger las particulas de ferrita
obtenidas por el procedimiento recomendado.

Se ha medido el potencial de carga zero de las particulas sintetizadas a distintos valores de
pH. La Figura IV.1.6 muestra los resultados obtenidos. Como puede apreciarse, el potencial zeta
de la superficie de la particula de ferrita se mantiene en valores positivos hasta un pH de
aproximadamente 8, tal y como se habia comentado en la introduccion. A valores superiores, el
potencial zeta se hace negativo. Estas medidas se realizaron en disolucién acuosa y el pH se
ajustd con el empleo de acido nitrico e hidréxido sddico diluidos. Cuando en el medio existe la
presencia de carbonato, el potencial zeta cambia ligeramente y a pH = 8 muestra un valor de -

23.5mV.
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Se ha comprobado que estas particulas recién sintetizadas son capaces de retener tanto Ag(l)
como Ag (0) en una extensién que depende del pH del medio, de forma que podemos conseguir
condiciones selectivas. En efecto, como se aprecia en la Figura IV.1.7, donde se ha realizado un
estudio entre pH 3 y 11 con el empleo de distintas disoluciones reguladoras, a pH préximo a 8
se puede conseguir la retencién cuantitativa de Ag(l) mientras que la de Ag(0) no resulta
significativa. Hemos comprobado que la adicién de 0,3 mmoles de NaHCO3 a 10 mL de disolucién
es suficiente para ajustar el pH a 8. Esto equivale a la adicién de 300 pL de una disolucion 1 M a
los 10 mL de muestra. Valores de pH inferiores a 4 y superiores a 10 no son adecuados porque

se produce la parcial redisolucion de las nanoparticulas de ferrita.
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Figura IV.1.6: Efecto del pH en el potencial zeta de las particulas de ferrita sintetizadas aplicando el
procedimiento propuesto.

IV.1.3.2. Efecto de la masa de FesOsNPs en la retencion de Ag(l) y Ag(0)

La preparacion de las nanoparticulas de ferrita en la forma recomendada conduce a la
formacién de 2,2 mg de material que se utilizan para la retencién de especies de nuestro interés.
Se estudid la cantidad de material necesario con el fin de conseguir retenciones cuantitativas.
Para ello se prepararon suspensiones del material de las que se tomaron distintos volimenes
que se utilizaron para estudiar la retencion de 10 mL de Ag () de 20 pg/L de concentracién. Para
la obtencidn de cantidades superiores de material se recurri6 al empleo de cantidades

superiores y proporcionales de Fe (Il) y Fe (lll) durante la sintesis. La Figura I1V.1.8 muestra los
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resultados obtenidos. Como puede apreciarse, a partir de 1,3 mg de material la extraccion es
maxima y constante. Notese ademas que la concentracién ensayada es adecuada para seguir el
descenso de la concentracidn de plata en la fase acuosa, pero resulta excesiva cuando lo que se
quiere medir es la plata retenida en el sélido. Por tanto, entendemos que una cantidad de 2,2

mg, obtenida aplicando el procedimiento propuesto, es suficiente para conseguir resultados

cuantitativos.
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Figura IV.1.7: Efecto del pH en la retencion de 20 pug/L de Ag (1) y Ag (0), curvas a y b, respectivamente.

IV.1.3.3. Estudio por microscopia de barrido electrénico de las FesOsNPs

sintetizadas

Se ha realizado un estudio morfolégico de las nanoparticulas sintetizadas con ayuda de la
microscopia de barrido electrénico. Se realizaron sobre suspensiones al 0,022 % (m/v). Las
muestras se colocaron en portas de aluminio pulido con carburo de silicio y la muestra se
recubrié con platino. La Figura IV.1.9 muestra el aspecto que presentan las particulas antes y
después del proceso de microextraccion. Como puede apreciarse el aspecto morfoldgico es
similar al que se aprecia cuando las particulas muy pequefias se depositan y el sedimento se
seca. Las Figuras 1V.1.10 y IV.1.11 muestran el analisis espectrografico obtenido a partir de los

rayos X generados en la porcién de muestra marcada en las figuras, antes y después de retener
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Ag (I). Como puede apreciarse se detecta claramente la presencia de plata en el espectro de

energia dispersa.
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Figura IV.1.8: Efecto de la cantidad de ferrita en la retencién de 20 pg/L de Ag(l) aplicando el
procedimiento propuesto.

IV.1.3.4. Especiacion de Ag (1) y Ag (0)

No ha sido posible encontrar un valor de pH para conseguir la retencién cuantitativa de Ag
(0). Por tanto, se considerd la oxidacion de Ag (0) a Ag (1) a pH= 8 con el fin de introducir la menor
cantidad de reactivos en el procedimiento. Los mejores resultados se obtuvieron con el empleo
de perdxido de hidrégeno. En efecto, la adicién de una pequeia cantidad de H,0,, 25 L del
30%, permite obtener la oxidacion completa en menos de 15 minutos. La Figura IV.1.12 muestra
la evolucidn del porcentaje de extraccion con el tiempo de contacto entre Ag (0) y el H,0,. Como
puede apreciarse, 15 minutos de contacto son suficientes para conseguir la oxidacion
cuantitativa de Ag (0). Sin embargo, el peréxido de hidrégeno genera unas pequefias burbujas
que impiden la completa separacién de la fase acuosa de las nanoparticulas de ferrita porque
las agitan desde el fondo del tubo, a pesar de la accién del campo magnético. Para conseguir la
eliminaciéon completa del perdxido sin necesidad de modificar el pH se ha recurrido a calentar la

muestra a 80 °C durante 30 minutos en un bafio termostatico aplicando ultrasonidos.
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IV.1.3.5. Determinacion de la plata retenida en las nanoparticulas de ferrita

Hasta ahora las determinaciones de plata se realizaron sobre las disoluciones acuosas
tratadas con las nanoparticulas de ferrita para conseguir su adsorcidn. El siguiente paso es tratar
el material sélido con un microvolumen de disolucidon adecuada para conseguir la transferencia
de los iones de plata retenidos en las nanoparticulas de ferrita a esa nueva fase acuosa y, con

ello, la preconcentracion final del analito.

8um 10pm

Figura IV.1.9: Fotografias del estudio SEM realizado a suspensiones de ferrita antes (A) y después (B)
de retener Ag(l).

Elemento Peso,%  Atomico, %

oK 26.73 47.58

Na K 6.78 8.39

Mg K 1.45 1.70

Si K 31.26 31.69

CaK 6.85 4.87

Fe K 21.56 10.99

AglL -0.31 -0.08

PtM 8.23 1.20 : 8um * ' Electron Image 1
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Figura IV.1.10: Composicion obtenida por EDX de la zona marcada en particulas de ferrita antes de retener
Ag(l)

Elemento Peso, % Atomico, %

OK 25.17 38.64

Na K 6.30 6.63

Mg K 1.23 1.24 . ' " % spectrum 18
Si K 23.17 20.26

CakK 5.10 3.12

Fe K 23.25 10.22

AglL 231 2.08

PtM 6.45 0.81 - .
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Figura IV.1.11: Composicion obtenida por EDX de la zona marcada en particulas de ferrita después de
retener Ag(l).

Sin embargo, al intentar la retroextraccion de plata a una fase acuosa en medio acido,
encontramos elevados valores de sefal tanto en medio nitrico como clorhidrico. Estos valores
son aun mucho mas altos si lo que se introduce en el atomizador es una suspensién de las
particulas en esos medios. La Figura IV.1.13 muestra las sefiales obtenidas en la introduccién de
10 pL de suspensién correspondiente a un ensayo en blanco preparada en 100 L en distintos
medios. Como se puede apreciar, cuando el medio de suspension es agua (grafica A) la sefal
atémica corregida por el efecto Zeeman es muy elevada y la de fondo también. Estas sefiales
disminuyen en medio HNO; al 3% (v/v) (grafica B) y mucho mas en medio HF al 8% (v/v)
preparado a partir del acido comercial concentrado (grafica C). En este uUltimo caso, la ferrita se
disuelve y la suspensién desaparece para dejar un medio liquido homogéneo. En medio fluoruro
el ion Fe (lll) forma tres complejos: FeF*, FeF," y FeFs con constantes sucesivas de formacion,
de 10° 10*° y 103, respectivamente. La Figura IV.1.14 muestra la distribucién de las distintas

especies. Claramente, a las concentraciones de HF utilizados, la forma predominante serd FeFs.
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Figura IV.1.12: Efecto del tiempo de contacto entre la muestra conteniendo 20 ug/L de Ag(0) y el
medio oxidante en la magnitud de la oxidacidn y en consecuencia en la retencién de la Ag(l) en el
material adsorbente.

En principio se pensé que la interferencia se podia deber a la presencia de hierro en el
atomizador con la inyeccion de suspensiones. Se pensd que podia producirse un solapamiento
de bandas que el corrector Zeeman no fuera capaz de separar. Sin embargo, los estudios
realizados concluyeron que la introduccion de 1000 pg/L de Fe (Ill) en el atomizador no conduce
a seial medible a la longitud de onda de resonancia de la plata. Ademas, la seiial debido a hierro
medida a la longitud de onda del hierro no disminuye por la presencia de HF. Debemos por tanto
pensar que se trata de una interferencia molecular [55]. En el caso del empleo de HCl, la ferrita
de la suspensidn también se disuelve, pero mucho mas lentamente, necesita al menos 24 horas.

Sin embargo, tras su disolucion la sefial para el ensayo en blanco sigue siendo muy importante

(Figura 13-E).
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Figura IV.1.13: Perfiles de sefial obtenidos en la inyeccién de suspensiones de un ensayo en blanco
preparadas en agua, HNOs al 3%, HF al 8%, HCl al 10% v/v y en las mismas condiciones tras 24 h
(graficas A-E, respectivamente). En todos los casos la linea continua corresponde a la sefial atdmica
corregida y la discontinua a la sefial de fondo. El area de pico obtenido para la sefial atdmica aparece
en la gréfica.
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Figura IV.1.14: Distribucién de los distintos compuestos fluorurados de Fe (lIl) en funcién de la
concentracion total de fluoruro en el medio. Tomado de Sillen, L.G. and Martell, A.E., Stability
constant of Metal-ion Complexes, The Chemical Society, London, (1964).

Se estudié el efecto del empleo de distintas temperaturas de atomizacion y calcinacién en la
sefial del ensayo en blanco. La Figura IV.1.15 muestra cdmo cambia la sefial para el ensayo en
blanco preparada usando agua como medio de suspensién al cambiar la temperatura de
atomizacion. Noétese que al aumentar la temperatura de atomizacidon se produce un
adelantamiento de la sefial, cosa habitual y un descenso importante a partir de 1800 °C (gréaficas
B-D). Sin embargo, la sefial obtenida sigue siendo muy elevada y no se resuelve el problema ya

gue no se consigue descomponer a la especie absorbente.

Algo parecido ocurre con la temperatura de calcinacion. El aumento de la temperatura de
calcinacion desde 400 °C hasta 800 °C no resuelve el problema si bien disminuye, aunque no en

la medida deseada, la seial para el ensayo en blanco.

Finalmente se ensay6 el empleo de otra longitud de onda de medida para la plata para ver si
esta sefial del ensayo en blanco no se producia. En este sentido se ensayé la linea de 338,3 nm
que presenta una masa caracteristica de 0,04 mg L™ frente a 0,02 mg L™ que se obtiene a la linea
de resonancia de 328,1 nm. Los estudios realizados concluyen que a 338,3 nm la interferencia
espectral se sigue produciendo y no desaparece con el cambio de las temperaturas de

calcinacion y/o atomizacion y solamente disminuye con el empleo de HF. En efecto, como se
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puede apreciar en la Figura 1V.1.16, el aumento de la temperatura de calcinacién apenas afecta

a la sefial medida a 383,3 nm.
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Figura IV.1.15: Efecto de la temperatura de atomizacién en la sefial de un ensayo en blanco donde la
suspension se realizé en agua. Las graficas A-D se obtuvieron a 1600, 1800, 2000 y 2400 °C,
respectivamente.

Cuando se estudid el comportamiento de las suspensiones en medio HF a estas dos
longitudes de onda se comprobd que las mejores condiciones se obtienen con el empleo de la
longitud de onda de 328,1 nm. En efecto, como se puede apreciar en la Figura IV.1.17 la sefial
tanto para el ensayo en blanco, como la de fondo, es menor en presencia de HF a 328,1 nm

(gréficas Ay B, respectivamente).

187



CAPITULO 4. Determinacién de Ag con ferrita
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Figura IV.1.16: Efecto de la temperatura de calcinacidn en la sefial de un ensayo en blanco donde la
suspension se realizé en agua. La gréfica A corresponde a la obtenida a 328.1 nm a 400 °Cy las
graficas B-E se obtuvieron a 400, 600, 800 y 1000 °C, respectivamente, medidas a 338.3 nm.

Se estudio si la presencia de HF tiene efecto sobre la sefial de la plata. Se encontré que
hasta el 10 % de HF la sefial de la plata se mantiene constante durante al menos una hora. Sin
embargo, a concentraciones mas elevadas la sefial debida a la plata disminuye con el tiempo.
Asien un medio al 50 % en HF la sefial de una disolucion estandar de Ag (1) de 20 pg/L se mantuvo

constante durante al menos 90 minutos sin descenso significativo de la sefial. Sin embargo,
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cuando esta cantidad de plata se encuentra presente en un medio de la misma concentracidn
en HF pero cantidades crecientes de masa de ferrita si se observa un claro descenso en la seial
de plata. La Figura IV.1.18 resume los resultados obtenidos. Como puede apreciarse, al
aumentar la concentracién de ferrita en la suspension la seial decae y este descenso aumenta
con el paso del tiempo. Hemos comprobado que este descenso no es debido a la presencia del
hierro en la suspensidn, porque se han realizado experiencias similares con cantidades muy altas

de hierro y la seial de plata no se ha visto afectada en elevadas concentraciones de HF.

034 A

area de pico = 0.036

0,2

Absorbancia

Tiempo, s

Figura IV.1.17: Perfiles de atomizacidn (linea continua) y fondo (linea discontinua) obtenidos
utilizando un medio de suspensién en HF al 8% v/v para 328.1y 338.3 nm (gréficas Ay B,
respectivamente) correspondiente a un ensayo en blanco.

Este descenso en la sefial debida a plata en presencia de suspensiones de ferrita solamente
se aprecia a elevadas concentraciones de HF. En las condiciones recomendadas, 8 % de HF y 4
% de HNOs, la sefial debida a plata es estable en presencia de 22 mg mL? de ferrita durante al

menos 30 minutos.

En conclusion, todo parece indicar que en presencia de HF se forman fluoruros de hierro
volatiles que se pierden durante el programa de calentamiento evitando de esta forma la

interferencia encontrada.
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Figura IV.1.18: Efecto de la concentracion de ferrita en la seial de plata cuando el medio de
suspension se prepara al 50 % (v/v) en HF. La curva a corresponde a las sefiales medidas tras la

preparacion de la suspensién (t =0 min) y la curva b a las sefales medidas transcurridos 30 minutos
desde la preparacién de las suspensiones.

IV.1.3.6. Efecto de la relacion Ag(l)/Ag(0)

Las especies Ag(l) y Ag(0) se transforman mutuamente en los ecosistemas dependiendo de
las condiciones redox del medio. Se investigd si su presencia a distintas relaciones puede afectar
a los contenidos encontrados. La Tabla IV.1.3 muestra los resultados de recuperacién de ambas
especies obtenidos al variar la relacién Ag (1)/Ag (0) de 10/1 a 1/10. Como se puede apreciar, la
recuperacion de ambas especies es cuantitativa, lo que indica que el método propuesto tiene
un buen potencial de aplicacién para el analisis de especiacion de Ag(l) y Ag(0) en muestras

reales con contenidos variables.

IV.1.3.7. Efecto de otras especies en la determinacion de Ag (1) y Ag (0)

Se ha estudiado el efecto que las especies habituales en las muestras acuosas tienen en la
determinacién de Ag(l) y Ag(0) por aplicacién del procedimiento propuesto. Los iones K*, Ca?*,
Mg?*, NOs™y SO4% se toleraron hasta 1 g L' en la determinacién de ambas especies. La presencia

de cloruro a concentraciones superiores a 30 mg L provoca la obtencién de resultados por
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defecto en la determinacion de Ag(l) y Ag(0). Otras especies que pueden consumir al oxidante
en la determinacidn de Ag(0) resultaron interferentes en una concentracién superior a 20 mg L
1 como es el caso de Mn?*, Se** y As®*. Otros iones metdlicos que también pueden retenerse en
la ferrita no resultan interferentes debido a la selectividad de la técnica de deteccion, siempre

gue no se supere la capacidad de retencién del material adsorbente.

Tabla IV.1.3. Recuperacién de Ag(l) y Ag total a diferentes relaciones Ag(l)/Ag(0)

Ag(l), ng L' Ag (total), ng L*
Ag(1)/Ag(0) Encontrado®® Recuperacion, % Encontrado®® Recuperacién, %
100/5000¢ 99+5 99 5108 + 25 100
100/1000¢ 1016 101 1095 + 15 99
100/100 99+4 99 205+4 102
1000¢/100 1002 + 14 100 1109 + 4 101
5000°/100 4898 + 30 98 5092 £ 21 100

an=5
b después de la oxidacién de Ag(0) a Ag(l)
¢ diluido 50 veces después de mezclar para determinar la especie mayoritaria

Se 4 diluido 10 veces después de mezclar para determinar la especie mayoritaria ha

determinado la capacidad de adsorcién de la ferrita recientemente sintetizada a partir del
empleo de 2,2 mg de material y concentraciones crecientes de Ag(l) hasta conseguir la
saturacion. Los resultados obtenidos indican una capacidad de adsorcién de 32 mg g para Ag(l).
Este valor resulta similar o incluso superior al obtenido por otros autores que emplean

adsorbentes magnéticos con distintos reactivos funcionalizantes [32, 56].

Es sabido que el acido himico presente en aguas naturales puede asociarse a las
nanoparticulas de plata [57, 58] dificultando su retencién. También puede actuar como un
recubrimiento de la superficie del material adsorbente [59]. Para evitar este efecto se ha
propuesto el empleo de Ca?* [59] o La** [58] que se asocian al acido himico evitando su
interferencia. En nuestro caso el procedimiento propuesto tolera la presencia de hasta 10 mg L°

1 de 4cido humico sin efecto significativo en la adsorcidn de Ag(l) o Ag(0).

IV.1.3.8. Optimizacion del programa de calentamiento

La Figura IV.1.19 muestra los perfiles atémicos corregidos obtenidos en la atomizacién de la
disolucién de ferrita obtenida al aplicar el procedimiento propuesto a una muestra de 0,25 pg
L't de Ag(l). La disolucidn final se realizé en un medio al 8 % (v/v) de HF y al 4 % en HNOs (v/v).
En todos los casos la temperatura de atomizacion se mantuvo en 1600 y la temperatura de
calcinacién varié desde 200 a 800 °C (curvas a-d). La sefial de fondo no se ha presentado porque

resultdé muy pequefia en todos los casos y no aportaba informacién relevante alguna. Como
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puede apreciarse, el aumento de la temperatura de calcinacidn simplemente provoca un
adelantamiento de la atomizacién sin pérdida de drea de pico cuando la atomizacidn ocurre en
presencia de 5 ug de Pd (Il) como modificador quimico. Tomando como temperatura de
calcinacion la de 400 °C, se varid la temperatura de atomizacion entre 1200 y 2400 °C. Como se
puede apreciar en los perfiles atémicos que aparecen en la Figura 1V.1.20, al aumentar la
temperatura la sefial se mantuvo constante entre 1400 y 1900 °C, si bien el drea de pico se
mantiene constante, la altura aumenta mucho, resultando este efecto muy adecuado para
mejorar la relacion sefial/ruido. La Figura IV.1.21 muestra los valores de area de pico obtenidos
en este estudio de optimizacién del programa de calentamiento. Finalmente se han
seleccionado las temperaturas de 400 y 1900 °C como las adecuadas para la calcinacién y
atomizacion, respectivamente, tal y como aparece en la Tabla 1V.1.2 donde se presenta el

programa de calentamiento propuesto.

