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Resumen

El cobre es un elemento traza de alta importancia a nivel bioldgico, siendo
una de sus principales vias de ingreso al organismo la ingesta de agua. Sin
embargo, es altamente téxico al consumirse en altas cantidades, ya que se
deposita en odrganos y tejidos, generando diversas complicaciones. Se
requiere elaborar metodologias de analisis que permitan mantener un
control de su concentracion en la matriz acuosa. Aunque técnicas como
espectroscopia de absorcién atémica (AAS) y espectrometria de plasma
inductivamente acoplada (ICP) son usadas en su determinacion, la
espectrofotometria de absorcidn molecular UV-Visible para la determinacién
colorimétrica sigue siendo ampliamente considerada como alternativa de
analisis, debido a la disponibilidad de equipos en los laboratorios y bajo

costo asociado.

Para lograr determinaciones colorimétricas de metales se emplean ligantes
gue permiten formar complejos cromoéforos que originan sefales especificas
de absorbancia. Debido a que el metal se encuentra a niveles traza, en
muchos casos se requiere preconcentrar antes de llevar a cabo el analisis.
En este trabajo, se empled la técnica de extraccion por sorcion en disco
rotatorio (RDSE) sobre una fase de polidimetilsiloxano (PDMS) para la
preconcentracién y determinacion por espectrofotometria UV-Visible en
fase solida como posible metodologia de evaluacién del contenido de cobre
en matrices acuosas. Para lograr la medicidon se usé dietilditiocarbamato de
sodio (NaDDTC) como ligante para formar el croméforo Cu(DDTC)», el cual

arroja una respuesta analitica a una longitud de onda de 432 nm.

Se analizaron los factores fisicos, quimicos y los relacionados al dispositivo
de extraccion, que influyen sobre la retencion del analito en la fase apolar,
mediante estudio multivariable. La temperatura y pH del medio presentaron
especial importancia en el proceso, el primer parametro influye sobre la
movilidad del complejo a través del seno de la solucion, favoreciendo
ademas la difusidon a través del film estatico de agua, mientras que un pH
adecuado logra estabilizar la forma anidnica del ligante. Se comprobd
también que al aumentar la cantidad de reactivo libre se favorece la

formaciéon de complejo, de acuerdo a lo indicado por la estequiometria de



reaccion. Este factor resulta de importancia al trabajar sobre medios
acuosos que contienen iones metalicos interferentes, los cuales pueden
interaccionar con el NaDDTC. Al realizar la extraccion sobre matrices
conteniendo cantidad creciente de interferente, se demostré una
recuperacion cuantitativa para concentracion 0,1 M de NaDDTC en el
medio. A partir de modificar las velocidades de rotacion debido al uso del
disco (6ptimo de 1000 rpm), es posible obtener bajos tiempos de
extraccion, sin embargo el efecto no resultd significativo en el estudio. En
cuanto al analisis de la consecuencia de agregar NaCl o Na,S0O4 al medio, se
observd un efecto adverso sobre la extraccion, luego, el efecto salting out
no es apreciado y se descartd su uso. Para experiencias posteriores se
trabajo bajo los parametros éptimos obtenidos, determinandose tiempos de
equilibrio de 30, 53 y 90 min para 100, 500 y 1000 mL de muestra

respectivamente.

Se determinaron los parametros analiticos que caracterizan a la
metodologia. Los estudios indicaron que el método entrega resultados con
una baja dispersidén (con desviaciones estandares relativas de 7,2 y 8,4%) y
de alta exactitud (-4,3% de error relativo) por analisis de un estandar
multielemental de aguas. Este ultimo estudio confirmé ademas la alta
selectividad de extraccién del croméforo de cobre por sobre otros iones
metalicos. Los limites de deteccidon y cuantificacion obtenidos alcanzaron
valores menores a 12 ug L! y se redujeron al disminuir el volumen de
muestra. El parametro de sensibilidad también se analizd, demostrando un
efectivo incremento de la pendiente a mayor volumen de muestra. Los
ensayos de recuperacion sobre matrices de agua potable indicaron un valor
promedio del 95,6% determinandose que la metodologia estudiada permite
extraer cuantitativamente al complejo de cobre. La alta concentracién de
cobre en la matriz, la afinidad del complejo hacia el extractante y el hecho
gue no ocurra acoplamiento con las sefales de absorbancias de
interferentes complejados explican la alta recuperacién del estudio.
Finalmente, se validé el método estudiado por comparacién a la técnica
espectroscopica ICP-OES, obteniéndose resultados comparables entre si
(99,6 y 96,8% para muestra de agua potable y 102,5% para la muestra

fortificada). De los estudios realizados para optimizar y validar se concluye

Vi



gue la metodologia desarrollada permite extraer exitosamente al cromoforo
Cu(DDTC); para su analisis espectrofotométrico, a través de un método
simple, rapido, poco contaminante y facilmente aplicable en cualquier

laboratorio analitico.
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Determination of trace metals in water samples by
polymeric phase micro extraction supported in a rotating
disk and quantification by solid phase spectrophotometry

Summary

Copper is a trace metal of high importance at biological level, because it
participates in different metabolic and regulatory processes, being water
intake one of the main routes of entry in the organism. However, copper is
highly toxic when consumed in high quantities because it accumulates in
organs and biological tissue resulting in headaches, nausea or, in extreme
cases, kidney and liver damage. Due to this, it is required to elaborate
analytical methodologies to maintain a strict control of its concentration in
the aqueous matrix. Although techniques such as atomic absorption
spectrometry (AAS) and inductively coupled plasma (ICP) are used in its
determination, UV-Visible molecular absorption spectrometry for the
colorimetric determination is still widely considered as an alternative for

analysis, due to the availability of equipment and low costs.

To achieve colorimetric determination of trace metals is necessary to use
organic reagents to form chromogenic complexes, which originate specific
absorbance responses. Since metals are at trace levels in water, in many
cases is required to preconcentrate before carrying out the analysis. In this
work, we used the rotating disk sorptive extraction technique (RDSE) on a
film of polydimethylsiloxane (PDMS) for preconcentration and subsequent
determination by direct UV-Visible solid phase spectrophotometry as a
possible methodology to evaluate the content of copper in aqueous
matrices. To achieve the spectrophotometric measurement, sodium
diethyldithiocarbamate (NaDDTC) was used as a binding reagent to form
the chromophore complex Cu(DDTC);, which yields an analytical response

to a wavelength of 432 nm.

Both physical and chemical factors, and those related to the extraction
device were analyzed, which affect the retention of the analyte in the non-
polar phase, through multivariate analysis to generate response surfaces.
The temperature and pH of the medium were particularly important in the

process (the optimum values for 25 mL of sample were 90 °© C and pH 9),
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the first parameter influences the mobility of the complex through the bulk
of the solution, favoring further diffusion through the stagnant layer of
water, while an adequate pH allows to stabilize the anionic form of the
reagent, which reacts with the metal ions. It was also found that increasing
the amount of free reagent favors the formation of chelates, as indicated by
the reaction stoichiometry. This factor is important when working in
aqueous media containing interfering metal ions, which can interact with
the NaDDTC, reducing their availability. When extracting on matrices
containing increasing concentrations of interferents showed quantitative
recovery of copper for reagent concentrations in the medium equal to 0.1
mol L. It is possible to achieve high rotational speeds due to the use of the
disk (1000 rpm optimal) obtaining low extraction times; however the effect
was not significant in the study. Upon analyzing the consequences of adding
salt to the medium, an adverse effect was observed on extraction, then
salting out effect is not appreciated and salt use was discarded. Working
under these optimal conditions, the equilibrium times obtained were 30, 53
and 90 min for 100, 500 and 1000-mL water samples.

