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1. Introduccién

El empleo de las técnicas de microextraccion para el aislamiento, separacion y
preconcentracién de analitos continua en franca expansion. La microextraccion en fase
liquida sigue despertando gran interés al tiempo que la microextraccion en fase sélida
comienza a recibir mayor atencién. El empleo de nanoparticulas metdlicas, con o sin
propiedades magnéticas, y compuestos derivados del carbono, especialmente grafeno v
resulta muy interensante porque abre nuevas posibilidades de separacion.

En la vertiente de los procesos de separacion liquido-liquido se dirige la atencién hacia el
empleo de liquidos iénicos dispersados en la muestra con ultrasonidos o por formacion
insitu y, en ocasiones, acoplando separacion magnética para facilitar la separacion. Por
otra parte, el empleo de sistemas ternarios con la participacién de disolventes organicos
(microextraccioén dispersiva) se muestra como una técnica polivalente adecuada tanto para
la determinacion de metales como de compuestos organicos. Cuando la fase extractante
resulta menos densa que la muestra, se puede combinar la interaccién de esta fase con
particulas magnéticas con el fin de facilitar la separacién 89 evitando la centrifugacion.

Una alternativa al proceso dispersivo liquido-liquido esta en el empleo de la condensacion
de una fase micelar, mediante la técnica de punto de nube, que resulta adecuada para la
separacién tanto de especies neutras como de nanoparticulas metélicas, magnéticas e
incluso grafenolo’ll.

Pero sin duda, el mayor interés lo suscita el empleo de soportes solidos de tamafio
nanomeérico con o sin propiedades magnéticas. En este sentido se ha propuesto el empleo
de carbono activo cargado bien con nanoparticulas metdlicas, bien con particulas
magnéticas. El empleo de Oxido de grafeno y grafeno funcionalizado con particulas
metalicas 0 magnéticas es una alternativa al uso de carbon activo o nanotubos.

En otros casos las particulas magnéticas son el soporte para un liquido de baja densidad,
reactivos organicos complejantes o solubilizantes o para atrapar especies metalicas
durante su formacién ',

La retencién de analitos en nanoparticulas de plata u oro, requiere el acoplamiento de otro
proceso que permita finalmente la separacién de estas nanoparticulas con el analito. En
este sentido se ha utilizado la inmovilizacion de las mismas en membranas, extraccion en
punto de nube y adsorcion sobre soporte magnético.
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Ademas de los contenidos totales de analitos en la muestra, cada vez resulta mas
interesante disponer de informacion sobre los contenidos de las distintas formas quimicas
en que los analitos se encuentran presentes en la muestra (especiacién). La especiacion
en aguas de algunos elementos en concentraciones muy bajas es de gran interés debido
al diferente comportamiento y toxicidad que las especies pueden presentar. Para llevar a
cabo esta importante tarea se utilizan habitualmente técnicas de cromatografia liquida
para la separacion, junto con la espectrometria de masas (ICP-MS) para la deteccion. Sin
embargo, las técnicas de microextraccion, descritas anteriormente, permiten llevar a cabo
la especiacién sin necesidad de esta instrumentacion tan costosa. La selectividad de la
separaciéon se puede conseguir modificando las condiciones experimentales de
microextraccion, al igual que se pueden conseguir medidas muy sensibles utilizando la
Espectrometria de Absorcion Atdmica Electrotérmica (ETAAS). Todo esto conduce a
métodos extremadamente sensibles que permiten la especiacion a niveles de ultratrazas™®.

2. Fundamento de la microextraccion

Las técnicas de microextraccion se basan en la transferencia del analito desde un gran
volumen de fase dadora a un microvolumen de fase aceptora inmiscible con la primera.
Desde el punto de vista practico y puesto que mayoritariamente los analitos se encuentran
en fase liquida, la fase aceptora ha de ser un sélido o un liquido inmiscible.