0,30 -

0,25 A

o0 oco

0,20 A

0,15 A

Absorbancia

0,10 A

0,05 -

0,00 A

Tiempo, s
Figura IV.1.19: Perfiles de absorbancia corregida correspondientes a 0,25 pg L de Ag(l) obtenidos a

distintas temperaturas de calcinacion (200, 400, 600 y 800 °C, curvas a-d, respectivamente) cuando la
temperatura de atomizacidn se mantuvo constante en 1600 °C.
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Figura IV.1.20: Perfiles de absorbancia corregida correspondientes a 0,25 pg L de Ag(l) obtenidos a
distintas temperaturas de atomizacién (1500, 1700 y 1900 °C, curvas a-c, respectivamente) cuando la
temperatura de calcinacion se mantuvo constante en 400 °C.
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Figura IV.1.21: Estudio de las temperaturas de calcinacién (a) y atomizacion (b) éptimas para una
disolucién de 0,25 pg L™ de Ag(l) en un medio HF al 8 % (v/v) y HNOs al 4 % (v/V).
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La Figura I1V.1.22 muestra cdmo cambian los perfiles atdmicos de una disolucion de Ag (1) de
0,25 pg L en presencia del 8 % (v/v) de HF y 4 % de HNOs (v/v) a una temperatura de
atomizacion de 1600 °C. Como se puede apreciar, el aumento en la concentracién de Pd (ll)
provoca una estabilizacidon y ensanchamiento del pico. Hemos encontrado una situacién de
compromiso con el empleo de 10 pL de Pd (Il) de 500 mg L™ como modificador quimico y una
temperatura de atomizacion de 1900 °C para evitar un ensanchamiento indeseable de la sefial

atomica.
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Figura IV.1.22: Perfiles de absorbancia corregida correspondientes a 0,25 pg L de Ag(l) obtenidos en
presencia de distintas concentraciones de Pd (l1) (0, 100, 500 y 1000 mg L%, curvas a-d,
respectivamente) cuando la temperatura de calcinacidn se mantuvo constante en 400 °Cy la de
atomizacién a 1600 °C.

I\V.1.3.9. Calibracion

Trabajando en las condiciones recomendadas en la Parte Experimental (apartado 1V.1.2) se
ha evaluado la retencion de los iones Ag(l) en las particulas de ferrita y los resultados aparecen
recogidos en la Tabla IV.1.3. Cuando disoluciones conteniendo Ag(0) se tratan con perdxido de
hidrégeno en las condiciones recomendadas, se consigue su oxidacion a Ag(l) y las prestaciones

analiticas conseguidas también aparecen recogidas en la Tabla IV.1.4. Los limites de deteccidn
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de los procedimientos propuestos se han calculado en base a tres veces el error estandar de la
estimacion lineal (3s,) y el factor de enriquecimiento se ha calculado a partir del cociente entre
las pendientes de calibracidn para plata en el medio donde se realiza la redisolucidn de las
particulas y la que se obtiene para plata en disolucién acuosa. Los valores de desviacion estandar
relativa se han calculado a partir de los resultados obtenidos al aplicar el procedimiento

propuesto a la determinacién por quintuplicado de 50 ng L™ de Ag(l) y Ag(0).

Tabla IV.1.4: Prestaciones analiticas del procedimiento propuesto

Especie Ecuacidn R2 Intervalo Factor de LOD, RSD,
medida Lineal, pg L Lineal, ug LY enriquecimiento nglL! n=5
Ag (1) area =1,92:[Ag]+0.059 10,9997 0,01-0,3 95 3 5,7
Ag (0) area =1,89:[Ag]+0.065 0,9991 0,01-0,3 95 3 5.2

La Tabla IV.1.5 muestra una comparativa del procedimiento propuesto con otros que
aparecen en la bibliografia para la determinacidén de Ag(l) o Ag(0) utilizando material magnético
con distintas técnicas de deteccion y desorcién. Como puede apreciarse, en la mayoria de los
casos se recurre a volimenes de muestra superiores a 10 mL para conseguir elevados de
enriquecimiento. La adecuacién del procedimiento a la determinacion de ambas especies no es
habitual y los LOD aqui propuestos son similares o mas altos que el que se propone en este
trabajo. En nuestra opinién es de destacar que estas cualidades analiticas se consiguen con el

empleo de un material con muy bajo tratamiento previo lo que lo hace mucho mas asequible.

IV.1.3.10. Aplicacion del procedimiento propuesto a muestras reales

El procedimiento propuesto se ha aplicado a la determinacién de Ag(l) y Ag(0) en muestras
de agua potable de grifo y embotelladas obtenidas en supermercados de la zona. Los resultados
obtenidos aparecen en la Tabla IV.1.6. En estas muestras se ha aplicado un procedimiento de
recuperacion. Como puede apreciarse, la recuperacion de ambas formas es cuantitativa en
todos los casos. No ha sido posible aplicar el procedimiento propuesto en aguas de mar debido
a la elevada concentracién de iones cloruro. Adicionalmente se ha comprobado la validez del
procedimiento propuesto mediante la determinacion del contenido de Ag(l) y Ag(0) en tres
materiales de referencia correspondientes a muestras de agua con contenido de Ag(l)
certificado. Los resultados obtenidos se incluyen en la Tabla IV.1.6 y, como puede apreciarse, no

existen diferencias significativas con los valores certificados. Todos los contenidos de Ag(0)
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medidos quedan por debajo del limite de deteccidn, por lo que se aplicé un procedimiento de

recuperacion. Como puede apreciarse los resultados de recuperacidn son cuantitativos.

Como ya se ha comentado en la introduccién de este capitulo, la creciente demanda de una
mayor vida atil de los alimentos frescos, asi como la necesidad de proteccién contra las
enfermedades transmitidas por los alimentos, han impulsado el desarrollo de envases
antimicrobianos para alimentos [35]. Entre los métodos mds eficientes, la combinacién de
envasado orgdnico-inorgdnico, es decir, nanoparticulas metalicas incrustadas en polimeros ha
demostrado ser altamente efectiva. Las nanoparticulas de plata (AgNPs), en particular, tienen
actividades antimicrobianas, anti-hongos, anti-levaduras y antivirales y se pueden combinar con
polimeros no degradables y comestibles para el envasado activo de alimentos [44, 60]. Ademas,
existe un uso cada vez mayor de nanoparticulas de plata como pesticidas para frutas y verduras
debido a las propiedades Unicas antimicrobianas e insecticidas de las particulas. Sin embargo,
las AgNPs residuales en los productos cosechados pueden transferirse a través de la cadena

alimentaria y representar un riesgo potencial para la salud publica [49].

Teniendo en cuenta esto, el procedimiento propuesto también se ha aplicado a la
determinacion de Ag(l) y Ag(0) en los liquidos de lavado de 10 tipos diferentes de ensaladas
embolsadas y comercializadas por distintas empresas. Para ello, se tomaron 50 g de la ensalada
que se colocaron en la misma bolsa. Se afiadieron 100 mL de agua al interior y se selld la bolsa.
La bolsa conteniendo la ensalada y el agua para la extraccion de Ag(l) y Ag(0) se mantuvo en
agitacién de vaivén durante 4 horas a temperatura ambiente. Con ello queremos determinar si
el liquido de lavado de las ensaladas contiene alguna de estas especies. Pasado ese tiempo se
centrifugd la ensalada en la forma habitual y el liquido se utilizé para determinar el contenido
de Ag(l) y Ag(0) por aplicacidn del procedimiento propuesto. Los resultados obtenidos aparecen
en la Tabla IV.1.6. Como puede apreciarse, los niveles de Ag(l) y Ag(0) encontrados en el liquido
de lavado son muy bajos. Ademas, la recuperacion de estas especies afiadidas antes del proceso

resulta cuantitativa.

Se ha estudiado la posible adsorcién de Ag(l) y Ag(0) en las hojas de espinacas. Sobre
porciones de hoja de espinaca se afiaden microvolimenes de Ag(l) y Ag(0). Se dejan secar a
temperatura ambiente y después de varios dias se tratan las porciones con un volumen conocido
de agua. La lixiviacion se produce por agitacion mecanica durante 4 horas. El estudio del
contenido de Ag(l) y Ag(0) en el lixiviado indica una recuperacion cuantitativa de Ag(l) mientras
que la Ag(0) se recuperd en aproximadamente el 33 %, lo que indica una fuerte adsorcién por el

material vegetal. Estos resultados son consistentes con los que aparecen en la bibliografia [49].
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Puesto que el lixiviado de las hojas de espinaca no contiene Ag(l) y Ag(0) detectables, se ha
adulterado el liquido de lixiviado con cantidades conocidas de estas especies para estudiar si
durante el proceso de lixiviado hay retencién de alguna de las especies. Los resultados obtenidos
tras 4 horas de agitacion indican la no retencidn de estas especies. Por tanto, aln en el caso de
que se hubiera utilizado en las ensaladas una disolucion de Ag(0) como liquido de lavado
conservante durante el proceso de fabricacién, seria dificil detectar la presencia de Ag(0) en los
liguidos de lavado por el consumidor. Habria que analizar el contenido total de plata en el
vegetal. Ademas, también se aprecia que la posible migracién desde el envase, en caso de
producirse no es importante. En ese sentido, se calcinaron las muestras de ensalada en horno
de mufla a 600 °C y las cenizas se disolvieron con el empleo de peréxido de hidrégeno y acido
nitrico. Se determind el contenido de plata total mediante ETAAS. Los resultados obtenidos
aparecen en la Tabla IV.1.7. El coeficiente de correlacién entre los valores de contenido de plata
total previa mineralizacion y los encontrados por lixiviaciéon es de 0,9817, lo que indica que la

plata procede del material vegetal.

Adicionalmente, el procedimiento se ha aplicado a la determinacién de Ag (l) y Ag (0) en
lixiviado en agua de algunos materiales que los fabricantes tratan con nanoparticulas de plata
para mejorar su comportamiento. En este sentido se han analizado bayetas, estropajos y
apositos de enfermeria. Los resultados obtenidos en la determinacién de los contenidos en estas
muestras, junto con los estudios de recuperacion efectuados, aparecen en la Tabla IV.1.8. Como
puede verse, el procedimiento propuesto resulta perfectamente valido para la determinacion

de estas especies en lixiviados de este tipo de materiales.

I\VV.1.4. Conclusiones

El empleo de dxidos mixtos de Fe(ll) y Fe(lll) con propiedades magnéticas, sintetizados justo
antes de su empleo como material adsorbente ofrece unas interesantes propiedades al tiempo
gue su preparacion resulta muy sencilla. Utilizando este material de tamafio nano-micro ha sido
posible realizar la especiacion de Ag(0) y Ag(l) en diversos tipos de muestras (aguas, lixiviados
de materiales enriquecidos con estas especies y liquidos de lavado de vegetales comestibles).
Para compensar la absorcién de radiacién mostrada por las particulas de ferrita en el atomizador
electrotérmico a las distintas longitudes de onda en la determinacién de plata, se propone la
introduccion del material tras su tratamiento en medio acido y en presencia de HF. Se consigue

la solubilizacidn completa del material de forma casi instantanea y su muestreo liquido.
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Tabla IV.1.6: Resultados analiticos obtenidos en la determinacion de Ag(l) y Ag(0) en

muestras de agua

Muestra

Afadido, ng L

Encontrado?, ng L

Recuperacion, %

Ag(l) Ag(0)  Agl(l) Ag (0) Ag (1) Ag (0)
Agua de grifo 0 0 17 +3 42+4 - -
50 50 664 905 98 96
100 100 1195 1455 102 103
Agua embotellada 1 0 0 21+3 <3 - -
50 50 724 525 102 104
100 100 1195 1015 98 101
Agua embotellada 2 0 0 <3 <3 - -
50 50 48 +4 525 96 104
100 100 1055 1025 105 102
Agua embotellada 3 0 0 19+3 <3 - -
50 50 703 48 +3 102 96
100 100 121+3 102 +3 102 102
SRM 1640° 0 0 80+3 <3 - -
50 50 132+4 49+3 104 98
100 100 1785 1014 98 98
SRM TM-23.4° 0 0 48 +3 <3 - -
50 50 1014 523 106 104
100 100 1455 98+4 97 98
SRM TM-25.4¢ 0 0 2243 <3 - -
50 50 734 533 102 106
100 100 120+ 4 99+3 98 99

a Valor medio de tres determinaciones * desviacién estandar

b Valor certificado: 8.017 + 0.042. [Ag] encontrada tras una dilucién 1:100
c Valor certificado: 4.78 + 0.43. [Ag] encontrada tras una dilucién 1:100

d Valor certificado: 22.0 £ 1.51. [Ag] encontrada tras una dilucién 1:1000
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CAPITULO 4. Determinacidn de Ag con ferrita

Tabla IV.1.8: Resultados obtenidos en la determinacién de Ag(0) y Ag(l)
en productos de limpieza y apdsitos

Muestra Plata lixiviada, pug g*

Ag total Ag(0) Ag(l)
Estropajo verde 0.25+0.03 0.12 £0.02 0.13+0.02
Bayeta amarilla 1.75 +£0.05 1.30+0.02 0.45+0.02
Bayeta azul 1.92 £ 0.05 1.15+0.03 0.77 £0.02
Apésito 2.09+0.04 1.46 £ 0.03 0.63+£0.03
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CAPITULO IV. Determinacion de Cr con ferrita

IV.2.1. Introduccion

Los dxidos metalicos a tamafio nanomérico (NMO), como son los de hierro, manganeso,
aluminio, titanio, magnesio y cerio ofrecen una gran area superficial y afinidad especifica para
la adsorcion de metales pesados presentes en sistemas acuosos. Sin embargo, a medida que los
Oxidos metalicos reducen su tamafio de micrdmetros a nanometros, el aumento de la energia
superficial conduce inevitablemente a una disminucion en su estabilidad. En consecuencia, los
NMO son propensos a la aglomeracidon debido a las fuerzas de Van der Waals u otras
interacciones [1], con lo que la alta capacidad y selectividad de los NMO se reduciria
considerablemente o incluso se perderia. Ademas, los NMO son inutilizables en lecho fijo o en
cualquier otro sistema de flujo continuo debido a la excesiva caida de presién (o la dificil
separacion de los sistemas acuosos) y la pobre resistencia mecanica. Para mejorar la
aplicabilidad de los NMO como sistemas de tratamiento de aguas residuales reales se pueden

impregnar en soportes porosos de gran tamafio para obtener adsorbentes compuestos [2, 3].

Estos soportes porosos incluyen carbén activado, materiales naturales, polimeros sintéticos, etc.

El empleo de NMO con propiedades magnéticas atrae cada vez mas la atencion debido a
que se pueden separar facilmente de la fase dadora mediante la accidon de un campo magnético
[4]. Como estas propiedades magnéticas se mantienen en el caso del empleo de materiales
compuestos en donde una parte es un éxido metalico magnético, la etapa de separacién resulta
muy facil, lo que es esencial para mejorar la eficiencia del trabajo y reducir los costos en el

tratamiento de aguas [5].

Los oxidos de hierro a nivel nanomérico son adsorbentes de bajo costo para la retencidn
de metales toxicos debido, por una parte, a que el hierro es uno de los elementos mas
abundantes, y por otra a que su obtencidn es un proceso bastante sencillo. Ademas, puesto que
el hierro es un elemento amigable con el medio ambiente, sus dxidos pueden afiadirse
directamente a aguas contaminadas con despreciable riesgo de contaminacién secundaria [6].
En este sentido se ha estudiado intensamente el empleo de goetita (a-FeOOH), hematita (a-

Fe»0s3), maghemita (y-Fe;03) y magnetita (Fes0a).

Los nanogeles de maghemita se pueden preparar por un método de sol-gel, es decir,
agregando disolucién de NH,OH a la mezcla de FeCl; y FeCl, en el agua purificada desoxigenada
y burbujeando con gas nitrégeno. El producto formado es un nanogel marrén-rojizo que se
puede retirar mediante un campo magnético externo. Estas nanoparticulas de maghemita
responden bien a los campos magnéticos sin ninguna magnetizaciéon permanente, debido a que

el momento de saturacidn de las particulas sintetizadas, como se ha demostrado por medidas
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del ciclo de histéresis, es similar al de las particulas voluminosas. El drea superficial del producto

liofilizado se ha estimado por microscopia de transmisidn electrdnica en 178-198 m? g,

La retencién de Cr(Vl) de muestras de agua por nano maghemita ha sido estudiada
previamente [7, 8] si bien desde una perspectiva (la de purificacién de aguas) bien distinta de la
gue aqui nos ocupa. En este caso la maxima adsorcidn se registré a pH=2,5. La capacidad de
adsorcion fue de 19,2 mg/g, muy superior a la obtenida para otros materiales. Los autores
concluyeron que durante la retencién no hay proceso redox y por tanto el mecanismo de

retencidn es de atraccidn electrostatica.

La magnetita se obtiene por un proceso de coprecipitacion quimica cuando Fe(lll) y Fe(ll)
en relacién 2:1 se mezclan en un medio alcalino proporcionado por un carbonato. El tamaiio de
particula puede disminuir sustancialmente en presencia de acido oleico pero también lo hace la
saturacidon magnética especifica [9, 10]. Para evitar la oxidaciéon del Fe(ll) por el oxigeno disuelto
se han propuesto al menos dos alternativas. Una de ellas consiste en realizar la precipitacion en
una atmdsfera de nitrégeno y sobre una disolucién en la que se ha desplazado el oxigeno con
este gas. Alternativamente se puede realizar la precipitacién sin eliminar el oxigeno disuelto
partiendo de relaciones Fe(lll):Fe(ll) del tipo 1:2 para que, a costa de la oxidacidon nos

acerquemos finalmente a la relacién ideal de 2:1.

Los NMOs se han estudiado desde multitud de variantes. Por una parte, se pueden utilizar
tal cual para la retencidon de metales y contaminantes orgdnicos [11]. Alternativamente, se
puede recubrir su superficie con reactivos funcionalizantes para conseguir mayor estabilidad,
selectividad y sensibilidad [12]. También se puede insertar en estructuras porosas para
conseguir sistemas adecuados para el tratamiento de aguas en flujo continuo [13].
Adicionalmente, se pueden utilizar como germen para la creacién de un material compuesto
qgue permite alcanzar una separacidon mas selectiva [14]. En fin, el nimero de manifestaciones
en que nos podemos encontrar los NMOs es enorme. Mas detalles sobre éste y otros similares
productos pueden verse en el capitulo IV.1 de esta Memoria. En este capitulo nos vamos a

centrar en su empleo para la retencion de las formas Cr(lll) y Cr(VI).

Como ya hemos dicho, la retencidn de Cr(VI) en magnetita ha sido ampliamente estudiada
[7, 8] desde un punto de vista de la eliminacién de los iones en agua. El pH éptimo para la
adsorcién se encontrd en 2,5 y la retencion disminuye rdpidamente al aumentar el pH. Sin
embargo, en estudios posteriores donde cambia ligeramente el procedimiento de sintesis del
material adsorbente, el pH 6ptimo se encontré casi constante en el intervalo de 2 a 5 [15] o

superior [16]. La otra especie quimica de cromo, mas abundante y mucho menos téxica, Cr(lll)
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también se ha estudiado en cuanto a su retencién en magnetita. Se ha observado que la
retenciéon de Cr(lll) resulta cuantitativa entre pH 4 y 6, maximo valor estudiado. En otro estudio

el intervalo dptimo de retencién para Cr(lll) se amplié hasta pH=9 [17].

La magnetita contiene Fe(ll) y en su superficie se pueden presentar grupos FeOH*,
Fe(OH),° y Fe(OH);™ al aumentar el pH [18]. Como ya hemos comentado, la carga superficial de
la magnetita es positiva desde medios acidos hasta pH en el intervalo de 7,5-8. Por encima de
este pH toma carga negativa. La Figura IV.2.1 muestra el comportamiento de Cr(lll) y Cr(VI) en
medio acuoso dependiendo del potencial redox y del pH [19]. En medio acido estd favorecida la
forma Cr(lll) mientras que en medio alcalino el potencial redox decrece y la forma mds estable
es la de Cr(Vl). Por tanto, si bien la retencién de Cr(VI) puede explicarse por atraccion
electrostatica, este argumento no seria vélido para la retencién de Cr(lll). EIl mecanismo de
adsorcion de Cr(lll) propuesto supone el intercambio de Cr(lll) por Fe(lll) de la magnetita, un
proceso termodinamicamente favorable [20, 21] o la adsorcién por campos de fuerzas de

valencia [22].