Subsequently it was possible to determine the analytical parameters which
characterize this methodology. The studies showed that the method
provided results with low dispersion between measurements (with relative
standard deviations of 7.2 and 8.4%) and high accuracy (-4.3% of relative
error) for a multi-elemental water standard. This latter study also confirmed
the high selectivity for removal of copper as a chromophore over other
metal ions. The detection and quantification limits reached values lower
than 12 mg L' and were reduced by decreasing the sample volume
analyzed. The sensitivity parameter was also studied, showing an effective
increment as sample volume was increased. By this study also indicated the
possibility of saturation of PDMS to determine elevated copper matrix
volumes of 1 liter, which was resolved by increasing the volume of phase
supported on the extraction device, this can be achieved because the disk
configuration. This study also indicated the possibility of saturation of the
PDMS phase when determining high copper concentrations on elevated
matrix volumes (at least 1 liter), this problem was resolved by increasing

the volume of phase supported on the extraction device; this can be



achieved due to the disk configuration. Recovery tests on drinking water
matrices showed a mean value of 95.6%, then the studied method can
quantitatively extract the copper complex on the PDMS. The high
concentration of copper in the matrix, the affinity of the complex to the
extractant and the fact that no signal coupling of interfering complexes
occurs could explain the high recovery of the study. Finally, the studied
method was validated by comparison with the ICP-OES spectroscopic
technique. Similar results were obtained between both techniques (99,6 and
96,8% for drinking water samples and 102,5% for spiked samples). Due to
all conducted studies to optimize parameters and to validate, it was possible
to conclude that the methodology allows to successfully extract the
chromophore Cu(DDTC), for spectrophotometric analysis through a simple,

fast, low-polluting, easily applicable method.
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1. Introduccion

El analisis de las posibles propiedades ligantes de los alquilditiocarbamatos se
inicié en el aflo 1908 gracias a Delepine, sin embargo no fue hasta fines de la
década del 30 que comenzd la aplicacidon de este tipo de compuestos en el
campo de la quimica analitica al estudio de metales, debido a su capacidad
de formar quelatos estables y generar complejos metdlicos insolubles en
agua que pueden solubilizarse en solventes organicos para su extraccién .2,
Distintos autores han utilizado derivados del dietilditiocarbamato (DDTC)
considerando una caracteristica afin de muchos de los complejos formados:
su coloraciéon. A través de métodos de extraccion liquido-liquido empleando
solventes como cloroformo, hexano y tetracloruro de carbono, fue posible
separar los complejos de las matrices acuosas. Es posible realizar la
determinacion y cuantificacion mediante la técnica de espectrofotometria de
los metales debido a los distintos colores de los complejos formados 2.
Estos ensayos permitieron demostrar que esta técnica, junto con determinar
en forma efectiva el metal objetivo, presenta una alta sensibilidad
permitiendo la medicién de cantidades traza siendo necesaria la eliminacién
de los interferentes para llevar a cabo la determinacién. Los estudios
confirmaron que la extraccién sigue la ley de Beer, de forma que es posible
relacionar la absorbancia como respuesta a la concentracidn de metal

extraido como complejo con dietilditiocarbamato 3.

La determinacién colorimétrica de metales objetivo a través de
espectrofotometria usando el DDTC continud en la década del 50, con nuevos
estudios que incluian, por ejemplo, la determinacién simultanea de cobre
(Cu), cobalto (Co) y niquel (Ni) de una matriz acuosa, siendo esto posible a
través de expresiones que relacionan la concentracién de cada metal con
diferencias de absorbancia a los valores de longitud de onda donde aparecen
los maximos de absorcidn 3. La mayoria de estos estudios fueron empleados
para el analisis de metales en diferentes tipos de matrices acuosas como

agua de mar, vino, tintes, muestras de origen bioldgico, etc.

Los avances en el campo de la quimica analitica han permitido integrar la
reaccion de los ditiocarbamatos a técnicas de mayor complejidad que la

espectrofotometria UV directa, permitiendo lograr determinaciones a niveles



ultra traza de concentracion de los analitos. Un ejemplo a considerar emplea
la técnica de HPLC en fase inversa acoplado a un sistema de deteccidn
electroquimica (LCEC) para determinar cobre al estado del complejo de
cobre-dietilditiocarbamato (Cu-DDTC;) en medio acetonitrilo-agua. La
deteccion electroquimica permitié la cuantificacion de Cu a niveles menores a
1 ng gracias a la capacidad del Cu-DDTC; de sufrir oxidaciones y reducciones
reversibles con transferencia de un electrén 4. Un ejemplo mas reciente
considera el trabajo realizado por Wen y colaboradores (2011), para la
determinacion de cobre y cadmio desde muestras de agua y de alimento
mediante la técnica de microextraccién liquido- liquido dispersiva (DLLME),
junto a su cuantificacion mediante espectrofotometria UV-visible, usando
DDTC como el reactivo quelante para cobre. El uso de DLLME permitio
obtener una alta sensibilidad ademas de las ventajas asociadas al uso de una

instrumentalizacidon espectrofotométrica, como su simpleza y bajo costo 5.

Uno de los metales mas estudiados a través de la reaccidon de complejacion
con ditiocarbamatos y en especifico con DDTC, es el cobre, elemento
bioldgicamente esencial para distintos organismos incluido el ser humano,
cuando se encuentra en concentraciones a nivel traza. Sus potenciales de
ionizacion para el electron 4s! y del orbital electrénico 3d° son bajos, es
decir, estos electrones se liberan facilmente para obtener los estados idnicos
cuproso (Cu*!) y cuprico (Cu*?). El idn cuprico es la forma mas frecuente en
que el cobre se encuentra en el medioambiente, incluyendo matrices
acuosas, y ademas es la forma mas tdéxica para los organismos vivos 6.
Estudios demuestran la necesidad de mantener los niveles de cobre en el
organismo dentro de rangos aceptables de acuerdo a la legislacién ambiental
de cada pais, de hecho se puede mencionar que la Agencia de Proteccion
Ambiental de Estados Unidos (EPA, del inglés Environmental Protection
Agency ) registra al Cu*? como uno de los contaminantes de mayor prioridad,
a su vez la Organizacion Mundial de la Salud recomienda un maximo
aceptable de 1,5 mg L' en el agua potable 7, mientras que se acepta un
limite maximo de concentracion de Cu*? en aguas de 1 mg L' a nivel
nacional 8, y esto se debe a que altas dosis de cobre pueden generar serias
consecuencias a nivel de salud publica, incluyendo efectos carcinégenos vy la

aparicion de cirrosis en etapas de ninez, ademas de enfermedades



toxicoldgicas ya que puede depositarse en el cerebro, piel, higado y pancreas
generando vomitos y nausea, dolores de cabeza, dificultades respiratorias,

fallas de higado y rifidn junto a contaminar el medioambiente 7:°.

Sin embargo las técnicas previamente mencionadas, junto con el incremento
de sensibilidad, también traen una serie de inconvenientes a resolver. Estas
dificultades incluyen la necesidad de llevar a cabo un paso de extraccion
liquido-liquido para separar o preconcentrar al complejo desde el medio lo
que involucra posibles pérdidas del analito, asi como la necesidad de emplear
una gran cantidad de solventes organicos, no solo en la etapa de extracciéon
sino que también para ejecutar las técnicas analiticas de medicién. Para
evitar estos inconvenientes, se hace necesario implementar metodologias de
trabajo simples y de bajo costo, que generen una menor cantidad de
elementos contaminantes, y que a su vez entreguen resultados confiables,
con una elevada sensibilidad y permitan obtener altas recuperaciones del

analito.