De esta forma se consigue separar al analito de la matriz al tiempo que lo concentramos
para facilitar su cuantificacion.

La transferencia del analito desde la fase acuosa puede hacerse hacia una fase aceptora
constituida por un pequefo volumen de liquido que puede ser inmiscible con el agua y que
ha de estar dispuesto en un soporte sélido (colgante), en membrana o en el vortice
(centro) de una disolucién agitada. Si la fase aceptora es un volumen discreto de liquido
miscible, ha de estar separado por otra fase, generalmente gaseosa.

En otros casos la fase acuosa se divide en gotas muy pequefias con ayuda de un agente
dispersante para facilitar la transferencia del analito a la fase dadora. Alternativamente la
fase aceptora puede separarse dentro de micelas o ha de ser inmiscible (un liquido i6nico
o un disolvente organico) y dispersarse con ayuda de un agente dispersante, ultrasonidos
o formacion in situ en el caso de liquidos i6nicos.

En el caso de que la fase aceptora sea un sélido se abren también distintas posibilidades.
Por una parte podemos soportar el material aceptor en una barra estatica o agitada, o
bien, podemos recurrir al empleo de nanoparticulas bien dispersadas con ayuda de
ultrasonidos o formadas in situ.

La extraccion en fase aceptora discreta permite obtener valores del factor de
enriquecimiento muy elevados ya que el volumen de ésta fase suele ser muy pequefio,
menor que cuando se emplea fase dispersa.

Sin embargo, cuando la fase aceptora se encuentra finamente dividida, el area de contacto
es muy elevada y la transferencia de fases se produce rapidamente, de forma casi
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instantanea. Sin embargo, cuando la fase aceptora se encuentra en forma discreta la
transferencia se prolonga entre 15 y 30 minutos.

3. Objetivo

Los nanomateriales, con caracteristicas fisicas de menos de 100 nm, en una 0 mas
dimensiones, han atraido una gran atencion de los cientificos en los ultimos afios, debido
principalmente a sus propiedades térmicas, biolégicas y mecénicas. Su alta relacion
superficie/volumen, la posibilidad de funcionalizacién de la superficie y las caracteristicas
térmicas favorables proporcionan la flexibilidad necesaria en una amplia gama de
aplicaciones analiticas. Para conseguir los mas elevados factores de enriquecimiento
resulta preciso llevar el empleo de los nanomateriales a la escala micro. En estas
condiciones el analito, retenido en el nanomaterial, se redisuelve en un pequefio volumen
(slurry) alcanzando la selectividad y enriguecimientos deseados o bien se mide
directamente en estado sélido adherido sobre dicho nanomaterial. Las propiedades
magnéticas de la ferrita la hacen particularmente interesante ya que se aprovecha esta
propiedad para conseguir una separacion sencilla, tras la adsorcion, con la ayuda de un
campo magnético externo.

El arsénico es un elemento ubicuo que aparece en el medio ambiente tanto a partir de
fuentes naturales como la actividad volcanica y el lixiviado de minerales, como desde
fuentes antropogénicas (fundicibn de minerales, combustion de carbon, empleo de
pesticidas y promotores del crecimiento, etc). Debido a los procesos metabdlicos naturales
gue ocurren en la biosfera, el arsénico aparece en distintas formas inorgéanicas y
organicas. Las formas inorganicas de As (Ill) y As (V) evolucionan en el metabolismo de
los seres vivos hasta especies metiladas como los acidos monometilarsénico (MA) y
dimetilarsinico (DMA). Metilaciones superiores nos llevan hasta arsenobetaina (AsB). Se
admite que la metilacion de las formas inorganicas de arsénico es un proceso de
destoxificacion ya que, en general, al aumentar el caracter organico de las formas de
arsénico disminuye la toxicidad (As(lll) > As(V) > MA > DMA >> AsB). En este trabajo se
determina el contenido de As (lll), As (V), MA y DMA en aguas e infusiones de té mediante
la técnica de introduccion directa de suspensiones en ETAAS, acoplada previamente a un
proceso de microextraccion en fase soélida magnética que sirve como método de
preconcentracion con el fin de alcanzar la sensibilidad deseada.