Para aumentar las prestaciones de la magnetita y/o maghemita se recurre a utilizar el
oxido de hierro como base para soportes de otros materiales activos. En este sentido se puede
recurrir al simple recubrimiento de la ferrita con acido decandico [23], 2-(propilamino etil)
ditiocarbamato [24] o almidén [25] o a la fijacién de reactivos en su superficie mediante enlaces
qguimicos (funcionalizacidon) como puede ser p-nitro anilina [12]. En otros casos se recurre a la
formacién de materiales compuestos por Oxidos de hierro, manganeso y aluminio
funcionalizados con 3-(2-amino etil amino) propil trimetoxisilano [26] o no [27], oxido de
circonio [28] y, sobre todo silicio, pues el tratamiento del éxido de hierro con un reactivo
silanizante como puede ser tetraetilortosilicato [29] provoca un recubrimiento muy reactivo que
permite la funcionalizacidn con otros compuestos para conseguir mayor especificidad [30] en
un proceso sencillo que se esquematiza en la Figura IV.2.2. No siempre se consigue el
recubrimiento de las particulas individuales, sino que a veces se produce encapsulado de
particulas dentro de una cubierta de silice como se puede apreciar en la Figura IV.2.3. El
decorado superficial con grupos hidroxilo, fundamental para conseguir facilmente Ia
funcionalizacidn, se puede alcanzar tratando las particulas con una mezcla de acido sulfurico y

peréxido de hidrégeno en ultrasonidos.
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Figura IV.2.1. Efecto del pH y el potencial en la predominancia de las especies de Cr(lll) y Cr(VI)
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Figura 1V.2.2. Sintesis del nanocompuesto de ferrita recubierta de SiO2 y funcionalizada con acido malico
[31].
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FeCl, -6H,0
+ NH4CI)“I-2I/HZO
FeCl,-4H,0

Figura IV.2.3. Sintesis del nanocompuesto de ferrita recubierta de SiO2 y decorado con grupos
hidroxilo [32].

Trabajando con recubrimientos de silicio se han propuesto procedimientos para la
determinacidn de Cr(VI) sin funcionalizar [29] y funcionalizando con triazina [33]. En otros casos
el producto formado resulta adecuado para la retencién de Cr(lll), como es el que resulta del
empleo como reactivo funcionalizante de N-(2-aminoetil)-3-aminopropiltrimetoxi-silano [30],

acido 3-mercapto propidnico [34] o zincén [35].

En otros materiales la cubierta de silicio ha sido sustituida por materiales de carbono que
aportan una excelente base para aumentar las caracteristicas adsorbentes y desarrollar
procesos de funcionalizacidn. En este sentido se han utilizado materiales compuestos formados
por ferrita y celulosa para la retencién de Cr(VI) [36, 37], quitosan funcionalizando con cisteina
y glutaraldehido [14], nanotubos de carbono [38-40] y compuestos de la famila del grafeno como

el 6xido de grafeno [41, 42], 6xido de grafeno funcionalizado con imidazolio [43] y grafito [44].

Para obtener materiales compuestos de nanotubos de carbono y magnetita es preciso
tratar previamente los nanotubos en un medio nitrico o sulfurico a 70 °C o ultrasonidos durante
3-12 h. Asi, se consigue la formacion en la superficie de gran cantidad de grupos carboxilo. La
sintesis de la magnetita en una suspension de estos nanotubos conduce a un material
compuesto de tipo magnético que puede funcionalizarse. En la Figura IV.2.4 se muestra un
proceso de funcionalizacién con polietilen imina que permite la determinacién de Cr(VI) a

pH=5,9 (el pH para el potencial de carga zero de este compuesto resulté ser de 6,5).
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Alternativamente, los nanotubos de carbono tratados para unirse a magnetita formando
MWNT@Fe;0,4 pueden suspenderse en un liquido idnico como tetra borato de 1-butil 3-metil
imidazolio. El producto formado retiene al compuesto resultante de la reaccién de Cr(VI) con

difenil carbazida, difenilcarbazona de Cr(lll), en medio acido (pH=2).

El empleo de éxido de grafeno es una alternativa interesante a los nanotubos de carbono
porque es mas barato y/o facil de sintetizar. Ademas, la decoracién con particulas magnéticas
es mucho mas sencilla pues basta con suspender el éxido de grafeno y entonces sintetizar in situ
las particulas magnéticas. La Figura IV.2.5 muestra un esquema de este proceso. A continuacion
se ha funcionalizado con trietilentetraamina [41] para conseguir una separacién secuencial de
Cr(V1) y Cr(lll) a pHs 2 y 8, respectivamente, aunque Cr(lll) no se retuvo cuantitativamente hasta

pasados 30 min.
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Figura 1V.2.4. Sintesis del nanocompuesto de nanotubos de carbono multipared y CoFe»04 funcionalizado
con polietilen imina (PEI). Tomado de [38].
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2FeCly 4 FeSO,
80 9C, 30% NHj, pH=ﬁ)

Graphene Oxide

Magnetite Graphene Oxide

Figura IV.2.5. Sintesis del nanocompuesto de 6xido de grafeno y Fe3s0s. Tomado de [41].

En un proceso de funcionalizacion mucho mas elaborado, el 6xido de grafeno magnético
puede silinizarse en primer lugar empleando tetraetilorto silicato para formar GO@Fe;0,@SiO..
A continuacidn se trata con (3-cloropropil)-trietoxisilano (3-CPTS) en tolueno para formar un
compuesto intermedio (GO@Fe;0,@Si0,@CPTS) que permite la funcionalizacién con un
tiocarbamato imidazol obtenido previamente por reaccién de 1-(3-aminopropil) imidazol con
sulfuro de carbono. La reaccién de funcionalizacion transcurre en metanol:trietil amina 1:1 a
reflujo durante 24 h [43]. La figura IV.2.6 muestra un esquema del proceso de sintesis de
nanocompuesto GO@Fe;0,@Si0,@IM, donde con IM se denota el recubrimiento resultado de

la funcionalizacion. A pH=2 se retiene Cr(VI), mientras que a pH=6 se retienen ambos.

El material compuesto GO@Fes0,4 se ha utilizado sin funcionalizar para retener Cr(VI) en
el intervalo de pH entre 2 y 3, mientras que el Cr total se determina previa oxidacion de Cr(lIl)

con permanganato potasico [42].

En un intento de simplificar el material adsorbente dotandolo de mayor asequibilidad, en
esta Memoria se presenta el empleo de magnetita sintetizada en un medio sometido a
ultrasonidos sin el empleo de atmdsfera de nitrdgeno como reactivo “fresco” para la retencion

de Cr(lll) y Cr(VI) en muestras de agua.

Como ya hemos comentado en el capitulo IV.1, el material sintetizado en estas
condiciones, presenta unas excelentes caracteristicas de adsorcion que lo hacen muy adecuado
para la retencion de especies metalicas. Al contener Unicamente Fe y oxigeno se trata de un
material amigable con el medio ambiente y cuyo desecho no supone un problema de

contaminacion. Al tiempo, se trata de una sintesis muy econdmica y sostenible porque
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solamente se genera el que se utiliza en el proceso de adsorcién. Por tanto, no tiene sentido

econdmico o de impacto ambiental plantearse aspectos como los de regeneracion del material.

GO Magnetic GO

n-Bromobutane

Imidazolium functionalized magnetic NPs

Figura IV.2.6. Sintesis del nanocompuesto de d6xido de grafeno y Fe3s0s. Tomado de [43].
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IV.2.2. Parte experimental

IV.2.2.1 Aparatos

Todas las medidas se realizaron es un espectrofotémetro de absorcidon atémica Perkin-
Elmer modelo 800 (Shelton, MA, USA) equipado con un atomizador de grafito de calentamiento
transversal, un sistema de correccion de fondo basado en el efecto Zeeman y un muestreador
de la misma marca modelo AS-800. Para la atomizacién se utilizaron tubos de grafito pirolitico
con plataforma de L'Vov suministrados por el fabricante del equipo. El gas inerte fue argén con
un caudal de 250 ml min* en todas las etapas del programa de calentamiento, excepto durante
la de atomizacién, donde se detuvo el flujo de gas interno. Se utilizé una lampara de cdtodo
hueco (PerkinElmer) a 30 mA de corriente como fuente de radiacidon. Los parametros
instrumentales utilizados aparecen resumidos en la Tabla IV.2.1. Para el tratamiento con
ultrasonidos se utilizé un bafo termostatico equipado con un generador de ultrasonidos de 50W
(ATU, Valencia, Spain) programable hasta 80 °C. Para la centrifugacion se utilizé una centrifuga
Hettich modelo EBA 200 (Tuttlingen, Germany) equipada con un rotor adecuado para tubos
conicos de 15 mL de capacidad y que puede girar hasta 6000 rpm (3461 g). Cuando fue necesario

homogeneizar se empled un vortex modelo Reax de Heidolph (Germany).

Los imanes permanentes compuestos de Nd-Fe-B fueron suministrados por
Supermagnete (Gottmadingen, Alemania). Para las separaciones analiticas, el iman era un solo
blogue (50 x 15 x 15 mm y 86 g de peso) con una resistencia de 33 kg. Para la separacion de
nanoparticulas durante la preparacion del material magnético, se utilizé un disco (35 mm de
didmetro, 20 mm de espesor y 150 g de peso) con una resistencia de 38 kg. Los estudios de
tamafio de particula se realizaron con un equipo de dispersion dindmica de luz de Malvern
modelo Zetasizer nano zsp (England). Para el estudio de microscopia electronica se utilizé un

equipo JEOL modelo JSM-6100 (Peabody, MA, USA).

IV.2.2.2 Reactivos

Se utilizd exclusivamente agua pura (18 MQ.cm resistividad) que se obtuvo de un sistema
Millipore (Millipore, Bedford, MA). Para evitar la contaminacién, el material de vidrio se lavé con
acido nitrico al 10 % (v/v) y después se aclard con agua antes de su uso. Las disoluciones estandar
de cromo (Il1) y (V1) (1000 mg mL?) fueron preparadas a partir de Cr(NOs)3-9H,0 y K2Cr,0- (Fluka,
Buchs SG, Switzerland), respectivamente, en agua, y diluidas diariamente para obtener las

disoluciones de trabajo adecuadas. Las disoluciones 0,2 M de FeCl,-4H,0 y 0,1 M de FeCls-6H,0
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se utilizaron para la preparacién de las disoluciones previa purificacion como se indica mas
adelante. El resto de los productos quimicos usados se obtuvieron de Sigma (St. Louis, MO,

EE.UU.). El acido nitrico (65 %) se obtuvo de Merck (Darmstadt, Alemania).

Tabla IV.2.1. Parametros instrumentales y programa de calentamiento

Parametro

Corriente de la ldmpara, mA 30

Longitud de onda, nm 357,9

Rendija, nm 0,7

Atomizador Transversal con plataforma de L'Vov
Volumen de muestra inyectado, puL 20

Modificador quimico ninguno

Volumen de muestra, mL 10

Programa de calentamiento

Paso Temperatura, °C Rampa, °C/s Mantenido, s
1: Secado 110 10 20

2: Secado 130 15 30

3: Calcinacion 1500 10 20

42: Atomizacion 2500 0 5

5: Limpieza 2550 1 3

2 Flujo de argén 250 mL min' en todos los pasos, excepto durante atomizacién, donde el
flujo de gas se detuvo.

IV.2.2.3 Muestras y materiales de referencia

Las dos muestras de agua embotellada se compraron en supermercados locales, el agua
potable de grifo corresponde a la que se suministra en las instalaciones de nuestro centro de
trabajo. El agua de rio proviene del rio Segura, Murcia, Espafa y la de mar del Mar Menor (Regién
de Murcia, Espafia). El agua de manantial corresponde a una muestra tomada en el manantial
“La Murta”, Cieza, Murcia, Espafia. Estas muestras se filtraron por 0,45 um y se mantuvieron en

un contenedor de plastico a 4 °C hasta que se analizaron (antes de 48h).

Adicionalmente, se utilizaron cinco materiales de referencia correspondientes a distintos
tipos de aguas. Asi se han empleado los materiales NIST 1640a (agua natural), NASS-6 (agua de
mar), TMRAIN-04 (agua de lluvia sintética), TM-23.4 (agua fortificada) y TM-25.4 (agua
fortificada a nivel bajo) con contenido certificado de cromo total y que se obtuvieron del
National Institute of Standards and Technology, National Research Council Canada y

Environment Canada (TM materials).
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IV.2.2.4 Purificacion de las disoluciones de Fe(lll) y Fe(ll)

Pese a que las disoluciones de los iones de hierro se prepararon a partir de los productos
mas puros existentes, la extrema sensibilidad del método estudiado hizo necesaria su
purificacién para disminuir el valor de los ensayos en blanco. La disolucién de Fe(lll) se purificd
a partir de una disolucién 0,1 M de la sal de Fe(lll) en HCI 9 N. Se toman 2 mL de esta disolucién
que se agitan en un tubo de centrifuga con 2 mL de n-octanol durante 10 min. Se dejan separar
las fases y se centrifuga a 4000 rpm durante 5 min. Se toma la fase organica que se coloca en
otro tubo de centrifuga. La mayor parte del Fe(lll) ha pasado a la fase organica. Para aumentar
el rendimiento se repite el proceso. La disolucidn de Fe(lll) restante se vuelve a tratar con otros
2 mL de n-octanol y tras el proceso de extraccion se combinan ambos volumenes de fase
organica. Esta fase orgdnica se trata con dos porciones consecutivas de 1 mL de agua. De esta
forma se consigue la retroextraccion del Fe(lll) a la fase acuosa exento de la mayor parte de

cromo.

Para la purificacién de la sal de Fe(ll) se recurre al empleo de la resina de intercambio
idnico de tipo anidnico débil. La resina se dispone en una minicolumay se acondiciona con agua.
El Fe(ll) contenido en la disolucidn no se retiene a su paso por la columna, pero la sefial de cromo

desciende al 25 %.

I\VV.2.2.5 Sintesis del material adsorbente

Las particulas magnéticas de ferrita se obtuvieron con el siguiente procedimiento. En un
tubo de centrifuga de fondo cénico se afnaden 10 mL de agua, 0,1 mL de la disoluciéon de
FeCl;-4H,0 0,2 M y 0,1 mL de FeCls-6H,0 0,1 M. Se mezcla y se coloca en el bafio termostatico
ajustado a 60 °C durante 5 min. A continuacién, se afiaden 40 pL de NH4OH concentrado, se
mezcla y se aplica ultrasonidos durante 4 min. Pasado este tiempo se separan de la fase acuosa
con ayuda del iman y se lavan con dos porciones de 1 mL de agua. Las particulas asi obtenidas

se encuentran listas para utilizarse en el procedimiento propuesto.

IV.2.2.6 Procedimiento propuesto para la determinacién de Cr(VI)

La muestra se lleva a pH cercano a la neutralidad con ayuda de hidrogeno carbonato
sodico sélido o pequefios volimenes del mismo 0,3 M. Se afiade NaEDTA hasta una

concentracién 0,001 M vy se calienta a 40 °C durante 15 min para conseguir la complejacidn de
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Cr(Ill). La disolucidn resultante se trata ahora como se indica en el siguiente apartado. La seial

obtenida en el detector resulta proporcional a la concentracién de Cr(VI).

IV.2.2.7 Procedimiento propuesto para la determinacion de Cr total

Se colocan 10 mL de la muestra con pH cercano a la neutralidad en el tubo donde se han
sintetizado las particulas de ferrita. Se agita para favorecer el contacto durante 10 s y se aplica
el imdn para colectar el material adsorbente. Se desecha el liquido sobrenadante y se lavan las
particulas dos veces con 1 mL de agua con ayuda del iman para la separacion. Sobre el material
adsorbente se afiaden 100 uL de agua y con ayuda de un vortex se forma una suspension. Se
toman 20 plL que se llevan al atomizador para la medida. La seial obtenida en el detector es

proporcional al contenido total de cromo.

IV.2.3. Resultados y discusion

IV.2.3.1 Ensayos preliminares

Como en el capitulo anterior utilizando ferrita, las primeras experiencias se encaminaron
hacia la retencién de Cr(VI) y Cr(llll) en ferrita sintetizada “in situ”. Para ello, sobre la muestra
conteniendo alguna de las especies de cromo, se afiadian Fe(lll) y Fe(ll) y seguidamente
amoniaco para subir el pH hasta al menos 8. Cuando se trabajaba con estandares acuosos y en
agua destilada la formacidon de las particulas magnéticas de ferrita transcurria sin problemas.
Ademas, la retencién de ambas formas de cromo era completa en las condiciones de trabajo.
Sin embargo, cuando la muestra en la que se quiere determinar alguna de las especies de cromo
contenia otros componentes la formacion de particulas magnéticas se veia alterada. En efecto,
en el caso de querer determinar el contenido de cromo en agua potable del grifo la formacién
de las particulas, que en disolucién acuosa era perfecta, no transcurria. La presencia de otras
especies en la disolucidén acuosa obtenida con agua destilada, tampoco permitia la formacién de
particulas magnéticas. Este era el caso de la adicion del complejante etileno diamino
tetraacetato sddico (EDTA). En presencia de la cantidad necesaria de este ligando para complejar

Cr(Ill) y asi evitar su retencién en la ferrita, las particulas magnéticas no se formaban.

En todas estas experiencias se utilizé la adicion de 100 pl de disoluciones 0,2 M de Fe(ll)
y 0,1 M de Fe(lll). El pH se aumentd con la adicidon de 20 puL de NH4,OH concentrado. En estas
condiciones se consigue la formacién de 2,2 mg de particulas magnéticas de ferrita. Esto supone

que si lo que se forma es Fes0y, el rendimiento de la reaccién sea del aproximadamente el 32 %.
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Este rendimiento aumenta hasta el 52% cuando se afnaden 40 pL de NH,OH concentrado. Esto
nos hizo pensar que quizas en disoluciones distintas al agua destilada se deberian utilizar los
reactivos en mayor concentracion. En las experiencias realizadas con agua del grifo, para que se
formara el material adsorbente magnético, resulté necesario doblar las concentraciones de
Fe(ll) y Fe(lll) y aumentar la cantidad de hidréxido amdnico. En estas condiciones si se conseguia
la formacién in situ de las particulas magnéticas. Pero en estas condiciones se formaba mas masa

de material adsorbente y esto suponia un serio problema.

En efecto, una vez retenidas las especies de cromo es preciso desorberlas en un
microvolumen para llevar a cabo la determinacion. De esta forma conseguiremos un elevado
factor de enriquecimiento. Sin embargo, como veremos mas adelante, no fue posible conseguir
la desorcidn cuantitativa y suficientemente rapida de las especies de cromo, con las distintas
disoluciones empleadas. Por tanto, hubo que recurrir a la introduccion de la muestra en el
atomizador en forma de suspension. En estas condiciones, la seial del ensayo en blanco
resultaba demasiado elevada para lo que seria deseable. Como veremos mas adelante, esto es
consecuencia de la presencia de cromo, fundamentalmente Cr(VI), en las sales de hierro
utilizadas. Los problemas derivados de esta circunstancia nos hicieron desechar la formacion de
ferrita in situ como material adsorbente y retornamos a la sintesis previa del material en

condiciones dptimas y su inmediato empleo cono adsorbente en las muestras.

Como ya hemos comentado en otros capitulos y se recoge en la parte experimental de
éste, la formacion previa de las particulas magnéticas se realiza en 10 mL de agua afnadiendo
100 pL de las disoluciones 0,2 M de Fe(ll) y 0,1 M de Fe(lll). La mezcla se calienta a 60 °C durante
10 min y seguidamente se afladen 20 puL de NH4OH concentrado para subir el pH, al tiempo que
se aplica ultrasonidos durante 3 min. Inmediatamente aparecen unas particulas negras con
fuertes caracteristicas magnéticas que se separan facilmente con el empleo de un iman de
neodimio. Se lavan dos veces con porciones de 2 mL de agua y estdn listas para utilizarse en la
determinacidn de cromo. Este procedimiento tiene como ventaja frente a la formacién “in situ”
que el proceso de adsorcion se puede realizar a valores de pH diferentes de los necesarios para

la formacion.