Tomando en cuenta lo anterior, la extraccidon en fase sélida se ha convertido
en la alternativa mas usada para el estudio de elementos traza en distintas
matrices, al cumplir con todas las consideraciones anteriores y ser muy
versatil en cuanto a los extractantes disponibles para usar. Como ejemplo es
posible mencionar, el estudio de la eficiencia del DDTC como agente quelante
de cobre, plomo y hierro desde muestras de vinos de fruta y sus destilados, a
través de espectroscopia de absorcidon atémica. Se considerd la extraccion en
fase sodlida como una etapa de preconcentracion y separacion de los
complejos de DDTC de otros posibles interferentes presentes en la matriz,
empleandose cartuchos de Cis que presentan una alta afinidad de retencién

de los complejos de los metales mencionados 1°.

Un material extractante emergente es la espuma de poliuretano. Existe una
amplia variedad de trabajos que describen su uso para propdsitos analiticos,
desde los primeros estudios realizados por Bowen que empleaban espumas
estables e inertes de poliéter o poliéster entrecruzadas por conexiones amido
y cargadas con dietiléter como extractante !. Este material extractante se ha
extendido para el analisis de distintos compuestos, como por ejemplo drogas

anti inflamatorias no esteroidales 2, y también se ha usado en Ia



determinacion de Cu*? como complejo Cu(DDTC). donde se utilizé espuma no
cargada y se realizd una caracterizacidn cinética de la extraccién,
demostrandose que el proceso estaba determinado por una etapa de difusion

a través del film estatico 13.

Una metodologia recientemente desarrollada para llevar a cabo procesos de
preconcentracion es la denominada extraccidén por sorcion en disco rotatorio
(rotating disk sorptive extraction, RDSE) la cual considera un disco de
politetrafluoroetileno de aproximadamente 1,5 cm. de didmetro en cuyo
interior se integra una barra magnética, lo que permite que el disco gire en
su propio eje al ser puesto sobre un agitador magnético, produciendo un
vortice. Este vortice, provoca un movimiento de conveccién en la solucion en
direccién al disco el cual permite lograr la transferencia de masa del analito.
A su vez, la geometria del disco entrega la posibilidad de usar la cara
expuesta al medio o solucion como soporte de diferentes materiales
extractantes. El sistema RDSE presenta un principio de funcionamiento
similar al de una barra de agitacion, en la metodologia de extraccion por fase
inmovilizada en barra de agitacion (stir bar sorptive extraction, SBSE), sin
embargo la extraccidn RDSE presenta ventajas notorias sobre el sistema
SBSE. En primer lugar, para llevar a cabo la extraccion en SBSE se hace
necesario recubrir la barra de agitacidn en su totalidad con el material
extractante lo que genera una pérdida de la fase por la friccidon generada
entre ésta y la superficie del vial de extraccion, debido a la misma agitacion
gue ocurre, lo que conlleva a posibles pérdidas de analito, y a su vez limita
condiciones de trabajo de importancia como la temperatura del medio y la
velocidad de rotacion maxima con la que se puede trabajar. En segundo
lugar, ya que es posible alcanzar altas velocidades de rotacion, se disminuye
el tamafio de la capa estatica de agua sobre la superficie del PDMS,
facilitando la transferencia de masa del analito a la fase. En tercer lugar
gracias a que los materiales extractantes se pueden retirar facilmente desde
el disco, y estos materiales pueden ser reutilizados luego de someterlos a un
proceso de desorcidon con un solvente adecuado, la técnica RDSE resulta de
menor costo y mas facil de manipular que la técnica SBSE. En cuarto lugar, la
configuracién del disco permite una mayor area de contacto del material

extractante inmovilizado con la solucién, lo que resulta en una mayor



velocidad de extraccion 415, Por ejemplo, la técnica RDSE se ha usado en la
extraccion de nonilfenol, un surfactante no idnico de baja polaridad, desde
matrices acuosas por uso de PDMS. Se pudo confirmar gracias a este estudio
todas las ventajas ya mencionadas que presentaba la técnica RDSE sobre la
técnica SBSE como aumento de la capacidad de extraccion, velocidad de
rotacion, temperatura del medio, etc. 4. Como Uultima ventaja operacional a
mencionar, la técnica RDSE permite la medicion de analitos coloreados
directamente desde el material extractante mediante espectrofotometria en
fase sélida, lo que evita realizar la desorcion liquida, por lo que se reduce el
riesgo de pérdidas del analito y ademas se elimina totalmente el uso de
solventes. Para ejemplificar este ultimo punto, esta metodologia ha sido
empleada para la determinacion de verde de malaquita, un compuesto
organico empleado como tinte, agente fungicida y antibacterial en acuicultura
16, En este caso, se usd6 PDMS que puede retener al cation del verde de
malaquita para su determinacion a través de espectrofotometria de luz visible
como una sefal de absorbancia con maximo a una longitud de onda de 624
nm. La determinacion se realiza directamente sobre la fase empleando

soportes de vidrio, sin la necesidad de desorber con un solvente organico 15.

Es asi como el objetivo de este trabajo consiste en desarrollar y optimizar
una metodologia que permita establecer y cuantificar la presencia de cobre
en matrices acuosas (en su forma cuprica) por formacién de un quelato
croméforo usando como agente ligante dietilditiocarbamato de sodio
(NaDDTC), implementando como técnica de extraccién el uso del disco
rotatorio con PDMS soportado actuando como fase extractante apolar, y
determinando los complejos formados a través de la recientemente

desarrollada técnica de espectrofotometria en fase sélida.



2. Hipotesis

Una metodologia analitica basada en extraccion por sorcidon en disco
rotatorio con fase de polidimetilsiloxano permitiria la extraccion de los
complejos neutros de dietilditiocarbamato de cobre desde matrices acuosas
y la determinacién del analito por lectura directa en la fase sélida a través

de espectrofotometria UV-VIS.

3. Objetivos

3.1 Objetivo General

Desarrollar una metodologia analitica para la determinacién de cobre a
niveles traza, a través de la formacidn de un complejo coloreado por
reaccion con DDTC el que es extraido por RDSE vy evaluado por

espectrofotometria UV-visible directa en fase sélida.

3.2 Objetivos Especificos

e Determinacion del espectro de absorcion del complejo de cobre con
dietilditiocarbamato Cu-DDTC..

e Desarrollo de metodologia de extraccién del complejo Cu-DDTC;
desde matrices acuosas que considera el uso de la técnica de

extraccién por disco rotatorio RDSE.

e Determinacion de las variables fisicas, quimicas y aquellas
relacionadas al sistema RSDE que afectarian la extraccion del
complejo Cu-DDTC,.




Optimizacion de las variables de extraccion mediante un disefio

experimental.

Evaluacién de la influencia de metales interferentes presentes en la

matriz acuosa en la microextraccién del complejo Cu-DDTC..

Validacion de la metodologia de extraccion desarrollada por
comparacién con alguna metodologia estandar (ICP-OES) y empleo

de material de referencia certificado adecuado.

Analisis de muestras acuosas reales e interpretacion de los resultados

obtenidos.