4. Sintesis y uso de Nanoparticulas funcionalizadas

Si las particulas poseen propiedades magnéticas es posible separarlas de la disolucién
dadora mediante la aplicacién de un campo magnético. La formacién de nanoparticulas o
microparticulas de FesO, con propiedades magnéticas es muy sencillo utilizando el
procedimiento de coprecipitacién de Fe(ll) y Fe(lll) en medio basico. Las particulas
magnéticas formadas poseen un importante caracter magnético y pueden separarse
facilmente con el empleo de un iman de neodimio potente.

Adicionalmente, y para aumentar su reactividad y selectividad, se puede recubrir de
nanoparticulas de plata mediante la reduccion de Ag(l) en presencia con NaBH,. De esta
forma conseguimos particulas con nucleo magnético que resultan susceptibles de
funcionalizarse con los reactivos adecuados.
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Para funcionalizar las nanoparticulas de Fe;O,@Ag basta con incubarlas durante 12 horas
en presencia de disoluciones de estos ligandos. Pasado este tiempo se separan de la
disolucién con ayuda de un iman y se lavan convenientemente con agua. El reactivo
generado en suspensién es estable durante varias semanas y se utiliza en suspension.

Las nanoparticulas de plata se pueden funcionalizar con algunos reactivos organicos
confiriéndoles asi una selectividad especial. En este sentido, utilizando L-cisteina (L-cys),
se ha propuesto un procedimiento para la determinacion de arsénico basado en su
retencion en las particulas de plata funcionalizadas y su posterior redisoluciéon en un medio
acido. El factor de preconcentracion que se consigue con este procedimiento es de 100 y
se ha aplicado con éxito a la determinacién de este elemento en agua e infusiones.

Una vez preparadas las nanoparticulas, podemos tratar nuestras disoluciones problema
con las mismas. Para ello, tratamos una cierta cantidad de muestra con las
nanoparticulas, agitando vigorosamente y dejando en contacto unos minutos. Tras la
retencién en las particulas se aplica el iman para su recoleccion y se decanta la fase
liquida. Se lava con agua y se vuelve a decantar.

Finalmente, sobre las particulas sélidas se afiaden unos pocos microlitros de una
disolucién de &cido nitrico que redisuelve las nanoparticulas junto al arsénico retenido.
Este suspension se recoge finalmente para llevarla al detector y obtener su medida
mediante espectrometria de absorcién atémica por calentamiento electrotérmico.

5. Resultados experimentales

Hemos tratado disoluciones acuosas de arsénico con nanoparticulas sin funcionalizar
(NP’s-Fe@Ag) y funcionalizadas con L-cys (NP's-Fe@Ag@L-Cys) a distintos pH, para
seleccionar las mejores condiciones de microextraccion. Los resultados para As* y As™*
los podemos observar en los siguientes gréaficos:

Variacion % retencion de As (Ill) con el pH Variacién de % retencién de As (V) con el pH

120 120

m As(V) NP’s-Ag
100 4 A As(V)NP's-Ag L-cys

80 1 80 4

60 1 60 1

% Retencion
% Retencion

40 4 40 1

20 20
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-20 T T T T T

pH pH
Como vemos, hasta el momento hemos logrado la separacion del As (V) del As (lll) con
nanoparticulas que no necesitan ser funcionalizadas. A pH basico conseguimos la
retencion de As (lll) mientras que As (V) no es retenido. Sin embargo, a pH acido ocurre lo
contrario, As (V) queda retenido mientras que As (lll) no. En este momento

continuamos con el estudio de otras formas del arsénico, asi como la optimizacién de todo
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el proceso de microextraccién, aunque las especies mas toxicas son estas, como hemos
mencionado anteriormente.
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