IV.2.3.2 Efecto del pH en la retencién de Cr(Ill) y Cr(VI)

Se ha estudiado el efecto del pH de la disolucidn en la que se encuentran las especies de
cromo en la retencion por parte de la ferrita recién sintetizada. Para ello se han utilizado

disoluciones estandar de cromato y Cr(lll) que se han ajustado a valores de pH entre 2 y 10 con
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ayuda de acido nitrico e hidréxido sddico. Al tratarse de particulas recién sintetizadas que no
han sufrido tratamiento térmico y por tanto envejecimiento, como es habitual en la mayoria de
los procesos de sintesis [15, 16, 45], resultan parcialmente solubles en medios 4cidos. Asi,
encontramos que a pH<4 se produce una lenta solubilizacion de la ferrita que se aprecia
visualmente por la aparicidn de una ligera coloracién marrén en las disoluciones. Los valores de
retencién obtenidos en esta zona de pH no son por tanto fiables y presentan desviaciones

estandar considerables.

En la Figura IV.2.7 que muestra los resultados obtenidos, puede apreciarse que la
retencién de Cr(VI) es alta a cualquier pH, mientras que la de Cr(lll) presenta su maximo valor a
pH comprendido entre 6 y 9. Por tanto, se ha seleccionado un pH en el entorno de 7 como valor
mas adecuado para la retencién del cromo total. Este pH se puede ajustar con la ayuda de una
reguladora de hidrogenocarbonato sédico y acido nitrico. Encontramos que la adicién de 100 plL
de esta reguladora 0,3 M es suficiente para ajustar el pH al valor deseado en la mayoria de las

muestras sin necesidad de reajustar con acidos o bases.
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Figura IV.2.7. Efecto del pH en la retencion de las formas Cr(VI) y Cr(lll) (curvasay b,
respectivamente) en ferrita recién sintetizada. La zona de pH sombreada corresponde a una parcial
disolucion de las particulas de ferrita, por lo que los datos estan afectados de una mayor variabilidad.

Como ya hemos comentado, el pH al que el potencial de carga superficial de estas

particulas se hace cero es, aproximadamente 7,9. Eso indica que por debajo de este pH la
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superficie se encuentra cargada positivamente. A valores de pH ligeramente acidos (pH<6) el

Cr(VI) se encuentra como HCrO4 y Cr,07% con los siguientes equilibrios [46]:

CrO7 +H* 22 HCrO,
2HCrO; £ Cr,0? +H,0

Los grupos hidroxilo de la ferrita estardan protonados y por tanto se ha propuesto el

mecanismo de adsorcion [47] que aparece en la Figura 1V.2.8.

+2H*

2-
{ cro; cro;

0 —
z O~ Cr //o
o Fe—o0~ 0

-H,0 ‘H,0
Fe ; O\C,— //O
+
Fe-0, 07 o

Figura IV.2.8. Mecanismo propuesto de adsorcidn en ferrita del Cr(VI). Tomado de [47].

Cuando aumenta el pH los sitios = Fe —OH evolucionan hasta =Ffe— 0" que se comporta
como una base de Lewis y puede coordinarse con el ion metalico M™ segln se aprecia en la

Figura IV.2.9.

Fe-OH —— Fe-00 —M", Fe-O-M(n1)+

Figura IV.2.9. Mecanismo propuesto de adsorcion en ferrita del Cr(Ill). Tomado de [47].

También es posible que el grupo =Fe—OH forme enlaces coordinados con el catién

metadlico adsorbido seguido de una pérdida de protones a la disolucién segun:
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” n+ +/ H
=Fe—O-H+M" @2=Fe-0Z

e —>=Fe—O0-M"" 4+ H
M n-1)+ -

Pudiéndose formar complejos polidentados para neutralizar las cargas [11].

I\VV.2.3.2 Efecto de la cantidad de material adsorbente

En lo que hemos comentado hasta ahora se utilizaba todo el material obtenido en la
sintesis previa in situ para la retencién de las especies de cromo. Sin embargo, se estudié la
cantidad de material preciso para conseguir la total retencién de las especies de cromo. El
estudio se realizé para una concentracién de Cr(VI) de 25 pg/L. La Figura 1V.2.10 muestra los
resultados obtenidos. No se observaron diferencias cuando la especie a retener es Cr(lll). Como
puede apreciarse, basta con 1 mg de material en 10 mL de muestra (0,1 mg/mL) para conseguir
la retencidn completa, lo que denota la excelente capacidad de retencién de la ferrita recién
sintetizada. Para evitar que, en muestras reales, la presencia de otras especies pudiera saturar
la capacidad de adsorcidén de la ferrita se decidié recomendar el empleo de 0,22 mg/mL de

material adsorbente, todo el que se obtiene en el proceso de sintesis recomendado en la parte

experimental.
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Figura 10. Efecto de la cantidad de ferrita utilizada para la retencién de cromo en 10 mL de una

disolucidn de 25 ug/L de Cr(VI). Este estudio de retencidn se realizo sin dejar tiempo extra de contacto
entre las particulas de ferrita y la disolucidn.
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Ademas, el proceso de retencidon es practicamente instantdneo y no requiere de tiempo
extra, basta con el que se necesita para colectar las particulas magnéticas con el iman de

neodimio.

Es importante sefialar la ventaja de utilizar el material magnético “fresco”, esto es
preparado in situ, en vez de obtenerlo por la via convencional y usarlo después para el proceso
de separacion. Este material “fresco” tiene mejores propiedades adsorptivas. Otros autores que
utilizan un material similar de sintesis convencional, indican que es necesaria la presencia de 4
mg/mL de material para conseguir una retencién del 60% de Cr(VI). Al mismo tiempo la cinética
resultd muy lenta, siendo necesarios mas de 15 min para alcanzar el 60% de retencion [11].
Resultados similares se encuentran en la bibliografia para otros casos con el empleo de ferrita
obtenida de forma convencional [15, 16], con cinéticas lentas que requieren incluso 60 min para
conseguir retenciones cuantitativas. Por el contrario, la capacidad de adsorcién de Cr(VI) del
adsorbente magnético obtenido por el procedimiento recomendado se ha calculado en 12,5
mg/g, valor que resulta similar o superior al obtenido por otros autores [47] y la retencion es

muy rapida.

IV.2.3.3 Estrategia para la especiacion

Para conseguir la especiacién se considerd el empleo de agentes complejantes que
permitieran un comportamiento diferencial entre Cr(lll) y Cr(VI). Para que el procedimiento
resultase lo mas sencillo posible se pensé en agentes complejantes adecuados a pH préximo a
la neutralidad. En este sentido se ensayaron tris(hidroximetil)Jaminometano hidrocloruro (TRIS),
acido N-[Tris(hidroximetil)metil]-2-aminoetanosulfonico (TES), acido 4-morfolinoetano
sulfonico (MES), acido N-(2-hidroxietil)piperazina-N’-(2-etanosulfonico) (HEPES), acido salicilico,
tiocianato amodnico, 2-mercapto etano sulfonato de sodio y sal sddica del acido etilenodiamino

tetraacético (EDTA). Los mejores resultados se obtuvieron con el empleo de EDTA.

El EDTA es, con mucho, el agente quelante mads utilizado en Quimica Analitica. Forma
complejos robustos del tipo 1: 1 con muchos iones metalicos, independientemente de la carga
del metal. Varios iones de naturaleza compleja o carga alta reaccionan lentamente con EDTA.
Este es el caso de los iones de Cr(lll), que se unen a las moléculas de agua tan fuertemente que
su desplazamiento por EDTA ocurre con lentitud, incluso durante el transcurso de varios dias
[48]. Se ha descrito que la velocidad de la reaccién depende de la concentracion de EDTA y de
la presencia de catalizadores como benzoato [49] o carbonato [50]. En este ultimo caso, a

valores de pH cercanos a la neutralidad, donde la concentracién de ion hidrogeno carbonato es
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maxima, se consigue la mayor velocidad en la reaccidon de complejacion. Si a ello se une un
aumento de la temperatura se puede conseguir la complejacion completa en apenas 10 min
[51]. Aunque se ha descrito la determinacidn de Cr(VI) por formacién de un complejo de Cr(lll)
con EDTA se precisa de la presencia de agentes reductores y el proceso es mas favorable en
medio moderadamente acido [52]. La estructura del complejo formado esta en controversia [53]
ya que se han detectado estructuras pentadentadas como [Cr(HEDTA)(H,0)] y hexadentadas
como [Cr(EDTA)]® [54]. La Figura 1V.2.11 muestra la distribucién propuesta para las distintas
formas en funcién del pH en donde se aprecia la existencia por parte del complejo de dos
constantes de acidez, pKa1=1,8 y pKa2=7,39. Al pH de trabajo, el complejo tendra carga negativa
y aunque la superficie de las particulas magnéticas esta cargada de forma ligeramente positiva,

no se produce la retencion del complejo en el soporte magnético.

Fraccion

Figura IV.2.11. Distribucidn de las formas del complejo de EDTA con Cr(lll) en funcién del pH. Adaptado
de [51].

En nuestro caso se ha seleccionado como pH dptimo de trabajo el valor de pH=7, lo que
se puede conseguir facilmente con el empleo de la reguladora formada por hidrogenocarbonato
y dacido nitrico. La Figura IV.2.12 muestra el efecto de la concentracion de la reguladora en la
retencién de Cr(lll) a distintos tiempos desde que se afiade el agente complejante EDTA. Como
puede apreciarse, al aumentar la concentracion de reguladora, el tiempo necesario para evitar

la retencion de Cr(lll) disminuye. Todos estos resultados se obtuvieron a temperatura ambiente.
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Se ha seleccionado una concentracién 0,03 M de reguladora que se forma a partir de la sal sédica

de hidrogenocarbonato que se ajusta a pH=7 con ayuda de 4cido nitrico.
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Figura IV.2.12. Efecto de la concentracion de la reguladora de hidrogeno carbonato en la retencion de
Cr(Ill) en presencia de EDTA 0,001 M. Las curvas a, b y c corresponden a concentraciones de
hidrogeno carbonato de 104, 103y 3-10"2 M, respectivamente.

La Figura 1V.2.13 muestra el efecto de la temperatura de calentamiento de la disolucion
de Cr(lll) y EDTA antes del proceso de adsorcién. Como puede comprobarse, el aumento de la
temperatura reduce notablemente el tiempo necesario para la complejacién completa. Hemos
seleccionado una temperatura de 60 °C como la mas adecuada. En estas condiciones, el
complejo se forma en apenas 5-10 min. Se ha descrito que en presencia de cantidades
moderadas de EDTA es posible calentar a 70 °C durante al menos 2 horas sin que haya
conversion de Cr(Vl) a Cr(lll) a pH préximo a la neutralidad [55]. En nuestro caso hemos
seleccionado una concentracién de EDTA 0,5 mM. En estas condiciones, la retencién de Cr(lll)
practicamente desaparece al pH de trabajo recomendado, consecuencia de la formacién del

complejo, mientras que la de Cr(VI) se mantiene en los valores maximos.

Asi pues, la especiacidn se realiza en dos pasos. En un primer experimento, en ausencia
de EDTA, se determina el contenido total de cromo. En otro experimento, donde la muestra se
ha tratado previamente con EDTA, se determina el contenido de Cr(VI). Por diferencia podemos

conocer el contenido en Cr(lll).
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Figura IV.2.13. Efecto de la temperatura en la retencion de Cr(lll) en presencia de EDTA 0,001 M. Las
curvas a, b y c corresponden a temperaturas de 25, 40 y 60 °C, respectivamente.

IV.2.3.4 Desorcion de las especies del cromo del material adsorbente

Una vez retenidas las formas de cromo en el material adsorbente, el siguiente paso es
conseguir su desorcién en un volumen pequeio de una fase liquida adecuada con el fin de
conseguir un elevado factor de enriquecimiento. Otros autores han conseguido elevadas
desorciones con el empleo de NaOH [7, 14, 56], HCI [23, 35] o HNOs [34]. En la mayoria de los
casos se trataba de procesos de adsorcién en un material compuesto conteniendo ferrita. Por
nuestra parte, el intento de trabajar con un medio alcalino no permitié obtener una desorcién
cuantitativa al menos en un microvolumen (100 pL). En este sentido, hemos de indicar que la
extensién de la desorcién es mucho mayor cuando el volumen de fase aceptora es elevado, pero

estas condiciones no nos interesan porque perdemos el efecto de preconcentracion.

Cuando se emplearon medios acidos se produjo la parcial solubilizacién de la magnetita.
En esas condiciones la sefial del ensayo en blanco es muy alta. Tanto mas cuanto mayor es la
solubilizacion. Esta elevada sefial para el ensayo en blanco también se aprecia cuando en el

atomizador se introduce una suspensién de la ferrita.

El motivo de esta sefial atdmica de cromo para el ensayo en blanco proviene de la

presencia de cromo como impureza en las sales de hierro utilizadas para la sintesis de la
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magnetita, fundamentalmente las sales de Fe(lll). Se ensayaron sales cloruros, sulfatos y nitratos
de la mejor calidad de distintos proveedores y la contaminaciéon por cromo no presentaba
diferencias significativas. El empleo de FeCl; sublimado tampoco permitié disminuir la sefial del

ensayo en blanco.

Para evitar este inconveniente se decidid purificar las sales de hierro de partida. En una
primera instancia se intentd eliminar el cromo de las disoluciones de hierro. Para ello se
ensayaron intercambiadores catidnicos (Dowex 50 WX8, WX2-100 y WX8-400) y anidnicos
(Amberlitas IRA-400, IRA-743, XAD 16N y Dowex 1X8-100, 1X8-200, M4195) y cartuchos de fase
solida compuestos de intercambiadores anidnicos y catidnicos fuertes para las disoluciones de

cloruro de Fe(lll) y Fe(ll).

Los mejores resultados de purificacién se consiguieron con el empleo del cartucho
Supelco DSC-SAX para la purificaciéon de Fe(lll) y la resina de intercambio Amberlita IRA-743 para
Fe(ll). En el primer caso, la sefal de cromo se redujo hasta el 10% de la original y en el segundo
hasta el 25%. Sin embargo, durante el proceso de intercambio se retiene parte del Fe(lll) y esto
modifica sustancialmente las concentraciones de las disoluciones utilizadas para la sintesis, sin
que ademas la purificacién conseguida permita alcanzar un ensayo en blanco menor de 0,4 s en
el drea obtenida como sefial atdmica de cromo. Estos experimentos se realizaron a valores de

pHde2,3,5y7.

En un intento de mejorar los resultados se ensayaron otras estrategias. Puesto que la
ferrita recién sintetizada retiene ambas formas de cromo, se pensé en emplearla para purificar
las propias disoluciones de Fe(ll) y Fe(lll) utilizadas para la sintesis. Sin embargo, las disoluciones
resultantes no condujeron a valores bajos del ensayo en blanco. También se ensayaron otras
opciones para eliminar el cromo en estas disoluciones. En ese sentido se probd la extraccién del
Cr(VI) por formacién de un compuesto neutro con fosfato de tributilo [57] y la extraccidn de
Cr(Ill) con nanoparticulas de plata [58] u 6xido de grafeno [59] con la metodologia de punto de
nube. Ninguna de ellas permitié conseguir disoluciones de Fe(lll) y Fe(ll) que condujeran a

blancos inferiores a 0,1 s de area.

Otros adsorbentes sélidos ensayados y que no condujeron a buenos resultados fueron

celulosa y carbdn activo.

Los mejores resultados se consiguieron extrayendo el Fe(lll), la disolucidon mas
contaminada, en octanol a partir de la formacion de FeCls y HFeCl, en medio 9 M en acido
clorhidrico [60]. La Figura 1V.2.14 muestra la abundancia de las formas cloruradas de Fe(lll)

dependiendo de la concentraciéon de HCI [61]. Para algunos autores, la especie extraida es
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HFeCls-5(2-octanol), pero en cualquier caso hemos comprobado experimentalmente que dos
extracciones sucesivas en 2-octanol permiten la transferencia practicamente completa de Fe(lll)
a la fase organica, mientras que las especies de cromo permanecen en fase acuosa.
Seguidamente, se puede retroextraer el Fe(lll) desde la fase organica a la acuosa en un medio
sin la presencia de HCl. En la parte experimental se detalla el proceso de purificacion de la
disolucién de FeCls. Con esta disoluciéon purificada y la que resulta de tratar la de FeCl, con el
intercambiador aniénico débil Amberlita IRA-743, se ha conseguido preparar las particulas de
ferrita de forma que el ensayo en blanco conduce a una sefial de aproximadamente 0,05 s de

area.

1.0

Fraccion

[HCI], M

Figura IV.2.14. Especies cloruradas de Fe(lll) en medios con distinta concentracion de acido
clorhidrico. Adaptado de [61].

Con este pequeno valor del ensayo en blanco resulta posible introducir suspensiones de
las particulas magnéticas en agua conteniendo las especies de cromo adsorbidas. Estas
suspensiones contienen una concentracion de ferrita de 0,22 mg/mL, lo que supone la
introduccion de 440 pg de material sélido por cada 20 pL de suspensién inyectados. La Figura
IV.2.15 muestra la sefial atémica corregida y la absorcion de fondo que se obtienen aplicando el
procedimiento propuesto. Como puede apreciarse, la sefial de fondo es perfectamente
compensada por el corrector basado en el efecto Zeeman. La cola que se observa en la sefial

atémica es tanto menor cuanto mejor es el recubrimiento pirolitico del atomizador debido a
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Figura IV.2.15. Perfiles de sefial correspondientes a la absorbancia corregida y la absorcién de fondo
del ensayo en blanco (b y c, respectivamente) y la correspondiente a la introduccién de una
suspension de ferrita obtenida aplicando el procedimiento propuesto a una disolucion conteniendo
0,3 pg/L de cromo (a).

una menor formacidn de carburos estables [62]. No se observaron problemas de acumulaciéon

de material con el empleo del programa de calentamiento recomendado.

IV.2.3.5 Programa de calentamiento

En lo que sigue se detalla la optimizacién del programa de calentamiento para la
determinacidn de cromo en suspensiones acuosas del material adsorbente. En primer lugar, se
estudio la influencia en la sefial de un modificador quimico. En este sentido se ensayaron fosfato

amonico [63], perdxido de hidrégeno [64], nitrato de magnesio [65] y nitrato de paladio [66, 67].

La sefal atémica corregida de cromo no se vio aumentada por la presencia de estos
modificadores de matriz, por lo que se decidid que su empleo era innecesario. Como se muestra
en la Figura IV.2.16 la temperatura de calcinacién que se puede utilizar es lo suficientemente
alta como para garantizar el correcto tratamiento térmico de la muestra introducida ya que la
sefial del ensayo en blanco y la absorcion de fondo se mantienen en unos valores facilmente

compensables por la instrumentacion.
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El estudio de las temperaturas éptimas de calcinacién y atomizacion obtenido cuando se
trabaja en atomizador de grafito pirolitico, calentamiento transversal y con plataforma de L'Vov
aparece en la Figura IV.2.16. El comportamiento observado para suspensiones de ferrita y
disoluciones acuosas es similar. Como se puede apreciar, una temperatura de calcinacién de
1500 °Cy la atomizacion a 2500 °C son adecuadas para llevar a cabo la determinacion. La Tabla
IV.2.1 muestra el programa de calentamiento recomendado. El proceso de secado se realiza en
dos etapas para evitar salpicaduras antes de la calcinacion. La etapa de limpieza se realiza a 2550

°C, maxima temperatura permitida en este atomizador.
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Figura IV.2.16. Sefiales correspondientes al estudio de las temperaturas de calcinacion (ay a’) y
atomizacién (b y b’). Las sefiales marcadas con a y b corresponden a la inyeccidn, aplicando el
procedimiento propuesto, de la suspensidn que resulta a partir de una disolucién de Cr de 0,26 pg L.
Las sefiales marcadas con a’ y b’ corresponden a la inyeccidn directa de una disolucién de 20 pg L.