4. Materiales

Para el desarrollo de este trabajo, se requirieron los siguientes
materiales, que incluyen tanto los referidos a reactivos empleados como los

elementos instrumentales:

4.1. Reactivos:

Todos los reactivos usados son de grado analitico o mayor (Merck, a
menos que se indique lo contrario), y todas las soluciones se preparan
con agua de alta pureza obtenida de un sistema de purificacién de aguas
Milli-Q PLUS.

e Estandar titrisol de Cu cuya concentracion es 1000 mg en 500
mL. Otras concentraciones se prepararon por dilucion de esta
solucion estandar. Todas las soluciones se mantuvieron
almacenadas a 4 °C.

e Dietilditiocarbamato de sodio trihidratado (reactivo del cobre)
para analisis ACS el cual es almacenado entre +3 a +4 ©°C, Se
prepard una solucién del ligante NaDDTC de 0,1 M en agua. Se
trabajé a concentraciones menores del complejante por dilucion
de esta solucidon base cuando asi sea requerido. Todas estas
soluciones fueron almacenadas a temperatura ambiente previas a
Su uso.

e Solucion buffer de fosfato 0,1 M a pH 9. Se preparé pesando
17,79 g disueltos en 1 litro de agua y se empled una solucién de
NaOH 0,1 M para llevar la solucién final al pH deseado.

e Estandares de cobalto (Co), cadmio (Cd), niquel (Ni), hierro (Fe),
zinc (Zn) y plomo (Pb), todos de concentracion de 1000 mg en
500 mL. Concentraciones menores se prepararon por diluciéon de
estas soluciones.

e Estandar de control de calidad ICP multielemento QCS-19 con
concentracion de Cu de 100 pg/mL (High-Purity Standards). Se
diluyeron alicuotas de esta solucién para su posterior uso.

e Fase extractante de alta transparencia de polidimetilsiloxano

(PDMS). Las fases de PDMS empleadas en este trabajo se



sintetizaron a partir de un kit de elastémero de silicona Slygard-

184, obtenida de Dow Corning Co. de acuerdo a las condiciones

indicadas por el fabricante. Las fases obtenidas presentan un

espesor (2 mm) y didmetro (1,5 cm aprox.) ideales para ser

soportadas sobre el disco rotatorio a través de una gota de

silicona.

4.2.

Aparatos e Instrumentos

Discos de teflon de 1,5 cm de didmetro, los que contienen en
su interior una barra magnética que permite su agitacion.
Sobre una de las caras del disco fue soportado el material
extractante.

Agitador magnético MR-3002 con control de temperatura y
velocidad de rotacién maxima de 1250 rpm (Heidolph).

pH/ION metro modelo pMX 3000/pH (WTW).

Equipo de espectrofotometria de absorcién molécular
UV/Visible UV2 (UNICAM).

Equipo de espectroscopia de plasma acoplado a
espectrofotometria de emisién Optica (ICP-OES) para la
validacién de la metodologia (provisto por AGQ Labs &
Technlogical Services)

Debido a la naturaleza de la determinacién se usaron placas de
vidrio que permiten soportar la fase al haz de luz del
espectrofotémetro.

Mezclador vortex KMC-1300V (VISION Scientific Co.)

Placa de Teflon con moldes circulares de 1,5 cm para la
gelificaciéon del PDMS.



5. Metodologia experimental

5.1. Formacion del complejo y procedimiento de extraccion:

Se agrega una alicuota de muestra o estandar a un volumen final de 25 a
1000 mL de solucién en matraces Erlenmeyer. Se agrega una alicuota de
solucion de NaDDTC 0,1 M para alcanzar una concentracion 5x103M y se
ajusta el pH a 9,0 mediante la adicion de una alicuota de buffer H,PO4
/HPO42 0,1 M. El volumen de muestra se calienta a una temperatura de
90°C. Posteriormente el disco rotatorio con PDMS es puesto al interior del
matraz, en contacto directo con la matriz. El matraz es puesto sobre el
agitador magnético, para lograr la extracciéon del complejo de cobre en la
fase de PDMS, con una velocidad de rotacién de 1000 rpm. Luego de
realizada la extraccidn, la fase se separa del disco y se limpia con acetona
para retirar los residuos de silicona, luego se lava con agua milli-Q y se
seca. El film es puesto en un soporte de placas de vidrio y luego se inserta
en el haz de luz del espectrofotometro UV-visible. Para determinar el
complejo se mide la absorbancia de la sefial analitica generada (Fig. 1) cuyo
maximo, para este estudio, estd en los 432 nm, contra una fase de PDMS
como blanco que es puesto en el segundo soporte del equipo

espectrofotométrico (Fig. 2). Una descripcion mas detallada de esta técnica
de determinacidn se indica en el Apéndice 1.
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Figura 1: Espectro de absorcién del complejo CuDDTC: de acuerdo a lo indicado en los estudios

realizados por Wang y colaboradores 7
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Fase de PDMS

Fase de PDMS soportada en
el digco por ugo de silicona

Disco de teflon con
magneto integrado

Preparacion de matriz con >
contenido de idn Cull) a
analizar:

-Afadido de alicuota de sol. de
HaDDTC 0,1M al medio para
formacion del cromoforo

-pH del medio 9 por agregado
de volumen de sol. buffer HPO4

-2/0H- 0,1/ J

Preconcentracion de Cu{DDTC)2 en el PDMS
mediante tecnica de extraccion ROSE

— TN

Retiro de fase de PDMS y lavado para su
determinacion espectrofotométrica

-De acuerdo a la experiencia,
agregado de alicuota de sol.
estandar de Cu (como CuCl?) de
50 ppm o estandar de control de
calidad ICP QCS-19 (100 ppm Cuj

Soportes de vidrio para medir
directamente en la fase

Absorbancia T T T
035
0.304
025 | Cu[DDTC)2 /
0:20 Aj;r ‘.r;;r
/‘:% /‘:% Haz de luz
.15 '
(.10 \, ;r ‘r
\\.
0.05- S
T T T
300 400 500 700 Espectrofotometria en fage sdlida:
Longitud de onda (nm] Determinacion directa por paso del haz de luz

del equipo ¥ comparacion con fase blanco

Generacion de una sefial analitica correspondiente al complejo
cromdforo con maximo de absorbancia a 432 nm aprozx.

Figura 2: Esquematizacion de la metodologia general de trabajo para la determinacion de cobre presente
en matrices acuosas. Pasado un tiempo determinado (dt) el analito se extrae cuantitativamente al PDMS

para su cuantificacion.
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5.2. Condiciones de trabajo para la optimizacion de los factores:

1) Estudio multivariable de factores de temperatura y pH:

Se planted el disefio experimental para 20 mediciones considerando los

factores experimentales y variables de respuestas indicados:

Tabla 1: Diseflo multivariable para temperatura y pH al rango de valores definido:

Factor Valor bajo Valor alto
Temperatura -1,0 (45°0C) +1,0 (90°C)
pH -1,0 (3,0) +1,0 (10,0)
Variable de respuesta Absorbancia

Condiciones experimentales (para volumen de 25 mL)

Tiempo extraccion

30 minutos

Concentracion NaDDTC

5%104 M

Velocidad rotacién

1250 rpm

Concentracion Cu(Cu*?)

500 ug Lt

2) Estudio multivariable de factores de velocidad de rotacion,

concentracion de NaDDTC y adicion de sal:

Se planteé un disefio experimental desde 16 mediciones para los

factores experimentales y variables de respuesta indicados, donde los

valores naturales se indican en paréntesis. Se emplearon NaCl y Na.SO.

como sales en estudio. Las condiciones experimentales de trabajo se

muestran en la tabla:

Tabla 2: Disefio multivariable

rango de valores definido:

para rotacion, adicion de sal y concentracién de NaDDTC al

Factor Valor bajo Valor alto
Velocidad de rotacion (rpm) -1,0 (750) +1,0 (1250)
Sal agregada (%p/Vv) -1,0 (0) +1,0 (10)
Concentracion NaDDTC (M) -1,0 (103) +1,0 (1073)
Variable de respuesta Absorbancia

Condiciones experimentales (para volumen de 25 mL)

Tiempo extraccion

30 minutos

Temperatura

90°C

pH del medio

9,0

Concentracion Cu(Cu*?)