I\VV.2.3.6 Calibracion

El procedimiento se ha optimizado para el empleo de 10 mL de fase acuosa y
suspendiendo finalmente el material adsorbente en 100 plL de agua. La inyeccion de 20 uL de
esta suspension condujo a rectas de calibrado de area de pico = 0,0549 + 1,3036:[Cr(VI)] y
absorbancia = 0,0521 + 1,3142-[Cr(lIl)], con valores de R? de 0,9910 y 0,9989 respectivamente.
El comportamiento lineal se obtuvo en ambos casos entre 0,03 y 0,4 pg/L de cromo. El limite de
deteccién, LOD, se ha calculado como la concentracién de especie que equivale a tres veces el

cociente del error estandar de la estimaciéon y la pendiente de calibracidn. Los valores
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encontrados de LOD han sido de 0,01 pg/L para Cr(Ill) y Cr(VI1). El valor de desviacién estandar
relativa encontrada para concentraciones de estas especies a 0,1 y 0,3 pg/L (cinco

determinaciones consecutivas) estuvo en el intervalo del 4,7 a 5,3%.

Las pendientes de calibracidon acuosas para Cr(lll) y Cr(VI) fueron; area de pico = 0,0060 +
0,0130:[Cr(VI1)] y &rea de pico = 0,0060 + 0,0131-[Cr(lll)], respectivamente, con valores de R? de
0,9987 y 0,9978 respectivamente. A partir del cociente de los valores de las pendientes de
calibracion acuosa y la obtenida por el procedimiento de preconcentracién podemos calcular el
factor de enriquecimiento que resulta ser de aproximadamente 100, lo que coincide con la

relacidn de volimenes de fase acuosa inicial y final.

La validez del modelo de especiacion propuesto se ha verificado estudiando la
recuperacion de Cr(VI1) y Cr(lll) desde disoluciones estandar de concentracidén conocida de estas
especies a distintas relaciones. Hemos estudiado relaciones Cr(VI1):Cr(lll) desde 50:1 a 1:50. Los
resultados obtenidos aparecen en la Tabla IV.2.2. Cuando la concentracidn de alguna especie
superd el intervalo lineal de calibracién, se diluydé convenientemente. Como puede apreciarse,

el contenido encontrado en cada caso indica una recuperacién cuantitativa.

Las caracteristicas de este procedimiento de especiacién de cromo por el empleo de
microextraccion en fase sdélida dispersiva con caracter magnético se han comparado con las
obtenidas por otros autores utilizando metodologias similares. La Tabla IV.2.3 muestra los
resultados obtenidos. Como puede apreciarse el procedimiento propuesto presenta excelentes
caracteristicas con las ventajas del empleo de un material adsorbente econédmico y de sencilla
preparacion al tiempo que excelentes valores de factor de enriquecimiento para pequefios

volumenes de muestra consumidos.

IV.2.3.7 Aplicacion del procedimiento propuesto a muestras reales

El procedimiento propuesto para la determinacién de Cr(VI) y Cr(lll) se ha aplicado a
muestras de agua de distinta naturaleza. En este sentido, se ha aplicado a una muestra de agua
potable tomada de las conducciones de nuestro centro de trabajo, una muestra de agua de
manantial, una muestra de agua del rio Segura, una muestra de agua del Mar Menor y dos
muestras de agua mineral embotellada. En todos los casos se aplicé una prueba de recuperacion
a ambas especies. Como puede apreciarse en la Tabla 1V.2.4 los resultados de recuperacion son

excelentes.
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La validez del procedimiento se ha evaluado analizando los contenidos totales de cromo
y los de las especies Cr(lll) y Cr(VI) en cuatro materiales de referencia. Cuando el contenido total
es superior al intervalo lineal de calibracion se procedié a diluir de forma conveniente. Los
resultados obtenidos aparecen en la Tabla 1V.2.5. Como puede apreciarse, el contenido

encontrado para cromo total no presenta diferencias significativas respecto del certificado.

Tabla IV.2.2. Recuperacion de Cr(VI) Cr total a diferentes relaciones Cr(Il1)/Cr(VI)

Cr(VI), ng L? Cr (total), ng L
Cr(l1)/Cr(Vl) Encontrado®® Recuperacién, % Encontradoa Recuperacién, %
100/5000° 489025 99 5102 £ 25 100
100/1000¢ 1015+ 20 101 1098 + 15 101
100/100 9+4 102 2034 100
1000d/100 102 +4 102 992 +4 99
5000c/100 983 98 5097 + 21 100

*n=5

® después de formar complejo con EDTA la especie Cr(lll).

¢ diluido 50 veces después de mezclar para determinar la especie mayoritaria
d diluido 10 veces después de mezclar para determinar la especie mayoritaria

I\VV.2.4. Conclusiones

Las particulas de ferrita sintetizadas a pH entre 8 y 9, en caliente y con ayuda de
ultrasonidos se han mostrado eficaces para la retencién selectiva de Cr(VI) y Cr(lll) a
pH=7. En presencia de EDTA, que forma un complejo robusto con Cr(lll), la adsorcién de
Cr(VI1) es selectiva. En este caso, una vez retenidas las especies de cromo en el material
sélido y separadas de la fase acuosa con el empleo de un iman de neodimio, la
determinacién se ha realizado mediante la formacion de microsuspensiones en medio
acuoso que se introducen en el atomizador como si de un liquido se tratara. Para
resolver el problema de la presencia de cromo en los éxidos de hierro, que provoca un
valor excesivo para el ensayo en blanco, se han propuesto procedimientos eficaces de
purificacion de estas disoluciones de Fe(lll) y Fe(ll). El procedimiento optimizado se ha

aplicado a la determinacién de Cr(VI) y Cr(lll) en distintos tipos de muestra de agua.
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Tabla IV.2.4. Resultados analiticos obtenidos en la determinacidn de Cr(lll) y Cr(VI) en muestras
de agua

Muestra Anadido, ng/L Encontrado?, ng/L Recuperacion, %
Cr(1l) Cr(VI)  Cr(ll) Cr(VI) Cr (total)  Cr(Ill) Cr(VI)
Agua del grifo 0 0 <LOD <LOD <LOD - -
50 50 53+4 47 5 1005 106 94
100 100 109+5 92+5 2015 109 92
Agua de 0 0 <LOD <LOD <LOD - -
manantial 50 50 514 48 +4 99+5 102 96
100 100 99 5 98+5 197 +7 99 98
Agua de mar 0 0 <LOD <LOD <LOD - -
50 50 52+4 47 +5 99+5 104 94
100 100 106 =5 93+5 199+6 106 93
Agua de rio 0 0 <LOD <LOD <LOD - -
50 50 47 +4 54+5 1015 94 108
100 100 107 £ 6 94+5 2016 107 94
Agua 0 0 <LOD <LOD <LOD - -
embotellada 1 50 50 574 52+5 1095 114 104
100 100 105+5 92+5 197 +6 105 92
Agua 0 0 6014 35+4 95+4 - -
embotellada 2 50 50 108 +5 84 +5 1876 96 98
100 100 158 +6 1327 29+7 92 97

2Valor medio de tres determinaciones + desviacion estandar

Tabla IV.2.5. Resultados analiticos obtenidos en la determinacion de Cr(lIl) y Cr(VI) en materiales de
referencia

Muestra Dilucién  Certificado Cr encontrado?, pg/L

Total, pg/L Cr(l) Cr(VI) Cr (total)
SRM 1640a 1:500 40,22 + 0,28 16,2 +0,1 26,6+ 0,2 42,8+0,1
SRMTM-23.4  1:50 6,77 £ 0,63 6,11+ 0,03 0,07 £+ 0,01 6,28 + 0,09
SRM TM-25.4  1:100 24,0 +1,73 23,2+0,1 0,09 + 0,01 23,3+0,1
NASS-6 no 0,116 £0,008 0,05 +0,01 0,05 +0,01 0,114 £ 0,003
TMRain-04 1:4 0,866+ 0,165 0,90 £ 0,05 0,02 +0,01 0,92 +0,05

2Valor medio de tres determinaciones + desviacidon estandar
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CAPITULO IV. Determinacion de As con ferrita

IV.3.1. Introduccion

El arsénico es un elemento que se puede encontrar en EL agua y cuya toxicidad depende
mucho de su forma quimica [1]. Si el agua utilizada para beber, preparar y cultivar alimentos
estd contaminada, se presenta un problema de salud publica. La exposicidon prolongada a
arsénico puede causar cancer, lesiones en la piel, enfermedades cardiovasculares,
neurotoxicidad y diabetes. La World Health Organization (WHO) y la U.S. Environmental
Protection Agency (EPA) han establecido un contenido maximo de este elemento en agua
potable de 10 pg L [2]. El arseniato predomina en ambientes aerdbicos, mientras que el
arsenito lo hace en ambientes anaerdbicos. Por otro lado, los acidos organicos como el acido
monometilarsénico, acido dimetilarsénico junto con la arsenobetaina, que son metabolitos de
compuestos inorganicos, se presentan principalmente en muestras agricolas, marinas y otras
bioldgicas. A excepcidén de las muestras muy contaminadas, la determinacion directa a niveles
de ultratraza de arsénico esta limitada debido precisamente a que la concentracidn es muy baja,

siendo imprescindible el empleo de alguna técnica de microextraccion [3, 4].

La adsorcién de estas formas de arsénico en nanomateriales finamente dispersos, puede
ser una alternativa eficaz al empleo de otras técnicas de microextraccidn liquida y/o sélida. Es
reconocido que los nanomateriales magnéticos conteniendo hierro (FNPs) poseen una gran
capacidad para retener arsénico [5] con la ventaja adicional de que tras la adsorcidn se puede

separar facilmente el material de la disolucidn aprovechando sus propiedades magnéticas [6].

Las nanoparticulas de ferrita (FNPs) son 6xidos metdélicos con estructuras de espinela
que se ajustan a la formula general AB,O,, donde A y B son iones metalicos que ocupan
posiciones tetraédricas (A) y octaédricas (B) en la estructura cristalina coordinados a dtomos de
oxigeno [7]. Si el ion trivalente es Fe (lll), su composicidn se ajusta a la férmula MFe;0,4, donde
M puede ser Mn (ll), Fe (1), Co (II), Ni (Il), Cu (1) y Zn (ll). Dependiendo de la disposicién de M y
Fe en los sitios tetraédricos y octaédricos, se consiguen propiedades fisicas y quimicas diferentes
[8]. Atendiendo a esta ocupacion, la ferrita puede tener una estructura tipo espinela normal,

inversa o mezcla. Si llamamos x al grado de inversién, se puede presentar la ferrita segun la

formula general (Mffx)(Fej)[MX“Feix]Oa. Cuando x= 0 se dice que posee estructura del tipo

espinela normal (ZnFe,04), siendo inversa cuando x= 1 (Fes304). Para valores de x intermedios
entre los mencionados tenemos una estructura mixta (MnFe,Q,). La ferrita tiene multitud de

aplicaciones en distintos campos. Cuando se utiliza para la eliminacién de contaminantes en
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aguas, la ferrita debe mostrar una gran reactividad quimica, alta capacidad de adsorcién y

razonable saturacidn magnética de forma que sea facilmente separable del medio [9].

En este sentido la sintesis de las FNPs es motivo de gran interés [10]. Existen distintos
procedimientos de obtencién de FNPs [7]. Uno de los mds utilizados por su sencillez es el de
coprecipitacion. En este procedimiento se mezclan disoluciones acuosas de metales de
transicidn trivalentes y divalentes en relacién molar 2:1, respectivamente. La formacién de las
FNPs se produce al incrementar el pH con disoluciones de hidréxido sédico o amoniaco en
agitacién vigorosa. Cuando se usa una mezcla de sales solubles de Fe (lIl) y Fe (1) se suele trabajar
en caliente y en ocasiones en atmdsfera inerte para evitar la rapida oxidacién de Fe (II) a Fe (lIl)
al pH de trabajo [11]. Las FNPs sintetizadas por este procedimiento son facilmente dispersables
en disolucion acuosa y presentan tamafio de particula inferior a 40 um, lo que ofrece gran area
superficial y propiedades superparamagnéticas (son atraidas por un campo magnético pero no
mantienen propiedades magnéticas si el campo no se aplica) [12]. Un adsorbente de estas
caracteristicas resulta muy ventajoso para la separacién de los analitos deseados de la disolucion
en la que se encuentran. Ademas, esta separacion esta facilitada por las propiedades magnéticas
que presenta el adsorbente [13]. Una descripcién mas detallada de este material puede

encontrarse en el capitulo 4.1 de esta Memoria.

Los 6xidos metdlicos a nivel nanomérico se han propuesto como eficaces adsorbentes
de especies toxicas, entre ellas las distintas formas quimicas de arsénico [14, 15]. Para la
adsorcion y determinacion de As(lll) y/o As(V) se han propuesto mayoritariamente FNPs, donde
Fe (I1) ha sido total o parcialmente sustituido por otros iones divalentes como Co [16-18], Ni [18-
21], Ba [22], Mn [17, 23], Mg [24, 25] y, en ocasiones, Al [21, 24], con el fin de ampliar su
aplicabilidad a medios de pH acido. Resulta menos habitual el empleo de Fe30, sin sustituyentes
[26-29]. En este ultimo grupo no siempre se han aprovechado las propiedades magnéticas de
las FNPs para su separacion y ésta se ha llevado a cabo mediante centrifugacién [26, 28]. Para
aumentar su selectividad, algunos autores han recurrido a fijar sobre la superficie de las FNPs
reactivos organicos con funciones especificas [4, 30-33], lo que también se puede conseguir
mediante la formacién de materiales compuestos con nucleo de ferrita recubierta de silice [34-

37] o zeolita con imidazol [38], como ya hemos discutido en los capitulos anteriores.

Una muestra del gran interés que presenta el uso de FNPs es el continuo intento de los
investigadores de desarrollar nuevas modificaciones al nucleo de ferrita con el fin de conseguir
retenciones mas rdpidas y cuantitativas. En este sentido se puede destacar el desarrollo de
nuevos materiales adsorbentes, resultado de combinar FNPs con éxido de grafeno [36, 39-41] y

liquidos idnicos [42, 43]. Todos los adsorbentes desarrollados resultan sensibles a As(lIl) y As(V)
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aunque en algunos casos no se logra la retencién cuantitativa de ambos. Después de la retencion
al pH adecuado y la separacién del material adsorbente aprovechando sus propiedades
magnéticas, se recurre a la desorcién de los analitos de las nanoparticulas y su determinacion
por ICP-MS [22, 28, 36], ICP-AES [17, 20-23, 26, 29, 35, 40, 41], fluorescencia atémica [23, 25,
27, 37, 38], absorcion atémica electrotérmica [4, 42, 44], espectrometria de absorcidn atdomica
previa generacion de hidruros [16, 34], quimioluminiscencia [24] o voltametria de onda

cuadrada [31].

Mientras que en las muestras de agua las formas mas abundantes de arsénico son As(lll)
y As(V), en bebidas preparadas a partir de extractos de plantas como el té, se ha comprobado la
presencia de otras formas metiladas, menos tdxicas como el acido monometilarsénico
[MMA(V)] y dimetilarsinico [DMA(V)]. Por tanto, la determinacién del contenido total de
arsénico no es suficiente para establecer el nivel de peligro de una bebida, sino que es preciso
realizar la especiacién de las distintas formas [45-49]. Sin embargo, esta tarea no resulta facil
pues al bajo contenido en arsénico, lo que supone que sus formas individuales se encuentran en
aun menor concentracion, hay que sumar la necesidad de tratar la muestra de forma que se
eviten procesos de interconversién. Para la especiacidon de As(lll) y As(V) se ha propuesto el
empleo de FNPs incorporadas a un liquido idnico [43], FNPs recubiertas de acido 3-
mercaptopropionico y 3-aminopropiltrietoxilano [4] y FNPs tratadas con hidréxido de doble capa
de Mg-Al [24]. En el caso de FNPs modificadas, la especie retenida en el adsorbente es As(V),
mientras que As(lll) se obtiene tras su oxidacion a As(V). En el caso de FNPs incorporadas en el
liguido idnico se ha recurrido a la extraccién en el mismo del complejo de As(lll) con pirrolidin-
ditiocarbamato de amonio [44]. El contenido de As(V) se calcula tras su reduccion con una

mezcla de ioduro y tiosulfato en medio acido.

En este trabajo se presenta un procedimiento rapido para la determinacién de arsénico
total (As(lll), As(V) y metilarsonato) y su especiacién utilizando un simple adsorbente de
nanoparticulas de ferrita recién sintetizadas con un procedimiento de co-precipitacion

simplificado. Dimetilarsinato y arsenobetaina no se retienen en las FNPs.

IV.3.2. Experimental

IV.3.2.1. Instrumentacion
Todas las medidas se han llevado a cabo con un espectrometro de absorcién atémica
Perkin Elmer modelo 800 (Walthman, MA), equipado con un atomizador de horno de grafito con

calentamiento transversal, un dispositivo corrector de fondo con efecto Zeeman y un
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automuestreador (modelo AS-800). Los tubos equipados con plataforma de L'Vov fueron de
grafito pirolitico y se obtuvieron del mismo fabricante. Como gas inerte se ha empleado argon,
con una velocidad de flujo de 250 mL min en todas las etapas, excepto en la de atomizacién en
que el flujo se detuvo. Se ha utilizado una lampara de descarga sin electrodos (Perkin Elmer)
operando a 300 mA como fuente de radiacién. Los parametros instrumentales seleccionados se

muestran en la Tabla IV.3.1.

Las medidas en espectrometria de fluorescencia atémica por generacidon de hidruros
(HGAFS) se llevaron a cabo con un espectrémetro Millennium Excalibur (PS Analytical,
Orpington, UK) operando en modo de flujo continuo, obteniéndose la sefial analitica a una
longitud de onda de 197,3 nm. Para la generacidn de hidruros, se ha utilizado una disolucién
conteniendo &cido clorhidrico 3,5 mol L%, ioduro potasico 1 % (m/v) y acido ascérbico 0,2 %
(m/v), bombeado a 9,0 mL min! y una disolucidn reductora de tetrahidroborato de sodio 0,6 %
estabilizado con hidréxido de sodio 0,075 mol L™ a una velocidad de flujo de 4,5 mol L. El argdn

fue usado como gas portador.

Con fines comparativos de los resultados obtenidos, para la digestién completa de las
muestras se hizo uso de un sistema de digestiéon por microondas (Anton Paar, Austria). Para el
tratamiento con ultrasonidos se utilizé6 un bafio de ultrasonidos ATU modelo ATM 40-0.7LC

(Valencia, Espafia) de 50 W a 40 kHz.

Los imanes permanentes compuestos de Nd-Fe-B fueron suministrados por
Supermagnete (Gottmadingen, Alemania). Para las separaciones analiticas, el iman era un solo
blogue (50 x 15 x 15 mm y 86 g de peso) con una resistencia de 33 kg. Para la separacion de
nanoparticulas durante la preparacion del material magnético, se utilizé un disco (35 mm de

didmetro, 20 mm de espesor y 150 g de peso) con una resistencia de 38 kg.

IV.3.2.2. Reactivos y muestras

Todas las disoluciones se prepararon empleando agua ultrapura (resistividad 18 MQ cm)
obtenida con un sistema Millipore (Millipore, Bedford, MA). Para prevenir la contaminacion,
todo el material de vidrio fue lavado con &cido nitrico 10 % (v/v) y enjuagado con abundante
agua. Las disoluciones estdndares de arsénico inorganico (1000 pg mL?) fueron preparadas a
partir de NaAsO, y Na,HAsO, (Fluka, Buchs, Switzerland) y conservadas en envases de PTFE a 4
OC. Las disoluciones de acido dimetilarsinico ((CHs),As(O)OH, DMA, Sigma, St. Louis, MO, USA) y
de metilarsonato de sodio (CH3AsO(ONa),-6H,0, MA, Carlo Erba, Milan, Italy) conteniendo 1000

pg mL? de arsénico, fueron preparadas en agua y conservadas de la misma forma. Las
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disoluciones diluidas fueron preparadas a partir de las anteriores. La disolucién de
arsenobetaina (AB) fue obtenida del Institute for Reference Materials and Measurements
(IRMM). Este material de referencia (BCR CRM 626) indica en su certificado que de AB contiene
1031 + 6 ug g* correspondiendo a 433 + 3 pg g de arsénico. Ademds, también se hizo uso de
2,3-dimercapto-1-propanol (BAL) y de tiosulfato de sodio de Sigma. El resto de los reactivos

quimicos utilizados fueron obtenidos de Fluka o Sigma.

Tabla IV.3.1: Parametros instrumentales y programa de calentamiento.

Parametros Valores

Corriente de lampara EDL, mA 300

Longitud de onda, nm 193,7

Ancho de banda espectral, nm 0,7

Tipo de atomizador Plataforma

Volumen de muestra inyectada, pL 20

Modificador quimico 1ugPd

Volumen de muestra, mL 10

Volumen de slurry, pL 100

Medio de suspensién 1% v/v HNO3s con 1% m/v Triton X-100

Programa de calentamiento de horno

Etapa Temperatura, °C  Rampa,s Mantenido, s
1: Secado 110 1 20

2: Secado 130 5 30

3: Calcinacion 1200 10 30

4: Atomizacion 2200 0 5

5: Limpieza 2500 1 3

@Etapa de lectura. Flujo de gas detenido.

Se compraron cinco muestras de agua embotellada en un supermercado préximo vy el
agua del grifo se recolectd del suministro principal de la Universidad de Murcia. La muestra de
agua de mar se tomé en la orilla de una playa, cerca de un puerto en el sureste de Espafia. Esta
muestra se filtré y se mantuvo en un recipiente de plastico a 4 ° C hasta que se analizdé (menos
de 48 h). Para la determinacién de arsénico en infusiones se compraron cuatro muestras de té
de distinta procedencia, dos de manzanilla, una de tila y otra de tomillo en un supermercado de

la ciudad.

Ademas, se utilizaron siete muestras de agua certificadas, NIST 1640a (agua natural),
NASS-6 (agua de mar conteniendo trazas de metales), SPS-SW2 Batch 125 (Material de
referencia para la medicidn de elementos en aguas superficiales), ERM-CA011b (agua potable),
TMRAIN-04 (agua de lluvia), TM-23.4 (agua fortificada con elementos traza) y TM-25.4 (agua
fortificada a bajo nivel) cuyo certificado indica el contenido total de arsénico y fueron obtenidas
del National Institute of Standards and Technology, National Research Council Canada,

Spectrapure Standards, European Reference Materials and Environment Canada (TM materials).
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Por otra parte, se utilizaron cuatro materiales de referencia de matriz mds compleja. En este
sentido, se utilizd DORM-4 (proteina de pescado), NCS DC73351 (té), NIST 1572 (hojas de citrico)
y NIST 1566a (tejido de ostra) con un contenido de arsénico total certificado por el National
Research Council Canada, China National Analysis Center for Iron and Steel y National Institute

of Standards and Technology, respectivamente.

Estos materiales fueron mineralizados siguiendo el procedimiento EPA 3502. Para ello,
se anadieron dcido nitrico, acido clorhidrico y peréxido de hidrégeno a 0,3 g de muestra,
introduciendo la mezcla en un horno de microondas durante 30 minutos a 260 °C para obtener

la mineralizacidn total de arsenobetaina a As(V) [50, 51].

IV.3.2.3. Sintesis de las nanoparticulas de ferrita

En un tubo de ensayo de 15 mL se colocan 10 mL de agua y se afiaden 100 plL de una
disolucidn de Fe (ll) 0,2 mol L'* y 100 pL de una disolucién 0,1 mol L de Fe (Ill). El tubo se
introduce en un bafio de agua caliente a 60 °C durante 5 minutos. La disoluciéon toma un ligero
color amarillo. Se afiaden 40 pL de disolucién concentrada de hidréxido amaénico. Se agita para
mezclary se coloca en un bafio de ultrasonidos durante 4 minutos a 80 °C. Se aplica el iman para
recoger las particulas negras de ferrita desechando el liquido sobrenadante y se lavan con dos
porciones de 1 mL de agua. Las FNPs quedan dispuestas para su empleo en alguno de los

siguientes procedimientos.

IV.3.2.4. Determinacion de arsénico total (As(lll) + As(V) + MMA)

Se ajusto el pH de la muestra a 8 utilizando NaHCOs. Se tomaron 10 mL de esta disolucidn
y se afnadieron sobre las FNPs recién sintetizadas (apartado 1V.3.2.3). Se agit6 durante 2 minutos
aplicando posteriormente el iman. Las especies de As(lll), As(V) y MMA quedaron retenidas en
las FNPs. Se descartd la disolucién sobrenadante y se lavé con dos porciones de 2 mL de agua el
material adsorbente. Descartamos los liquidos de lavado con ayuda del iman y afladimos 100 plL
de una mezcla de acido nitrico y Triton X-100 al 1 %, en ambos. Se aplicé ultrasonidos durante
10 minutos para conseguir una suspension estable. Tomamos una alicuota de 20 plL de la
suspension para llevarla al atomizador y aplicamos el programa de calentamiento que aparece

en laTablaIV.3.1.
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IV.3.2.5. Determinacién de As(V) + MMA

Se ajustd el pH de la muestra a 4 con la adicidn de acido nitrico. Se tomaron 10 mL de
esta muestra y se afiadieron 25 uL de BAL 1 mol L. Se mezcld y dejé en contacto durante 15
minutos. Se afiadié esta disolucion sobre FNPs sintetizadas recientemente (apartado 1V.3.2.3).
Se agitd durante 2 minutos y se aplicé el iman. Las especies de arsénico As(V) y MMA quedan
retenidas en las FNPs. Descartamos la disolucién sobrenadante y lavamos con dos porciones de
2 mL de agua el material adsorbente. Se descartaron los liquidos de lavado con ayuda del iman
y afadimos 100 pL de una mezcla de acido nitrico y Triton X-100 al 1 %, en ambos. Se aplicé
ultrasonidos durante 10 minutos para conseguir una suspension estable. Tomamos una alicuota
de 20 pL de la suspensién para llevarla al atomizador y aplicamos el programa de calentamiento

gue aparece en la Tabla IV.3.1.

IV.3.2.6. Determinacion de As(lIl) + As(V)

Se ajustd el pH de la muestra a 2 con la adicién de acido nitrico. Se tomaron 10 mL de
muestra y se afiadieron 500 uL de Na,S;03 0,1 mol L. Se mezcld y se dejé estar durante 15
minutos. Posteriormente, se ajusto el pH a 8 con ayuda de NaHCOs; (aproximadamente 25 mg).
Se anadié esta disolucion sobre FNPs sintetizadas recientemente (apartado IV.3.2.3). Se agito
durante 2 minutos y se aplicé el iman. Las especies de arsénico As(lll) y MMA quedan retenidas
en las FNPs. Descartamos la disolucién sobrenadante y lavamos con dos porciones de 2 mL de
agua el material adsorbente. Se descartaron los liquidos de lavado con ayuda del iman y
afiadimos 100 pL de una mezcla de acido nitrico y Triton X-100 al 1 %, en ambos. Se aplicd
ultrasonidos durante 10 minutos para conseguir una suspension estable. Tomamos una alicuota
de 20 pL de la suspension para llevarla al atomizador y aplicamos el programa de calentamiento

que aparece en la Tabla IV.3.1.

IV.3.2.7. Preparacion de las infusiones de muestras de té y otros materiales
vegetales

Se colocaron cinco bolsitas de té (aproximadamente 10 g de material vegetal) en 40 mL
de agua a 90 °C y se dejaron en contacto durante 5 minutos. El lixiviado se dejo enfriar, se
microfiltré por 0,45 um y se ajustd a un volumen final de 50 mL. Se tomaron 30 mL de esta
disolucién que se pasan por una resina de intercambio anidnico Amberlita® IRA-400 activada
con NaOH al 2 % (m/v). Las formas de arsénico quedan retenidas y el eluido se deseché. Se lavd

con 10 mL de agua. Las formas de arsénico se eluyeron con 10 mL de HNOs al 1% v/vy 10 mL de
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agua. Estas dos fracciones se combinaron y se llevaron a 30 mL con agua. Se tomaron alicuotas

de 10 mL a las que se aplicaron los procedimientos de determinacién expuestos anteriormente.

IV.3.2.8. Preparacion de las muestras de agua

Para la determinacion de As(lll) + As(V) + MMA es preciso afiadir previamente a la
aplicacién del procedimiento propuesto, 500 pL de nitrito sddico 0,1 mol L y dejarlos en
contacto durante 10 minutos. En el resto de las determinaciones se puede tomar la muestra tal

y como se recibe.

IV.3.3. Resultados y discusion

IV.3.3.1. Ensayos previos y seleccion del material adsorbente

En un trabajo previo del grupo de investigacion AlM, se ha propuesto la especiacién de
Sb (1) y Sb (V) con nanoparticulas magnéticas de plata funcionalizadas con la sal 2-
mercaptoetanosulfonato de sodio (MESNa) [52], haciendo uso de su diferente comportamiento
a distintos valores de pH. En consecuencia, pensamos que podria ser un buen adsorbente para
las distintas formas de arsénico (arsenito, arsenato, MMA y DMA). Sin embargo, las experiencias
realizadas a distintos valores de pH no permitieron conseguir retenciones cuantitativas
diferenciales de las formas de arsénico que condujeran a su especiacidon. Las diversas
modificaciones ensayadas en el agente funcionalizante sustituyéndolo por L-cisteina u otros
ligandos con grupos tiol no permitieron mejorar los resultados. Sin embargo, el empleo de ferrita
sin recubrir con plata, especialmente si se encontraba recientemente preparada condujo a los

primeros resultados prometedores.

En este sentido, los primeros ensayos se dirigieron a formar las nanoparticulas de ferrita
“in situ” porque tal y como han comentado otros autores [53], la capacidad de adsorcidén debe
ser muy superior. Esta metodologia de formacidon “in situ” conduce a resultados no
reproducibles cuando se aplica a muestras reales con elevado contenido salino. En estas
condiciones la formaciéon de dxido de hierro no siempre conduce a la deseada magnetita,
generandose compuestos exentos de susceptibilidad magnética. Es por ello que, como ya se
discutidé en 4.1, se recurrid a la formacidn previa de una pequeia cantidad de magnetita
suficiente para la retencidn de las formas de arsénico con una metodologia rapida, sencilla y
fiable. Aunque son muchos los procedimientos propuestos para la obtencion de 6xidos de hierro

magnéticos [7], el de coprecipitacion es el mas utilizado y sencillo de aplicar. La mayoria de los
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autores que aplican este procedimiento para la obtencion de FNPs recurren a una
estequiometria Fe (lll): Fe (Il) 2:1, tanto si lo utilizan como punto de partida para el desarrollo
de otros nanocomposites [11, 24, 36, 52, 54], 6xidos modificados [4, 9, 12, 33] o como tales FNPs
[5, 17]. Sin embargo, otros autores recurren a la estequiometria 1:1 [55] e incluso 1:2 [53, 56].
En los ensayos realizados encontramos que la relacidn estequiometria Fe (l11): Fe (Il) 1:2 permite

la sintesis rdpida de FNPs sin necesidad de eliminar el oxigeno disuelto [57].

Para la preparacidon del material adsorbente es habitual afiadir las sales de hierro en
estado sélido sobre la disolucidon acuosa o medio de reaccién. Cuando, como es el caso, la
preparacion se realiza de forma rutinaria a pequefia escala (10 mL) la pesada de estas pequenas
cantidades supone un importante inconveniente. En este sentido, proponemos el empleo de
disoluciones 0,2 mol L™ de FeCl,.4H,0 (preparada diariamente a pH=2) y 0,1 ml L'! de FeCls.6H,0.
La adicién de 100 uL de cada una de estas disoluciones a la fase acuosa a pH neutro tal y como
se indica en la parte experimental, genera una disolucidn cuya tonalidad amarilla aumenta con
el tiempo. Este proceso se acelera calentando ligeramente. En ese momento se afiade un
microvolumen de hidréxido amodnico concentrado (40 pL), con lo que el pH de la disolucién
aumenta hasta el intervalo de 8-9. Inmediatamente la disoluciéon toma color negro. Para facilitar
la cinética del proceso, hemos encontrado que el tratamiento con ultrasonidos en bafio a 60 °C
durante 4 minutos genera FNPs que son atraidas con fuerza por un iman potente. La Figura
IV.3.1A muestra la distribucidn de tamafio de las FNPs en disolucién acuosa obtenidas con este
tratamiento. Como puede apreciarse la mayor parte se encuentran entre 100 y 1000 nm de
tamanfo. Cuando las FNPs se encuentra en un medio de mayor fuerza iénica, como puede ser
una reguladora, tienden a aglomerar debido a que su potencial zeta superficial se hace negativo
(Figura 1V.3.2B). Se aprecia en este caso una mayor fraccidn de particulas de elevado tamaiio.
No obstante, si se resuspenden con ayuda de ultrasonidos durante 4 minutos, la distribucién de

tamafio apenas cambia como se puede apreciar en la Figura IV.3.1-B.

IV.3.3.2. Efecto del pH

Se ha estudiado la capacidad de retencidn de las FNPs recién sintetizadas, como se indica
en el apartado 1V.3.2.3, de As(lll), As(V), MMA, DMA y AB a distintos valores de pH. La sintesis
previa de las FNPs posibilita el empleo de otros valores de pH para la adsorcidn, cosa que no
ocurre cuando se produce la retencién durante la formacion de las FNPs. Es decir, el pH al que
se realiza la sintesis de las FNPs no obliga a emplear el mismo pH para la adsorcién ya que se
trata de etapas separadas. Las FNPs recién sintetizadas como se acaba de comentar se separan

de la disolucién con ayuda de un imdn potente. En ese mismo tubo de ensayo se afiaden 10 mL
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de disolucidn acuosa conteniendo las formas de arsénico objeto de estudio a distintos valores
de pH. La Figura IV.3.2 muestra los resultados de retencién en las FNPs cuando disoluciones
conteniendo 100 pg L de As equivalente a valores de pH comprendidos entre 2 y 10 se tratan
con FNPs recién sintetizadas. A valores de pH inferiores a 3, zona sombreada en la Figura IV.3.2,
se produce la redisolucion de las FNPs y los valores de retencién resultan poco reproducibles. Al
aumentar el pH lo hace la retencién de As(lll), As(V) y MMA, alcanzandose valores maximos en
el intervalo de pH comprendido entre 7 y 9. Los ensayos realizados con AB mostraron que esta
sustancia no se retiene a ninguno de los valores de pH ensayados, mientras que la retencién de

DMA en ese intervalo de pH es practicamente nula.
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Figura IV.3.1: Estudio del tamafio de particula de las FNPs suspendidas en agua (A) o reguladora de
pH=8 (B)

Se ha estudiado el efecto del pH sobre la capacidad de retencién de las FNPs recién
preparadas a concentraciones mucho mas bajas de As. Para ello, se ha medido la sefial de

arsénico en las suspensiones de FNPs obtenidas como se indica en el apartado 1V.3.2.3. En todos
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los casos se partié de 10 mL de disolucién conteniendo las distintas especies en cantidades
equivalentes a 0,5 pg L de arsénico. La Figura 1V.3.3 muestra los resultados obtenidos para
As(11l) y DMA. Como puede apreciarse, la mdxima sefial se consigue para As(lll) a valores de pH
comprendidos entre 7y 9, lo que corresponde con la maxima retencién. Similares resultados se
obtuvieron para As(V) y MMA. Sin embargo, en el caso de DMA, la sefial es muy baja en este
intervalo de pH. Podemos por tanto concluir que a pH 8 las formas de As(lll), As(V) y MMA se

extraen cuantitativamente.
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Figura IV.3.2: Efecto del pH en la retencion de las distintas especies de arsénico en FNPs recién
sintetizadas.
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Figura IV.3.3: Efecto del pH sobre la sefial medida cuando a 10 mL de una disolucién conteniendo
As(lll) o DMA (curvas a y b, respectivamente) se aplica el procedimiento propuesto. En ambos casos el
contenido de arsénico fue de 0,5 ug L.

IV.3.3.3. Determinacion de arsénico en la fase adsorbente

Una vez retenidas las especies de arsénico en las FNPs, se puede llevar a cabo la
separacion rapidamente con ayuda de un potente imdn. Tras desechar el liquido sobrenadante
y lavar con dos porciones de 2 mL de agua, se dispone de las FNPs con los analitos retenidos. El
siguiente paso seria desorber estas formas de arsénico de las FNPs para transferirlas a un
pequeio volumen de fase acuosa, que posteriormente se muestrea para su introduccién en el
atomizador. La relacién de voliumenes entre la fase dadora inicial y el utilizado en este proceso
de desorcion, determina el factor de enriquecimiento del proceso. En nuestro caso, hemos
seleccionado como volumen para la desorcion el de 100 uL, mas que suficiente para realizar
inyecciones por triplicado de 20 uL en el atomizador al tiempo que conseguir un factor de

enriquecimiento suficientemente elevado (aproximadamente 100).

Se ensayaron un buen nimero de disoluciones conteniendo medios de distinta acidez,
agentes complejantes, agentes redox, etc., para conseguir la desorcion de los analitos. No fue
posible conseguir desorciones selectivas y tampoco cuantitativas. En consecuencia, optamos por
generar una suspensidn con las FNPs en un medio acido e introducirlas como tal en el
atomizador. Se encontré que el empleo de una mezcla de HNOs al 1 %, que favorece en parte la
redisolucion de las FNPs, y un tensioactivo no idnico como Triton X-100 al 1 % (m/v), que
estabiliza la suspensidn, resultan muy adecuados para la formacidn de suspensiones estables.
Ademas, encontramos que la aplicacién de ultrasonidos durante 10 minutos en presencia de
estos reactivos, permite conseguir una suspensidn lo suficientemente estable como para
muestrear con seguridad. Hay que hacer constar que, la matriz de hierro introducida en el
atomizador no tiene consecuencias ni espectrales (la absorcidn de fondo resulta muy baja) ni en
cuanto a modificacién de prestaciones del atomizador con la realizacion de inyecciones
consecutivas. La Figura IV.3.4B muestra la sefial atdmica y la corregida obtenidas tras la
inyeccion de 20 ulL de la suspensién de FNPs conteniendo arsénico adsorbido. La linea continua
corresponde al perfil atdmico y la de puntos a la absorcion de fondo. La sefal obtenida en fase
acuosa para 50 pg L' de As(Ill) (Figura IV.3.4A) equivale, teniendo en cuenta el factor de
enriquecimiento, a la obtenida por la inyeccidn de la suspensién de FNPs que han retenido el
arsénico presente en 10 mL de disolucién de 0,5 ug L™ de As(lll) (Figura IV.3.4-B). Como puede
apreciarse, la presencia de la matriz de FNPs provoca la estabilizacion del analito disminuyendo

su altura de pico y ensanchando la seiial. Sin embargo, no se detecté cambio en la sensibilidad
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ni acumulacion de residuo en el atomizador tras al menos 100 inyecciones consecutivas de

suspensiones preparadas en la forma comentada.
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Figura IV.3.4: Perfiles atdmicos (linea continua) y de background (linea de puntos) correspondientes a
la inyeccion de 20 plL de As(l11) de 50 pg Lt en disolucidn acuosa (A) y suspension de FNPs (B) tras la
retencién de 10 mL de As(l1l) de 0,5 pg L. Areas de pico 0,182 y 0,179, respectivamente.

IV.3.3.4. Optimizacion del programa de calentamiento en ETAAS

La sensibilidad de esta técnica de deteccidon cambia segun la especie de arsénico que se
encuentra en el atomizador [58]. En efecto, las formas de arsénico tienen sensibilidades distintas
en medio acido, que tienden a igualarse en medio alcalino con la presencia de abundante
materia organica que aporte carbono. El empleo de nitrato de Pd (II) como modificador quimico

también permite igualar las sensibilidades.