500 pg L?
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3) Estudio del tiempo de equilibrio (t.) para la extraccion:

Se emplearon tres volumenes de matriz (100, 500 y 1000 mL), y se
procedié a realizar la extraccion incrementando el tiempo del proceso.
Cuando la senal se torndé constante, se determind el pardmetro te por
interpolacion grafica. Cada punto del grafico se trabajé en triplicado,

determinandose el promedio y la desviacion estandar:

Tabla 3: Condiciones experimentales para los tres volimenes:

Velocidad rotacion 1000 rpm Temperatura 90°C

pH del medio 9,0 Concentracién Cu(Cu*?) | 30 ug Lt

Concentraciéon NaDDTC | 5%103 M

4) Determinacion de parametros analiticos:

a. Estudio de la exactitud del método:

Se realizaron ensayos de exactitud sobre un estandar de control
multielemental QCS-19 de concentracién de Cu igual a 100 yg mL*. Se
tomaron 5 alicuotas de esta solucidon (25 pL) y cada una se diluyd con agua
milli-Q a 100 mL para obtener una concentracién igual a 25 ug L. Se
interpolaron los resultados a la curva de calibracion empleada para
determinar la concentracién. Por ultimo se obtuvieron los valores de error
relativo porcentual (%ER). En este estudio se emplearon las condiciones

optimas indicadas en la seccion 5.1.

b. Estudio de Ila precision, a través de repetibilidad vy

reproducibilidad:

Para estudiar la repetibilidad se trabajo con una bateria de 8 soluciones
de concentracién de cobre de 30 ug L preparados en agua milli-Q en 100
mL. El dispositivo de extraccién usado (disco + fase de PDMS) es el mismo
para cada medicion, reutilizdndose el material previa desorciédn con
metanol. Luego se determind la desviacion estandar relativa porcentual

entre las senales.

Para los estudios de reproducibilidad se trabajé con una bateria de 6

soluciones de concentracién de cobre de 30 ug L preparados en agua ultra
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pura a 100 mL. Se empled un dispositivo de extraccion diferente en cada
medicion. Finalmente se determind la desviacion estandar relativa
porcentual entre senales. En ambos estudios se consideraron las

condiciones experimentales definidas en la seccién 5.1.
c. Determinacion de limites de deteccion y cuantificacion:

Se utilizaron curvas de calibraciéon en un rango de concentracion entre 3
- 15 pyg L1t y tiempo de extraccion de 30 minutos. Otras curvas fueron
preparadas incrementando el volumen de muestra a 500 y 1000 mL en el
mismo rango y tiempos de 90 minutos para evaluar cambios en los valores
de los limites. Cada punto de curva fue medido en triplicado en condiciones

experimentales definidas en la seccién 5.1.

d. Estudio de la sensibilidad del método:

Se estudid la sensibilidad del método como valor de la pendiente de
curvas de soluciones de cobre en agua ultra pura, a volimenes de 100, 500
y 1000 mL para un rango de concentracién entre 10 a 100 pg L' en
triplicado. En caso de producirse saturacién, se trabajo con un set de fases
de mayor volumen de PDMS. El promedio en masa de las fases empleadas
fue de 0,40 g y 0,54 g. Las condiciones de trabajo se indican en la seccidn
5.1.

e. Determinacion de la recuperacion del método:

Se emplearon 5 muestras de agua potable obtenidas del sistema de
abastecimiento de agua que fueron fortificadas con 25 pg L de solucién de
cobre a un volumen de 100 mL. Se determind la concentracidon por
interpolaciéon a una curva de calibracidon en un rango de 25 - 100 pg L.
Cada punto de curva se trabajé en triplicado. Se obtuvo la recuperacion
porcentual (R%) en funcion de expresiones indicadas en la seccion de
Resultados y Discusidén. Se logra la recuperacion cuantitativa cuando R%
esta entre 80 a 120%. Las condiciones experimentales quedan definidas en

la seccion 5.1.
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f. Estudio del efecto de interferentes en el medio:

Se evalud la eficiencia de extraccion para un medio conteniendo como iones
interferentes Co, Cd, Fe, Ni, Zn y Pb, en una concentracién tanto de Cu
como de interferente igual a 40 ug L!, y se incrementd la concentracién de
NaDDTC desde 1073 hasta 10! mol Lt. Por comparacién al valor obtenido al
analizar muestras conteniendo solo Cu, se determin6 el porcentaje de Cu
recuperado para cada interferente. Cada punto a determinar se obtuvo
como medicion de un triplicado de muestras. A su vez, se evalud el efecto
del incremento de concentracidén de interferentes sobre la extraccién de Cu.
Se trabajo en un rango de concentracion entre 25 a 2500 ug L para cada
interferente y se determind la absorbancia del complejo de Cu para cada
punto. Como en el caso anterior, se trabajé con una concentracién de cobre
de 40 pg L'ty 103 M de NaDDTC. En ambos casos, se trabajé en las

condiciones definidas en la seccién 5.1 y un volumen final de 100 mL.

g. Validacion del método por comparacion a metodologia

espectroscopica ICP-OES:

Se validaron los resultados obtenidos del analisis de muestras de agua
potable usando la metodologia planteada respecto al método ICP-OES. Se
enviaron dos muestras de agua potable de 500 mL, y una muestra
fortificada con 30 ug L' de solucién de Cu al mismo volumen para su
estudio en el espectrédmetro de plasma en el laboratorio Agriquem América
(Acreditado INN NCh 17025). En forma paralela se estudiaron tres muestras
de agua potable en las mismas condiciones a las anteriores usando el
método RDSE acoplado a espectrofotometria. Las condiciones
experimentales se indican en la seccién 5.1. Se compard la concentracidn
de cobre obtenida de cada método por muestra para establecer el grado de
concordancia de los resultados entre técnicas y evaluar la capacidad

analitica del método estudiado.
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6. Resultados y Discusion

Al momento de optimizar los factores que influyen en el proceso de
extraccion se determindé que para el primer estudio multivariable, se
consideraron aquellas variables que influirian sobre la posibilidad de que
ocurran contactos efectivos para la formacion del complejo: la temperatura
(que afectaria la movilidad del ion ligante en la solucién) y el pH (para la
estabilizaciéon de la especie idnica a reaccionar). Una tercera variable de
importancia en la formacion de complejo, la concentracion de NaDDTC,
finalmente es incluida con las de concentracion de sal y velocidad de
rotacion del disco en un segundo estudio. Estas dos Ultimas variables
influirian principalmente sobre el comportamiento del cromdforo sobre el
PDMS por lo cual se agrupan en el mismo estudio: mientras que el afadir
NaCl o Na>S04 al medio reduciria la solubilidad del complejo, favoreciendo
su extraccién al PDMS, la velocidad de rotaciédn actuaria sobre el
movimiento del analito hacia la fase (especificamente en la reduccion de la
capa estancada de agua que recubre la fase) favoreciendo su transferencia
al PDMS. Cada factor (y su importancia sobre el proceso de extraccién) sera

tratado en forma independiente en las secciones siguientes.

6.1. Estudio multivariable de la temperatura y pH sobre la

extraccion:

Se obtuvieron los resultados de absorbancia de las mediciones solicitadas
por el disefio experimental (Tabla 4), luego, es posible obtener la superficie
de respuesta de los factores estudiados (Fig. 3) y el diagrama de Pareto
para la evaluacion de sus significancias e interacciones sobre la extraccién.
Para esta y posteriores experiencias, se midid cada fase en tres ocasiones
para que el haz de luz atraviese la mayor area del PDMS posible. El analisis
y optimizacion del disefo reveld que, para un maximo de absorbancia de
0,237, los valores 6ptimos de los factores son 90°C para temperatura y pH

9,41. Se selecciond finalmente pH 9 para no degradar el extractante.
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Tabla 4: Respuestas de absorbancia obtenidas para los factores de temperatura y pH en los

rangos evaluados por el disefio experimental:

Medicién | Temperatura (°C) pH Abs
1 45 6 0,080
2 45 8 0,076
3 45 10 0,070
4 90 6 0,232
5 90 8 0,206
6 90 10 0,249
7 67 6 0,136
8 67 8 0,121
9 67 8 0,099
10 67 8 0,085
11 67 10 0,114
12 45 3 0,027
13 67 3 0,032
14 90 3 0,042
15 45 4 0,045
16 67 4 0,069
17 90 4 0,070
18 45 5 0,056
19 67 5 0,130
20 90 5 0,191
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Figura 3: Representacion de la superficie de respuesta estimada para temperatura y pH.