El perfil que se observa en la Figura IV.3.4-A (area de pico= 0,182) se ha obtenido en
presencia de 5 pg de paladio. En su ausencia, la sefial decae un 60 %. Por tanto, es claro que su
presencia resulta obligatoria en la determinacion de las formas de arsénico en disolucién acuosa.
El estudio de la influencia de la cantidad de paladio en la sefal de arsénico en fase acuosa
concluyd que la seiial aumenta con la presencia de paladio, manteniéndose constante a partir

de 1 pg de paladio afadido, siendo la sensibilidad para As(lll), As(V), MMA y DMA idéntica.

Sin embargo, cuando el arsénico, en cualquiera de sus formas, se encuentra en

suspension, la sefial (Figura IV.3.4B) se encuentra muy estabilizada aun en ausencia de paladio
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debido a la presencia de la matriz compuesta por una importante cantidad de hierro y materia

organica (proveniente del Triton X-100) en medio acido.

La Figura IV.3.5 muestra los resultados obtenidos al estudiar la influencia de la cantidad
de paladio afiadida tanto sobre disoluciones acuosas de As(lll) como suspensiones de FNPs.
Como puede apreciarse, si bien para As(lll) acuoso la sefial experimenta un importante
incremento con la presencia de paladio, en el caso de suspensiones la adicidn de paladio apenas
tiene efecto sobre la sefial. Se ha seleccionado, por tanto, la adicidn de tan solo 1 pg de paladio
como modificador quimico. Los resultados obtenidos al estudiar las otras especies de arsénico
(As(V), MMA y DMA) mostraron que la sensibilidad en presencia de la cantidad recomendada

de paladio es idéntica.
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Figura IV.3.5: Efecto de la cantidad de paladio afiadido como modificador quimico en la sefial debida
a 50 pg L de As(l1l) acuoso (curva a) y la suspension de FNPs tras la adsorcidn de 0,4 ug L™ de As(lll).

Se han optimizado las temperaturas de calcinaciéon y atomizacién cuando lo que se
inyecta en el detector es una suspensidon de FNPs. La Figura IV.3.6 muestra los resultados
obtenidos. Se han seleccionado los valores de 1200 °C y 2200 °C como los valores éptimos para

las temperaturas de calcinacidon y atomizacion, respectivamente.
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Figura IV.3.6: Efecto de |la temperatura de calcinacion (a) y atomizacidn (b) en la sefial debida a una
suspension de FNPs tras la adsorcidn de 0,25 pg L™ de As(lll).

La Tabla IV.3.1 muestra el programa de calentamiento recomendado. En estas
condiciones, la sensibilidad del detector es la misma para las especies As(lll), MMA y DMA'y, por
tanto, la calibracidon puede realizarse aplicando el procedimiento propuesto a disoluciones

estandar de As(lll).

IV.3.3.5. Composicion del medio de suspensién

Tras la retencion de las especies de arsénico en las FNPs y el lavado de éstas con dos
porciones de 2 mL de agua, se intentd su desorcion empleando distintos reactivos (medios de
distinta acidez, agentes complejantes, redox, etc.). En ningln caso fue posible conseguir la
desorcion completa de alguno de los analitos. Por tanto, se recurrié a generar una suspension
homogénea de las FNPs en un pequefio volumen, lo que garantiza un elevado factor de
enriquecimiento. Los resultados se obtuvieron con el empleo de &cido nitrico al 1 % (v/v). En
este medio se consigue la parcial redisolucidn de las FNPs. Para aumentar la estabilidad de las
particulas en la suspension, se considerd la adicién de un tensioactivo. En este sentido se
encontrd que la adicidn de Triton X-100 hasta una concentracion del 1 % (m/v) cumple este

cometido sin introducir problemas de absorcidn de fondo en el detector.
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El volumen de este medio de suspension se ha seleccionado en 100 pL. Para conseguir
reproducibilidad en el volumen de la suspensién es preciso eliminar los restos de agua de lavado
que pueden quedar entre las particulas después de la separacidn fisica de fases con ayuda del
iman. Para ello, se pasa durante 5 minutos una suave corriente de aire seco. De esta forma

mejora sustancialmente la reproducibilidad de los resultados.

La masa de FNPs obtenida en la sintesis de previa se ha estimado en 2,2 mg, por tanto,
el tratamiento con 100 pulL de este medio conduce a una suspension al 2,2 % en material de
ferrita. La inyeccion de 20 L de esta suspensiéon en el atomizador no produce efectos de
absorcién de fondo indeseables como se puede apreciar en la Figura IV.3.4B. Esta cantidad de
material adsorbente resulta adecuada para retener cantidades importantes de arsénico. Se ha
estimado que la capacidad de retencidn de As(lll) en las FNPs es de 21 mg g*. Por tanto, resulta
viable realizar procesos de retenciéon en donde el volumen de la fase dadora sea superior a 10
mL. Se ha encontrado un comportamiento lineal entre la sefial medida en la suspension y el
volumen de fase acuosa (fase dadora) en el intervalo de 5 a 40 mL. Aunque el volumen
recomendado para los trabajos de rutina es de 10 mL de fase dadora, cuando se desee mayor
sensibilidad se puede recurrir a emplear hasta 40 mL y, en estas condiciones, el factor de
enriquecimiento es préximo a 400. Volumenes superiores no resultan practicos porque el

tiempo necesario para conseguir la separacion magnética es elevado.

IV.3.3.6. Efecto del 2,3-dimercapto-1-propanol (BAL)

El 2,3-dimercapto-1-propanol (BAL) es un agente quelatante que fue desarrollado por
bioquimicos ingleses en la Universidad de Oxford durante la Segunda Guerra Mundial [59]. El
BAL tiene una estructura de tres atomos de carbono con dos grupos sulfidrilo y un grupo
hidroxilo (Figura 1V.3.7). Se ha utilizado desde 1949 como antidoto en los casos de
envenenamiento por arsénico, cadmio y mercurio. Este compuesto, como otros tioles y ditioles,

presenta una interesante reactividad con los compuestos de arsénico.

Como es sabido, tioles y ditioles (Figura IV.3.7) se utilizan ampliamente en
espectrometria de fluorescencia atémica porque tienen un efecto nivelante en la sensibilidad
de la técnica de generacion de hidruros (AsHs) para la determinacién de las especies As(lll),
As(V), MMA y DMA [60]. En cromatografia de gases y liquidos también se utilizan como agentes
derivatizantes para la formaciéon de compuestos volatiles neutros de las formas de arsénico
mencionadas [61]. Quizds los mas ampliamente utilizados sean los monotioles como el acido

tioglicélico y el tioglicol metiolato, aunque los ditioles también se han utilizado con frecuencia.
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Figura IV.3.7: Reaccion del BAL con Lewisita y algunas estructuras de otros tioles y ditioles.

La hipdtesis mas ampliamente aceptada, al menos en el caso de los monotioles es que
primero As(V), MMA y DMA se reducen a As(lll) por acciéon del tiol y seguidamente se forma un

compuesto neutro. En general, As(V), MMA y DMA reaccionan segun:

2T-SH + R ASO(OH); | — T-5-5-T+R As(OH); , + H,0

R,As(OH); , +(3-n)T-SH — R As(ST);_ +(3-n)H,0

donde T-SH es el 4cido tioglocdlico, y n varia entre 2 (para DMA) y 0 (para As(V)).

En el caso de empleo de ditioles como el BAL, los espectros de masas obtenidos en HPLC
con electrospray no evidencian la presencia de especies MA-BAL ni DMA-BAL [62], solamente se
han observado sefiales debidas a As(lll)-BAL, As(V)-BAL y aductos de estas formas con el
disolvente (metanol). No obstante, los autores proponen estructuras similares a las comentadas

anteriormente en el caso de que no se produjera la reduccidon a As(lll) (Figura 1V.3.8).

En otras publicaciones se habla de una reaccién de complejacidn entre As(lIl), As(V) y
MMA donde el ligando BAL origina especies extraibles en disolventes orgdnicos [63]. No se
conoce con exactitud la reaccion entre BAL y As(V), MMA o DMA. En el caso de la reaccién de
As(111) con BAL, el ditiol actia como un agente complejante, lo que concuerda con los resultados
obtenidos previamente en donde el BAL se utiliza para la elucién selectiva de As(lll) de una

columna de intercambio idnico en la que se encontraban As(lll) y As(V) retenidos [64] y como
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agente derivatizante selectivo para As(lll) en cromatografia de gases [65]. En ambos casos no se

han descrito reacciones entre BAL y As(V).

| —As
/AS\ ——» HO \ OH +H,0
HO OH S
SH
ﬁ o/
+ HO—As—OH ___ 3 TAs +H,0
SH // \ OH
OH 0 S
OH
ﬁ \ /S +H,0
—As—OH ——>» /AS 2
OH
| 7 \S

\_ OH

Figura IV.3.8: Reaccion del BAL con As(lll), As(V) y MMA.

En este trabajo hemos estudiado el efecto del BAL en la retencidn de As(lIl), As(V), MMA
y DMA en las FNPs a distintos valores de pH en el intervalo de 4 a 9. Las mayores diferencias se
apreciaron en medio 4cido. Para superar el inconveniente de la disolucion de las FNPs a valores
de pH inferiores a 3, se fijé como pH dptimo de trabajo el de pH 4. Se realizé un estudio por
separado del comportamiento de BAL con estas especies de arsénico. Se encontré que en
presencia de BAL, As(lll) no se retiene en las FNPs. Sin embargo, As(V) y MMA lo hacen de forma
cuantitativa. Se encontrd que un tiempo de contacto entras las formas de arsénico y el BAL de
15 minutos es suficiente para conseguir resultados estables. El estudio del efecto de la
concentracién de BAL en el proceso, condujo a que es suficiente la presencia de una pequefia

concentracién de BAL (2,5.10° mol L?).

La no retencién de la especie As(lll) la atribuimos a la formacion de un quelato con BAL.
Mientras que la retencién, ahora cuantitativa, de As(V) y MMA en las FNPs se puede explicar
suponiendo que se produce una funcionalizacién de las FNPs con BAL de modo similar a lo que
ocurre con este material cuando se trata con el acido 2,3-dimercapto succinico [66, 67].

Posiblemente, la funcionalizacién de la superficie incrementa la afinidad de estas especies de
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arsénico por el adsorbente y la retencién que en ausencia de BAL a ese pH estaria proxima al 50

% aumenta hasta el 100 %.

Por tanto, seglin nuestros datos la aplicacién del procedimiento propuesto en presencia
de BAL significa que la sefial medida en la suspensidn final es proporcional a la suma de As(V) y

MMA.

IV.3.3.7. Efecto del tiosulfato como reductor

En la bibliografia se recoge ampliamente el empleo de tiosulfato como agente reductor
de As(V) a As(lll). Asi, su aplicacién se demostré muy eficaz en la determinacién de estas dos
especies ya que permite la conversién completa en medio acido [68], como un paso previo a la
preconcentracion utilizando pirrolidinditiocarbamato (PDC) con el que el arsénico forma
guelatos muy estables. De esta forma, a partir de experimentos en ausencia y presencia de PDC

se ha descrito la especiacion del arsénico inorgdnico [69].

En nuestro caso, se trataron disoluciones de MMA con tiosulfato en medio acido vy, tras
ajustar a pH 8, se adicionaron las FNPs no observandose retencién de MMA en las particulas
solidas. Este comportamiento se debe probablemente a la reduccion de MMA (V) a MMA (lIl)
[70]. Puesto que MMA no forma complejos con PDC mientras que si lo hace MMA (lll),
estudiamos la preconcentracién de esta especie tras formar complejo con PDC mediante la
metodologia de microextraccion dispersiva liquido-liquido DLLME. Con esta metodologia se
consigue la extraccion cuantitativa del complejo As(lII)-PDC [69]. Los resultados obtenidos
mostraron que cuando se trata MMA con PDC no se produce la extraccién, pero si el MMA se
ha tratado previamente con tiosulfato, si se consigue extraer completamente la especie

metilada de arsénico.

A raiz de estos resultados, entendemos que la hipdtesis de que el tratamiento con
tiosulfato conduzca a la formacion de MMA (lll) debe ser mas plausible que la formacién de
acido monometilarsénico MMTA [71], ya que esta forma no se extrae con PDC en disolventes

organicos.

Se estudiaron tanto el efecto del pH como la concentracidn de tiosulfato para conseguir
la transformacion cuantitativa de As(V) a As(lll) y MMA (V) a MMA (ll1). La Figura IV.3.9 muestra
los resultados obtenidos cuando se modificé el pH de la disolucién en presencia de una
concentracién 0,004 mol L' de Na,S,0s. Para seguir la evolucidn de la reduccidn se ha utilizado
un procedimiento previamente desarrollado por el grupo AIM que consiste en la formacion de

un complejo neutro de As(lll) con pirrolidinditiocarbamato amdnico (APDC) y su microextraccion

263



CAPITULO IV. Determinacion de As con ferrita

en tetracloruro de carbono en fase dispersa [69]. El pardmetro medido es la concentraciéon de
arsénico en la fase orgdanica. Las especies As(V) y MMA no forman complejos con APDC y, por
tanto, no se extraen. Como puede apreciarse, tras 15 minutos de contacto, la reduccion de As(V)
es practicamente cuantitativa a pH 3, mientras que MMA requiere al menos pH= 2 para
conseguir el paso de MMA (lll). Finalmente hemos seleccionado un pH=2 para llevar a cabo la
reduccion. La Figura IV.3.10 muestra el efecto de la concentracidn de tiosulfato en la extraccion
de las especies de As(lll), As(V) y MMA. Como puede apreciarse, su presencia no afecta a la
extracciéon del complejo de As(lll)-APDC y se requiere la presencia de al menos una

concentracidn 0,005 mol L de tiosulfato para conseguir la reduccién cuantitativa.

Tras este proceso de reduccion que se realiza a pH 2 y en presencia de tiosulfato sddico
0,005 mol L se eleva el pH hasta 8. En estas condiciones se retienen en la ferrita As(Ill) y As(V)

pero no MMA porque se ha transformado en MMA (111).

IV.3.3.8. Estrategia del analisis de especiacion

De lo expuesto anteriormente se deduce que, modificando las condiciones
experimentales, podemos determinar el contenido de As(lll), As(V) y MMA. Asi, del tratamiento
de la muestra a pH 8 con las FNPs recientemente sintetizadas se obtiene el contenido en
arsénico inorganico y MMA. Esta concentracion de arsénico ([Asi]) equivale a la suma de las tres
especies: [As,]=[As(lI1)]+[As(V)]+[MMA] . El tratamiento a pH 2 con tiosulfato y posterior adsorcién
en las FNPs a pH 8 conduce a un contenido de arsénico, [As],, equivalente al contenido total de
arsénico inorgdanico (As(lll) + As(V)) segun: [As,]=[As(lI)]+[As(V)] . Por diferencia entre ambas
concentraciones se conoce el contenido de MMA. Finalmente, del tratamiento de la muestra
con BALy la retencién de los productos de la reaccidén con las FNPs a pH 4 se consigue una seial
de arsénico, Ass, que resulta equivalente a la presencia de As(V) y MMA segin:
[As,]=[As(V)]+[MMA]. A partir de estas expresiones se pueden calcular las concentraciones
individuales de las tres especies:

[As(l1)]= [As]- [As3]

[As(V)]= [As, ]+ [Ass]- [As, ]
[MMA]= [As, |- [As, ]

La Tabla IV.3.2 muestra los valores de recuperacién encontrados para mezclas

sintéticas de estas tres especies a las que se han aplicado los procedimientos propuestos.
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Como puede observarse, los valores de recuperacion resultan cuantitativos en todos los casos,

incluso para relaciones de 10/1 entre las especies.
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Figura IV.3.9: Efecto del pH en la extraccién del complejo As(lIl)-APDC (curva a) y MMA (111)-APDC
(curva b) generados previa reduccion con NaS;0s.
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Figura IV.3.10: Efecto de la concentracion de tiosulfato en la reduccién de As(V) y MMA (curvas b y c,
respectivamente. Se ha incluido el comportamiento con As(lll) con fines comparativos (curva a). El

aumento del porcentaje de extraccion se corresponde con la formacidn de un complejo neutro con
APDC.
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Tabla IV.3.2. Estudio de recuperacion de las formas de arsénico

As tomado, pg L* As encontrado*, pg L

As(lll)  As(V) MMA As(111) As(V) MMA

0,5 0 0 0,49 £ 0,01 (98%) <LOD <LOD

0,5 0,5 0 0,51+0,01(102%) 0,48 £0,01 (96%) <LOD

0,5 0,5 0,5 0,50 £0,01 (100%) 0,51+0,02(102%) 0,50+ 0,01 (100%)
1 0,1 0 0,97 £ 0,02 (97%) 0,11+0,01(110%) <LOD

0,1 1 0 0,09 £ 0,01 (90%) 1,02 £0,01(102%) <LOD

0,1 0,1 1 0,11+0,01(110%) 0,10+0,01(100%) 1,01 +0,02(101%)

* Valor promedio de tres determinaciones * desviacion estandar; Entre paréntesis aparece el
porcentaje de recuperacién.

IV.3.3.9. Calibracion

Trabajando en las condiciones recomendadas, se ha encontrado un comportamiento
lineal entre la sefial en drea de pico y la concentracidn de las especies de arsénico en disolucion
en el intervalo de 0,05y 2 ug L. Las pendientes de las rectas de calibrado obtenidas para As(lll),
As(V) y MMA fueron 0,291 + 0,002, 0,290 + 0,002 y 0,292 + 0,002 s pg™ L, respectivamente. Es
evidente que, no existen diferencias significativas entre las pendientes al 95 % de nivel de
confianza, por lo que resulta posible realizar la calibracién con una sola de las formas de
arsénico. El limite de deteccidn se ha calculado a partir de tres veces el error estandar de la
regresion, resultando un valor de 0,02 pg L. La desviacién estadndar relativa de las medidas

dentro del intervalo de calibracidn se encontré entre 5,4y 3,7 %.

La calibracion acuosa, sin proceso de microextraccién, condujo a pendientes de
calibrado para las formas As(lll), As(V) y MMA de 0,0031 + 0,0002, 0,0029 + 0,0001 y 0,0029 +
0,0001 s ug? L, respectivamente. El factor de enriquecimiento se ha calculado a partir del
cociente entre las pendientes promedio en la medida tras el proceso de microextraccién y las
qgue se obtienen de forma directa, resultando ser de 98, lo que se corresponde de forma
aproximada a la relacién de volumenes de fase dadora a aceptora. La Tabla IV.3.3 muestra una
comparativa de procedimientos de microextraccion publicados con especiacion de arsénico.
Como puede verse, en la mayoria de los casos la técnica ETAAS es la seleccionada por su
excelente compatibilidad con el empleo de microvolumenes. Ademds, son muy pocos los
procedimientos que permiten distinguir entre las especies inorganicas de arsénico y las
orgdanicas. En algunos casos, los factores de enriquecimiento son muy altos porque asi lo son las

relaciones de volumenes de fase dadora a aceptora.
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IV.3.3.10. Determinacién de As(lll), As(V) y MMA en infusiones de plantas

En este trabajo se ha determinado el contenido de As(lll), As(V) y MMA en la infusion
formada cuando las bolsitas de té, manzanilla, tila o tomillo se tratan como se indica en la parte
experimental para conseguir un lixiviado del material vegetal. Los resultados experimentales
previos mostraron recuperaciones no cuantitativas de las formas de arsénico afiadidas cuando
las infusiones se trataban directamente con las FNPs, probablemente como consecuencia de la
saturacion de las FNPs por la matriz de la muestra. Para evitar este problema se recurrié a la
separacion previa de las formas de arsénico por retencién en una columna de intercambio
anidnico.

De los distintos soportes estudiados, los mejores resultados se obtuvieron con
Amberlita® IRA-400 en la forma cloruro, una resina basica fuerte con grupo funcional de amonio
cuaternario sobre soporte de gel de estireno/divinilbenceno. La resina intercambiadora se
acondiciona con agua e hidroxido sédico al 2 % (m/v) con el fin de configurarla en la forma
hidroxilo. Finalmente se lava con agua hasta pH neutro antes de pasar la muestra. Al pasar la
muestra por la columna, quedan retenidas las especies de arsénico y los interferentes son
desechados. A continuacidn, se procede a la elucién de las formas de arsénico utilizando HNO;
al 1% (v/v). Seguidamente se aplicaron los procedimientos de determinacién que aparecen en

la parte experimental.

La Tabla IV.3.4 muestra los resultados obtenidos para infusiones obtenidas de distintas
plantas siguiendo los procedimientos propuestos. Se incluyen, con fines comparativos, los
contenidos totales de arsénico en los lixiviados encontrados por HG-AFS previa mineralizacion
de éstos en microondas. Solamente se detectd la presencia de especies de arsénico en las
muestras de té. Las infusiones de manzanilla, tila y tomillo condujeron a un contenido de
arsénico en el lixiviado por debajo del LOD. No obstante, se realizaron pruebas de recuperacion
de los analitos en todas las muestras. Para ello, las muestras se adulteraron con cantidades
conocidas de las especies de arsénico en el momento de preparar la infusion y fueron sometidas
al procedimiento completo de tratamiento de la muestra. Como puede apreciarse, los

resultados de recuperacion son cuantitativos.

Como es sabido, el porcentaje de arsénico que se libera a la fase acuosa desde la
muestra, varia dependiendo del tipo de planta y de las partes de la planta (flor, hoja, tallo, raiz)
presentes en las bolsitas infusionadas. En un estudio sobre esta materia realizado con distintas
flores de hierbas se obtuvieron lixiviaciones de entre el 2 y 20 % del total de arsénico en las

muestras [72].
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Para comparar el contenido de arsénico lixiviado al preparar la infusién con el contenido
total de las muestras, se recurrié a la digestiéon por via himeda en microondas, como se indica
en la parte experimental, del material que se encuentra dentro de las bolsitas de té. La Tabla
IV.3.4 muestra, en el caso de las infusiones de té, el porcentaje de extraccidén de arsénico total
desde la muestra a la infusion. Como puede observarse, en las cuatro muestras de té estudiadas
el porcentaje de arsénico que pasa a la fase acuosa al preparar la infusiéon se encuentra en el

intervalo del 15 al 27 %.

La exactitud y precision del método utilizado para la determinacién de arsénico se
confirmé mediante el analisis del mismo en un material de referencia estandar certificado de té
(NCS DC 73351) adquirido de China National Analysis Centre for Iron and Steel. El contenido
certificado de arsénico total para este material es de 0,28 + 0,03 pg g*. La mineralizacién del
material con el empleo de microondas y el posterior tratamiento con el procedimiento
propuesto para evaluar el contenido total (As(lll) + As(V) + MMA) condujo a un valor de 0,30 +
0,01 pg g*. Al preparar las infusiones de este material se utilizaron bolsitas similares a las que
se comercializan con el resto de las muestras analizadas. El tratamiento para formar infusiones
condujo a un porcentaje de extraccion de arsénico del 82 %. Este valor resultd mucho mas
elevado que en el resto de las muestras y quizas se deba a que este material se encuentra muy
finamente molido, lo que facilita la extraccion. Los contenidos encontrados de As(lll), As(V) y

MMA fueron inferiores a LOD, 0,23 y 0,07 ug g, respectivamente.

IV.3.3.11. Determinacion de As(lll), As(V) y MMA en muestras de agua

Se estudio la aplicabilidad de los procedimientos propuestos a la determinacién de las
formas de arsénico en muestras de agua de distinta procedencia, como se detalla en la parte
experimental. Al mismo tiempo se utilizaron siete materiales de referencia (SRM)
correspondientes a aguas de distinta procedencia tal y como aparece en la Tabla IV.3.5. Los
contenidos certificados para estos materiales son exclusivamente de contenido de arsénico
total, pero resultan adecuados con fines comparativos. De las primeras experiencias con las
muestras de agua y los SRMs se derivé una concentracion de MMA inferior al LOD en todas las
muestras de agua analizadas. Por otra parte, la determinacion del contenido total de As(lll) +
As(V) empleando el procedimiento que supone el uso de tiosulfato, condujo a valores acordes
con los certificados para los SRMs. Sin embargo, cuando se determina el contenido total
mediante el procedimiento propuesto que supone la estimacién de As(lll) + As(V) + MMA, se
consiguen resultados por defecto respecto del valor del certificado en el intervalo del 15 al 25

%. El hecho de que este efecto no se aprecie cuando la muestra se trata con tiosulfato, nos hizo
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pensar en que su origen debe estar en alguna o algunas sustancias que se desactivan en
presencia de tiosulfato. En este sentido se ensayaron distintos reductores suaves de los que el
nitrito condujo a los mejores resultados. En efecto, comprobamos que la adicién de 500 L de
nitrito sédico 0,1 mol L* a la muestra antes de ajustarla a pH 8 para proceder a la retencién,
resuelve el problema. Para ello resulta aconsejable dejar en contacto durante 10 minutos el
nitrito con la muestra antes de hacer la microextraccién en las FNPs. Trabajando en estas
condiciones los resultados obtenidos en la determinacién de As(lll) + As(V) + MMA coinciden

con los que se obtienen en las As(lll) + As(V) y a su vez con los certificados.

En un intento de encontrar la causa de este comportamiento, estudiamos diversas
sustancias que pudieran provocarlo, encontrando que muy pequefias concentraciones (10 %)
de acidos humicos [73] tienen un efecto inhibidor parcial en la retencién de As(lll) a pH 8 sobre
las FNPs. Este efecto no se produce sobre As(V) y desaparece con el empleo de nitrito como

hemos indicado.

La Tabla IV.3.5 muestra los resultados obtenidos tanto en las muestras de agua potable,
embotelladas y de mar de nuestro entorno como en los materiales de referencia. Como puede
apreciarse, en el caso de los SRMs, la concordancia con los valores certificados es excelente y en

el caso de las otras muestras, los valores de recuperacién resultan cuantitativos.

IV.3.4. Conclusiones

Las nanoparticulas de ferrita recien sintetizadas utilizando una relacién Fe (lll) : Fe (Il) de
1:2 han mostrado una gran capacidad de retencién de las formas de arsénico As(lll), As(V) y
MMA a pH 8. Modificando las condiciones experimentales es posible conseguir la retencién
selectiva de las distintas especies, posibilitandose la especiacién. Las nanoparticulas se separan
facilmente de la disolucién con ayuda de un imdn potente y se pueden suspender en un pequefio
volumen (100 pL) de una mezcla de acido nitrico y Triton X-100. La determinacion se realiza por
ETAAS utilizando paladio como modificador por introduccién directa de la suspension en el
atomizador. Los procedimientos propuestos se han mostrado eficaces para la especiaciéon de

arsénico en muestras de agua e infusiones de té.
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CONCLUSIONES

En cada uno de los capitulos se incluyen conclusiones, que se resumen aqui con una
perspectiva global. Todos ellos presentan el denominador comuin de emplear una téc-
nica de preconcentracion de analitos basada en microextraccion dispersiva de material
solido seguida de medida final mediante absorcidon atémica con calentamiento electro-
térmico (ETAAS). La primera etapa mejora la sensibilidad. Si a ello se le une la sensibili-
dad y selectividad propias de ETAAS, se tienen nuevos procedimientos analiticos de muy

favorables caracteristicas:

1. El tratamiento del éxido de grafeno en presencia de nitrato de plata con citrato o
borohidruro sédico conduce a la obtencién de nanoparticulas de éxido de grafeno
reducido decoradas con plata. La microextraccién en punto de nube (CPE) en pre-
sencia de este material consigue la separacion cuantitativa de pequeiias cantidades
de cadmio y plomo, quedando estos analitos concentrados en el coacervado for-
mado. Esta fase condensada puede introducirse directamente en el atomizador elec-
trotérmico, sin necesidad de dilucién, con la Unica condicion de calentar suavemente
para disminuir la viscosidad y facilitar su manejo. La ventaja practica de emplear CPE
en vez de extraccién convencional es evidente, pues se reemplaza un disolvente or-
ganico toxico por un detergente no volatil. La fiabilidad del procedimiento optimi-

zado esta avalada por el andlisis de materiales certificados de referencia.

2. La microextraccién en punto de nube en presencia de dxido de grafeno permite la
preconcentracion de pequeiias cantidades de vanadio, que permanece concentrado
en el coacervado formado. Este se introduce a temperatura moderada en el atomi-
zador electrotérmico para medir el contenido del metal. La metodologia se ha apli-
cado a la especiacion de V(IV) y V(V) en muestras de agua de distinta procedencia y

cervezas.

3. Se propone la celulosa microcristalina como un adsorbente adecuado para Cr (lll) a
fines de su preconcentracién seguida de medida por ETAAS. También en este caso la
metodologia CPE facilita la separacidn. El procedimiento analitico optimizado consi-
gue la especiacion del cromo a muy bajos niveles de concentracion. La asequibilidad

de la celulosa y su bajo precio hacen el empleo de este material particularmente
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interesante. Al igual que en el resto de los procedimientos, la fiabilidad de los resul-

tados se ha verificado mediante materiales de referencia certificados

El empleo de 6xidos mixtos de Fe(ll) y Fe(lll) con propiedades magnéticas, sintetiza-
dos justo antes de su empleo como material adsorbente, presenta interesantes pro-
piedades, pues la separacion de fases se alcanza con facilidad por medio de un iman
en vez de por centrifugacién. Utilizando este material (particulas de ferrita de ta-
mafio nano-micro), ha sido posible la especiacién de Ag(0) y Ag(l) en diversos tipos
de muestras (aguas, lixiviados de materiales enriquecidos con estas especies y liqui-
dos de lavado de vegetales comestibles). En este caso, el material sélido con los ana-
litos concentrados se disuelve, y la disolucidn resultante se introduce en el atomiza-

dor.

Las particulas de ferrita recién obtenidas se han mostrado eficaces para la retencion
selectiva de Cr(VI) y Cr(lll) a pH neutro. En presencia de EDTA, que compleja Cr(lll),
la adsorcién es selectiva de Cr(VI). Una vez retenidas las especies de cromo en el
material sélido y separadas de la fase acuosa con el empleo del iman de neodimio,
la determinacidn se hace formando microsuspensiones en medio acuoso que se in-
troducen en el atomizador como si de un liquido se tratara. El procedimiento pro-
puesto se ha aplicado a la determinacién de Cr(VI) y Cr(lll) en distintos tipos de mues-

tra de agua.

Las particulas de ferrita recién obtenidas tienen una gran capacidad de retencidn de
las formas de arsénico As(lll), As(V) y MMA a pH 8. Modificando las condiciones ex-
perimentales es posible conseguir la retencion selectiva de las distintas especies, po-
sibilitdndose la especiacidon a concentraciones muy bajas. Los procedimientos pro-
puestos se demostrado su utilidad para la especiacién de arsénico en muestras de

agua e infusiones obtenidas de material vegetal.



Trabajos publicados sobre algunos de los
resultados que aparecen en esta Memoria

PUBLICACIONES







Parte de los resultados mostrados en esta Memoria ha sido publicados en los siguientes ar-
ticulos:

|. Lopez-Garcia, J. Jose Marin-Hernandez, M. Hernandez-Cordoba, Solid-phase dispersive micro-
extraction using reduced graphene oxide for the sensitive determination of cadmium and lead in
waters, Analytical Methods, 2019, 11, 635-641. doi: 10.1039/c8ay02495b.

|. Lopez-Garcia, J. Jose Marin-Hernandez, M. Hernandez-Cordoba, Graphite furnace atomic ab-
sorption spectrometric determination of vanadium after cloud point extraction in the presence
of graphene oxide, Spectrochimica Acta Part B-Atomic Spectroscopy, 2018, 143, 42-47. doi:
10.1016/j.sab.2018.02.013.

|. Lopez-Garcia, J. Jose Marin-Hernandez, M. Hernandez-Cordoba, Microcrystalline cellulose for
the dispersive solid-phase microextraction and sensitive determination of chromium in water
using electrothermal atomic absorption spectrometry, Journal of Analytical Atomic Spectrome-
try, 2018, 33, 1529-1535. doi: 10.1039/c8ja00215k.

|. Lopez-Garcia, J. Jose Marin-Hernandez, M. Hernandez-Cordoba, Magnetic ferrite particles
combined with electrothermal atomic absorption spectrometry for the speciation of low concen-
trations of arsenic, Talanta, 2018, 181, 6-12. doi: 10.1016/j.talanta.2017.12.086.



	PORTADA
	ÍNDICE
	OBJETO
	CAPÍTULO I
	I.1. Introducción al uso de nanomateriales en Química Analítica
	I.2. Clasificación de nanomateriales
	I.2.1. Nanopartículas metálicas (MeNPs)
	I.2.2. Nanopartículas de óxidos mixtos metálicos (MONPs)
	I.2.3. Nanopartículas magnéticas (MNPs)
	I.2.4. Nanomateriales de carbono
	I.2.5. Nanomateriales de silicio
	I.2.6. Nanomateriales basados en polímeros

	I.3. Aplicación de los nanomateriales en Química Analítica
	I.3.1. Química Analítica Verde
	I.3.2. Miniaturización
	I.3.3. Empleo de nanomateriales en la determinación y especiación de metales

	I.4. Técnicas de Microextracción
	I.4.1. Extracción en fase sólida (SPE)
	I.4.2. Microextracción en fase sólida (SPME)
	I.4.3. Extracción en fase sólida magnética (MSPE)
	I.4.4. Microextracción en fase sólida dispersiva (DSPME)
	I.4.5. Extracción en punto de nube (CPE)

	I.5. Bibliografía

	CAPÍTULO II
	Determinación de plomo y cadmio
	II.1.1. Introducción
	II.1.2. Parte experimental
	II.1.2.1. Instrumentación
	II.1.2.2. Reactivos y muestras
	II.1.2.3. Preparación de Ag@rGO
	II.1.2.4. Procedimiento para la determinación de cadmio y plomo

	II.1.3. Resultados y discusión
	II.1.3.1. Selección del material adsorbente y efecto del pH
	II.2.3.2. Efecto de la cantidad de Ag@rGO
	II.1.3.3. Optimización de la separación por punto de nube
	II.2.3.4. Programa de calentamiento en ETAAS
	II.1.3.5. Calibración
	II.1.3.6. Determinación y especiación de cadmio y plomo en muestras de agua

	II.1.4. Conclusiones
	II.1.5. Bibliografía

	Determinación de vanadio
	II.2.1. Introducción
	II.2.2. Parte experimental
	II.2.2.1. Instrumentación
	II.2.2.2 Reactivos y muestras
	II.2.2.3 Procedimiento para la determinación de vanadio total
	II.2.2.4 Procedimiento para la determinación de vanadio (IV)

	II.2.3 Resultados y discusión
	II.2.3.1 Efecto del pH
	II.2.3.2 Efecto de la cantidad de óxido de grafeno
	II.2.3.3 Separación de la fase sólida tras la adsorción
	II.2.3.4 Tratamiento de la fase condensada
	II.2.3.5 Optimización del programa de calentamiento
	II.2.3.6 Especiación de V(IV) y V(V)
	II.2.3.7 Calibración
	II.2.3.8 Determinación y especiación de vanadio en muestras de agua y cerveza

	II.2.4. Conclusiones
	II.2.5. Bibliografía


	CAPÍTULO III
	Determinación de cromo
	III.1. Introducción
	III.2. Parte experimental
	III.2.1. Instrumentación
	III.2.2. Reactivos y muestras
	III.2.3. Procedimiento para la determinación de cromo (III)
	III.2.4. Procedimiento para la determinación de cromo total

	III.3. Resultados y discusión
	III.3.1. Efecto del pH
	III.3.2. Efecto de la concentración de celulosa microcristalina
	III.3.3. Efecto de la presencia de electrolitos en la capacidad de retención
	III.3.4. Optimización del proceso de extracción en punto de nube
	III.3.5. Retroextracción del cromo (III) retenido en la fase condensada y MCC
	III.3.6. Especiación de cromo (III) y cromo (VI)
	III.3.7. Optimización del programa de calentamiento
	III.3.8. Calibración
	III.3.9. Determinación de cromo (III) y cromo (VI) en muestras de agua

	III.4. Conclusiones
	III.5. Bibliografía


	CAPÍTULO IV
	Determinación de plata
	IV.1.1. Introducción
	IV.1.1.1. La ferrita como material adsorbente en Química Analítica
	IV.1.1.2. Empleo de Ag (I) y Ag (0) como agentes antimicrobianos

	IV.1.2. Parte experimental
	IV.1.2.1. Instrumentación
	IV.1.2.2. Reactivos
	IV.1.2.3. Muestras estudiadas
	IV.1.2.4. Síntesis del material adsorbente
	IV.1.2.5. Procedimiento propuesto
	IV.1.2.6. Tratamiento de las muestras estudiadas

	IV.1.3. Resultados y discusión
	IV.1.3.1. Efecto del pH en la retención de Ag(I) y Ag(0)
	IV.1.3.2. Efecto de la masa de Fe3O4NPs en la retención de Ag(I) y Ag(0)
	IV.1.3.3. Estudio por microscopía de barrido electrónico de las Fe3O4NPs sintetizadas
	IV.1.3.4. Especiación de Ag (I) y Ag (0)
	IV.1.3.5. Determinación de la plata retenida en las nanopartículas de ferrita
	IV.1.3.6. Efecto de la relación Ag(I)/Ag(0)
	IV.1.3.7. Efecto de otras especies en la determinación de Ag (I) y Ag (0)
	IV.1.3.8. Optimización del programa de calentamiento
	IV.1.3.9. Calibración
	IV.1.3.10. Aplicación del procedimiento propuesto a muestras reales

	IV.1.4. Conclusiones
	IV.1.5. Bibliografía

	Determinación de cromo
	IV.2.1. Introducción
	IV.2.2. Parte experimental
	IV.2.2.1 Aparatos
	IV.2.2.2 Reactivos
	IV.2.2.3 Muestras y materiales de referencia
	IV.2.2.4 Purificación de las disoluciones de Fe(III) y Fe(II)
	IV.2.2.5 Síntesis del material adsorbente
	IV.2.2.6 Procedimiento propuesto para la determinación de Cr(VI)
	IV.2.2.7 Procedimiento propuesto para la determinación de Cr total

	IV.2.3. Resultados y discusión
	IV.2.3.1 Ensayos preliminares
	IV.2.3.2 Efecto del pH en la retención de Cr(III) y Cr(VI)
	IV.2.3.2 Efecto de la cantidad de material adsorbente
	IV.2.3.3 Estrategia para la especiación
	IV.2.3.4 Desorción de las especies del cromo del material adsorbente
	IV.2.3.5 Programa de calentamiento
	IV.2.3.6 Calibración
	IV.2.3.7 Aplicación del procedimiento propuesto a muestras reales

	IV.2.4. Conclusiones
	IV.2.5. Bibliografía

	Determinación de arsénico
	IV.3.1. Introducción
	IV.3.2. Experimental
	IV.3.2.1. Instrumentación
	IV.3.2.2. Reactivos y muestras
	IV.3.2.3. Síntesis de las nanopartículas de ferrita
	IV.3.2.4. Determinación de arsénico total (As(III) + As(V) + MMA)
	IV.3.2.5. Determinación de As(V) + MMA
	IV.3.2.6. Determinación de As(III) + As(V)
	IV.3.2.7. Preparación de las infusiones de muestras de té y otros materiales vegetales
	IV.3.2.8. Preparación de las muestras de agua

	IV.3.3. Resultados y discusión
	IV.3.3.1. Ensayos previos y selección del material adsorbente
	IV.3.3.2. Efecto del pH
	IV.3.3.3. Determinación de arsénico en la fase adsorbente
	IV.3.3.4. Optimización del programa de calentamiento en ETAAS
	IV.3.3.5. Composición del medio de suspensión
	IV.3.3.6. Efecto del 2,3-dimercapto-1-propanol (BAL)
	IV.3.3.7. Efecto del tiosulfato como reductor
	IV.3.3.8. Estrategia del análisis de especiación
	IV.3.3.9. Calibración
	IV.3.3.10. Determinación de As(III), As(V) y MMA en infusiones de plantas
	IV.3.3.11. Determinación de As(III), As(V) y MMA en muestras de agua

	IV.3.4. Conclusiones
	IV.3.5. Bibliografía


	CONCLUSIONES
	PUBLICACIONES