Tanto la formacién del complejo como su transporte hacia el extractante fue
favorecida a alta temperatura (90°C) y pH basico (pH 9,41). Se puede
inferir que ambos factores poseen un grado de importancia sobre el
proceso. A través del diagrama de pareto (Fig. 4) se determind la influencia

de los factores y sus interacciones:

Standardized Pareto Chart for Abs

A:Temperatura

"

B:pH

AB

BB

AA

]

4 6 8
Standardized effect

o
N

Figura 4: La carta de Pareto estandarizada muestra, ademas de la significancia, si el efecto es positivo

(provoca aumento de la respuesta) o negativo (provoca disminucion).
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El diagrama de Pareto indica que la temperatura y el pH presentan un
efecto significativo y positivo sobre la extraccion al igual que la interaccion
entre ambas. El efecto estandarizado de la temperatura es mas significativo

y tiene mayor influencia en la extraccion.

Interaction Plot for Abs
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0

Figura 5: Grafico de interaccidn, indica posibles interacciones negativas o positivas entre factores.

En la Figura 5 se observa una interaccion positiva: al aumentar la
temperatura a mayor pH, el incremento de respuesta es mayor que a
menor pH lo que se explica ya que una mayor temperatura, favorece la
movilidad del ion DDTC que a su vez es estabilizado a pH 9,0. Esto
aumenta la posibilidad de contacto del ligante con el idn Cu*?, provocando
la transferencia de carga electrénica desde los grupos S del ligando hacia el

metal y favoreciendo la formacion del croméforo extraible en el PDMS.

a. Efecto de la temperatura sobre el proceso de microextraccion

en fase solida:

De acuerdo a los resultados del estudio multivariable, se observa que la
mayor extraccion se logra a temperaturas elevadas (sin llegar a ebullicién)
siendo 90°C el valor 6ptimo, y al analizar la carta de pareto es posible notar
que la temperatura es un efecto significativo positivo 18, Este resultado se

explica, ya que la mayor temperatura favorece en primer lugar, el
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movimiento molecular convectivo a través del seno de la solucidon generado
por la rotacidon del disco. En segundo lugar, se debe considerar que un
fendmeno de difusién permite la transferencia de masa del complejo a
través de la capa estatica de agua. Para que ocurra esta difusion se debe
alcanzar una temperatura tal que permita superar aquellas barreras
energéticas que impidan el movimiento de las particulas. Desde las leyes de

Fick es posible derivar la siguiente expresién para el coeficiente de difusion

(D):

D = D, exp (— i—?) (Ecuacion 1)

Donde Qp indica la energia de activacion necesaria para lograr la difusion en
unidades de J (mol)!, R = 8,314 J (mol K)*, T es la temperatura aplicada al
sistema (en grados K), y Do es un término pre-exponencial de unidad m? s!
de difusion espontanea e independiente de la temperatura y concentracién,
mostrando que se requiere una temperatura elevada para alcanzar la
energia requerida para lograr la difusion en el film 1°. Si se considera que la
difusidén es la etapa determinante de la velocidad una temperatura de 90°C
entrega al sistema energia suficiente para que las moléculas puedan
difundir a través del film estatico hacia el PDMS donde son absorbidas 1929,
Ademas de favorecer la movilidad, las altas temperaturas también afectan
la viscosidad del medio, estos parametros se pueden relacionar a través de
modelos matematicos indicando que la mayor temperatura permite reducir
las fuerzas de cohesidén entre moléculas de solucion, lo que genera como

consecuencia la reduccion de la viscosidad.

Los resultados indican que trabajar a temperaturas mayores a 90°C reduce
la absorbancia leida desde el PDMS debido a la formacién de burbujas de
vapor, que impiden la correcta transferencia de masa del complejo al
depositarse en la superficie del material > actuando como una barrera fisica
(Fig. 6). El control de la temperatura y la agitacion del disco a altas
velocidades permiten liberar las burbujas que se encuentren débilmente

soportadas sobre el PDMS.
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Figura 6: Formacién y depdsito de burbujas en la superficie del PDMS.

b. Efecto del pH del medio sobre el proceso de microextraccion en

fase solida:

Para lograr que la especie metdlica sea retenida en el PDMS esta debe
existir en su forma complejada no idnica, luego, el parametro de pH
adquiere especial importancia: alcanzado un valor éptimo, se favorece la
existencia y estabilizacion de la especie idnica DDTC" la cual reacciona con
el cation para la formacién del croméforo. Para este estudio, se determind
un pH o6ptimo de 9,41, permitiendo alcanzar la mayor recuperacion del
analito y siguiendo el comportamiento indicado por distintos autores 2122, A
pH mayor al éptimo hay reduccién de la respuesta analitica que se explica
por un fendmeno de hidrolizacién que sufre el ion Cu*? en medio altamente
basico, formandose Cu(OH)., reduciendo la disponibilidad de iones Cu*?
para reaccionar con los iones de ligante presentes en el medio. Las bajas
respuestas en los valores de pH 4acidos estudiados se deben a Ila

descomposicion del ion dietilditiocarbamato 23, de acuerdo a:
(CH3CH,),NCS; + H* - (CH;CH,),NH + CS, (Ecuacién 2)

Es importante considerar que si bien la mayor eficiencia de extraccion se
logra en condiciones basicas algunos autores recomiendan no trabajar a pH

> 9,0 para evitar la degradacién de la fase de PDMS 2429,

6.2. Estudio multivariable de velocidad de rotacion,
concentracion de NaDDTC y adicion de sal sobre la

extraccion:
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Se obtuvieron los resultados de absorbancia de las mediciones
solicitadas por el disefo (Tablas 5 y 6) y se determind la superficie de
respuesta de los factores estudiados y el diagrama de Pareto para la

evaluacion de sus significancias e interacciones sobre la extraccion.

Tabla 5: Respuestas de absorbancia obtenidas aplicando los factores de rotacién, NaCl

agregado y concentracion de NaDDTC en los rangos evaluados por el disefio experimental:

Medicién Ligante (M) % NaCl (p/v) | Rotacion (rpm) Abs
1 1,00 E-4 5 1250 0,129
2 1,00 E-4 5 750 0,098
3 1,00 E-5 0 1250 0,259
4 1,00 E-3 10 750 0,159
5 1,00 E-3 0 1250 0,142
6 1,00 E-3 5 1000 0,092
7 1,00 E-5 0 750 0,240
8 1,00 E-4 10 1000 0,139
9 1,00 E-5 10 1250 0,117
10 1,00 E-3 10 1250 0,133
11 1,00 E-5 10 750 0,112
12 1,00 E-3 0 750 0,093
13 1,00 E-4 0 1000 0,224
14 1,00 E-5 5 1000 0,167
15 1,00 E-4 5 1000 0,246
16 1,00 E-4 5 1000 0,188

indicados por el estudio, para Na;SO04:

Mediciéon Ligante (M) | % NaxSO4 (p/v) | Rotacion (rpm) Abs
1 1,00 E-4 5 1250 0,227
2 1,00 E-4 5 750 0,260
3 1,00 E-5 0 1250 0,243
4 1,00 E-3 10 750 0,145
5 1,00 E-3 0 1250 0,121
6 1,00 E-3 5 1000 0,118
7 1,00 E-5 0 750 0,267
8 1,00 E-4 10 1000 0,186
9 1,00 E-5 10 1250 0,101
10 1,00 E-3 10 1250 0,169
11 1,00 E-5 10 750 0,160
12 1,00 E-3 0 750 0,124
13 1,00 E-4 0 1000 0,235

Tabla 6: Respuestas de absorbancia obtenidas al aplicar los factores estudiados a los niveles
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14 1,00 E-5 5 1000 0,223
15 1,00 E-4 1000 0,169
16 1,00 E-4 1000 0,180

Al adicionar solucidon de NaCl al sistema (Fig. 7), la optimizacién del disefio

entregd los siguientes valores dptimos: concentracién de ligante éptima a
nivel 1.0 (103 M NaDDTC), concentracién de sal a nivel -0.999992 (0% p/v

NaCl), y velocidad de rotacién a nivel 0,273687 (1068 rpm).

03
0,27
0,24
0,21
0,18
0,15
0,12

abs

conc sal

Estimated Response Surface (NaCl)
rotacion=0,0

02

conc ligante

Figura 7: Superficie de respuesta de los factores estudiados empleando NaCl como sal.
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Figura 8: Diagrama Pareto estandarizado de significancia de efectos (para NaCl)
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Se demostré que los factores individuales del estudio no resultan
significativos, y exceptuando la concentracién de NaCl, los valores positivos
demuestran lo concordante de los resultados con los fundamentos teoricos,
luego, el unico efecto significativo negativo es la interaccion AB, y la
rotacion del disco y la cantidad de ligante en el medio son efectos
positivos. El efecto negativo del NaCl agregado indica que ocurren

fendmenos que reducen la eficiencia del proceso.

Interaction Plot for abs
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BC

Figura 9: Interacciones entre los tres factores definidos en el estudio, con A igual a la concentracion de

ligante, B igual a la concentracion de NaCl y C igual a la velocidad de rotacién.
En la Figura 9 se observa que no hay interaccién AC, el efecto BC negativo
puede explicarse por la interaccion electrostatica entre el soluto y el NaCl,
que es favorecido por una mayor rotacién y que reduce la movilidad. La
interaccion AB negativa puede indicar un fendmeno de competencia entre

los iones del ligante y los iones generados de la disociacién de la sal por los

cationes Cu*?, provocando una menor capacidad de formacién del complejo.
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Figura 10: Superficie de respuesta de los efectos, con Na>SO4 como sal.

La Fig. 10 muestra que ocurre un incremento marcado en la respuesta al no
agregar Na S04 al medio, un comportamiento similar al observado en el

estudio anterior al agregar NaCl para el efecto salting out.

Standardized Pareto Chart for abs
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Aconc ligante
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B:conc sal
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Figura 11: Diagrama Pareto de los tres efectos estudiados, con uso de Na>SOa.

Para el Na,SO., la concentracidn optima de ligante esta al nivel 0,862629
(9,32*10% M NaDDTC) mientras que los Optimos respectivos de
concentracidon de sal y velocidad de rotacién son -1.0 (0%p/v NaxS04) y -
0,999951 (750 rpm).
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La carta Pareto (Fig. 11) indica que la mayor concentracién de iones DDTC"
desplaza el equilibrio de reaccion hacia la formacién de complejos, y la sal

resulta perjudicial por lo que se descarta su uso en experiencias posteriores.

Interaction Plot for abs

- ) +\
021 | \ -
+ +

abs
o
[
(e}
|
|

-1,0 1,0 -1,0 1,0 -1,0 1,0

Figura 12: Interaccion de factores definidos en el estudio, con A igual a la concentracidn de ligante, B

igual a la concentracién de Na2SO4 y C igual a la velocidad de rotacién.

A partir de la Fig. 12, se observan las interacciones entre factores. La
interaccion AC negativa se explica ya que, a elevadas velocidades, se puede
alterar la transferencia de masa del analito al PDMS y el desplazamiento de
iones DDTC" en el seno de la solucién, reduciendo la posibilidad de contacto
idnico para formar el cromdéforo 2°. El efecto BC se debe a la interaccion
entre las moléculas del analito apolar y de sal (potenciado a mayores
velocidades de rotacidn ya que aumentan las posibilidades de que ocurran

choques efectivos entre el analito y la sal) reduciendo la movilidad al PDMS.
a. Efecto de la rotacion sobre la transferencia de masa:

La rotacion del disco afecta directamente al film estatico que cubre la
superficie del extractante. Al analizar el esquema del proceso de difusion a
través del film (Fig. 13), se observa que la reduccion de la transferencia de
masa por presencia del film estatico se traduce en un menor ancho de
flecha, luego, la difusidn a través de este film se considera como la etapa

limitante de la velocidad del proceso:
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Figura 13: Modelo de difusién de un analito hacia el material extractante.

Donde & indica el espesor del film estatico que recubre el PDMS. Whitman
indicd que un objeto estacionario sometido a la accidon de un liquido en
movimiento adquiere un film estatico de fluido alrededor de su superficie
donde se originan fuerzas de viscosidad las cuales vuelven mas lenta la
velocidad de flujo 26. De acuerdo a la siguiente expresion de velocidad de
transferencia de masa (dn/dt) definida para procesos de microextraccién:

dn

i (%) C (Ecuacién 3)

Donde D es el coeficiente de difusidn (difusividad) de la muestra, A es el
area superficial de PDMS disponible a interaccionar, C es la concentracion
del analito y & es el espesor del film estatico. Se observa una dependencia
inversamente proporcional entre la velocidad y espesor, de forma que un
film estatico mas delgado favoreceria la transferencia de masa ya que la
accion de las fuerzas de viscosidad generadas es menor, e influyen en
menor medida sobre la difusidon, luego se logra la reduccion del ancho de la
capa estatica a una mayor velocidad de rotacion del dispositivo de

extraccion 27:28,

Los resultados indican un descenso de la respuesta analitica medida. Se
debe recalcar que, en el caso de estos estudios multivariable, se utilizé un
volumen de muestra de 25 mL. Una elevada velocidad de rotacién del disco
(superior al éptimo obtenido), aunque permite reducir el espesor de la capa
estatica, puede generar problemas a voliumenes reducidos, al formar un

vortice lo suficientemente fuerte como para generar un espacio de aire. Este
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espacio evita el normal contacto de la fase con la solucion, desfavoreciendo
la extraccion. Otros fendmenos también permiten explicar la reduccion de la

respuesta, por ejemplo:

a) Carencia de homogeneidad del voértice cuando la agitacion se ejecuta
a mayores velocidades, alterando el flujo convectivo normal del
analito al PDMS.

b) A mayor rotacion, el analito puede no permanecer el tiempo
suficiente para difundir a través del film estatico y lograr ser retenido
en el PDMS, por lo que re difunde hacia el seno de la muestra.

c) La mayor rotacion del disco podria favorecer la formacién de
burbujas, efecto potenciado por la elevada temperatura de trabajo 2°-

31

b. Efecto de la adicion de sal:

El afladir sales en el medio busca modificar la fuerza idnica de la solucién
mejorando la eficiencia de extraccion, a través del concepto de “salting-out”
definido originalmente para el estudio de solubilidad de proteinas 32.
Hofmeister describié el proceso como un fendmeno de formacién de capas
de solvataciéon en torno a los iones de la sal agregada. Luego, la fuerte
union electroestatica entre los iones de la sal y las moléculas de agua
generan una disminucidn de las moléculas de agua disponibles a interactuar
con el analito apolar (en este caso el cromoégeno CuDDTC;) para formar
esta capa de solvatacidon en torno a los iones de la sal, lo que provoca
finalmente que una menor cantidad de moléculas de agua se enlacen

superficialmente con el cromdgeno reduciendo su solubilidad 33-35,

Para este estudio se trabajé con sales mono y divalente para evaluar sus
influencias en la extraccién. Es de esperar que la extraccidn se vea
beneficiada al trabajar con iones de sales divalentes ya que presentan una
mayor posibilidad de solvatacién. Los resultados indicaron una menor
respuesta analitica a mayor contenido de ambas sales, demostrando que el
efecto siempre es desfavorable, lo cual se puede relacionar a un incremento
de la viscosidad de la soluciéon 32, a que es posible alcanzar un limite de
saturaciéon al agregar altas cantidades de sal al medio, por lo que las

moléculas de sal impiden la correcta movilidad de las moléculas del
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complejo cromdgeno a través del seno de la solucién, también pueden
ocurrir interacciones entre las moléculas de sal y las del analito apolar, de
origen electroestdtico que provocan una menor movilidad del analito
reduciendo la transferencia del cromdgeno al PDMS 2°, Finalmente puede
existir competencia entre los iones de sal y el analito presentes en el medio
por los sitios adsortivos del material polimérico, lo que provoca una

reduccién del area superficial disponible para retener el analito. 2936,

c. Efecto de la concentracion de NaDDTC:

Para el estudio, se considerd la formacién de un quelato croméforo neutro y
apolar con una banda de absorcidn intensa en la zona visible para lograr la
determinacion de Cu. Se empled entonces el dietilditiocarbamato de sodio

como agente ligante al reaccionar facilmente con Cu*? de acuerdo a:

C2H5 S C2H5 C2H5

N4 \ NN\
ST N T \/\/

C2H5 S_ C2H5 C2H5

Figura 14: Esquema de reaccion entre el cation Cu*? y el idn ligante DDTC- derivado de la sal sddica
ditiocarbamica.
La estequiometria indica que se necesitan dos moles de moléculas de
ligante por mol de atomos de Cu*2. Entonces, la extraccidon de quelatos de

metal puede ser esquematizada como:

Complejo métalico neutro y de coordinacion saturada en la WA
fase organica : | 'T‘:
Ion metalico M es complejado por z moleculas de ligando A para ” + _A i};i.
formar la especie neutra MAz en la fase acuosa ‘ ‘

Luego, algunos autores 37 definen la razén de distribucién Dv (tomando en
cuenta todas las especies metalicas en la fase acuosa), en funcidon de

constantes de formacion vy distribucion entre fases, tal que:

[MAz]org — KDCBZ[A_]Z
LIMATT] X BalaTIM

DM=

(Ecuacién 4)
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Donde Bz es la constante de formacidn de complejo, Bn es la constante de
formaciéon de especies retenidas en la fase acuosa (el idn M*? y las especies
MA" y MA;), v Koc es el coeficiente de distribucion entre fases, observandose
gue Dw depende solo de la concentracidon de ligando libre en el medio [A7].
Esta expresién indica que el incremento de concentracion de A" desplaza la
distribucién del complejo formado hacia la fase organica donde finalmente

es retenido.

Los maximos resultados se alcanzan al maximo de concentracion fijado
(102 M) en un medio libre de iones interferentes. Se pueden utilizar
concentraciones mayores para favorecer la extraccién ya que un exceso de
ligante asegura la total formacién del complejo con cobre cuando hay iones
interferentes en el medio %'22, los que reaccionan con DDTC vy reducen la

disponibilidad del anidn para la reaccién deseada.

6.3. Estudio del tiempo de equilibrio para la extraccion por
RDSE:

Se determind el tiempo de equilibrio para la extraccion del complejo
CuDDTC; por interpolacién grafica cuando las respuestas analiticas se
tornan constantes, para tres volimenes de matriz lo que requiri6 aumentar

la concentracion de cobre en el medio para mantener la proporcionalidad.

Los tiempos de equilibrio se alcanzan a 30, 53 y 90 minutos para 100, 500
y 1000 mL de muestra respectivamente (Fig.15, 16 y 17), lo que se explica
ya que, como consecuencia del incremento de volumen, el espacio
tridimensional a través del cual se debe desplazar el analito se hace mayor,
por lo que el proceso de transferencia de masa hacia el PDMS se logra a

tiempos mas largos.

También se debe considerar que se forma una mayor cantidad de moléculas
de CuDDTC; cuando el volumen se incrementa, por lo que se tiene que
trasladar a la fase una masa total mayor del analito, lo que al sistema le
tomaria mas tiempo (bajo condiciones constantes de rotacidn vy

temperatura).

Tabla 7: Resultados obtenidos del estudio del tiempo de equilibrio para el proceso de
extraccidn a los volumenes 100, 500 y 1000 mL:
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Volumen empleado
100 mL 500 mL 1000 mL
Tiempo (min) | Abs (*103) | Tiempo (min) | Abs (*103) | Tiempo (min) | Abs (*1073)
6 13 15 23 30 86
12 31 30 61 45 116
15 41 45 104 60 147
18 68 53 128 75 161
20 79 60 127 90 200
25 90 75 123 105 203
30 108 90 121 120 206
40 110
60 105

Para los procesos de extraccion, se logra el estado de equilibrio cuando no
se observa una tendencia al cambio de la distribucién del analito entre las

fases “a” y “b”. Para un sistema simple de fases inmiscibles 32 se tiene que:
Cp .,
C,2Cy,conKp = - (Ecuacién 5)
a

Donde Kp indica el coeficiente de reparto entre fases definido por el cociente
de la concentracién de analito retenido en fase organica (Cy) y aquel en la
fase acuosa (C,). Luego, se define el tiempo de equilibrio (t.) en técnicas de

microextraccion como:

__ 38KqP:

te >

(Ecuacion 6)

Donde 0 indica el espesor del film estatico de liquido, K4 es el coeficiente de
distribucién del analito entre fases, P: es el espesor de la fase de PDMS y D

es el coeficiente de difusion (difusividad) de la muestra 1428,
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Figura 15: Estudio del tiempo de extraccion para un volumen de muestra de 100 mL.
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Figura 16: Estudio del tiempo de extraccion para un volumen de muestra de 500 mL.
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Figura 17: Estudio del tiempo de extraccion para un volumen de muestra de 1000 mL.

6.4. Determinacion de parametros analiticos:

o Estudios de la exactitud y la precision de la metodologia.

Para identificar y evaluar el error en una medicién se definen los conceptos
de exactitud y precision, qué permiten validar los resultados obtenidos.
Mientras que la exactitud es una medida de la cercania de una medicion al
valor verdadero que se va a medir, la precision indica el grado de
reproducibilidad de una metodologia al expresar cuan concordantes son una

serie de resultados entre si.
a. Ensayos para evaluar la exactitud de la metodologia:

La exactitud permite medir el error sistematico 3°4!, y puede ser
cuantificado a través del error relativo porcentual (%ER), tomando en

cuenta la expresion de error relativo (ER):

X

_ XX .
promedio = —_— (Ecuacién 7)

ER = (M) (Ecuaci6n 8)

real

%ER = ER * 100 (Ecuacion 9)
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En esta expresidn ), X; es la sumatoria del replicado de mediciones, y n es

el numero total de mediciones, luego %ER da cuenta del grado de

imprecisién de la medida, es decir, de su calidad.

Para este estudio, se utilizd un estdndar de control multielemental de
aguas (concentracion de Cu*? de 100 pg mL?!) diluido para alcanzar el
rango de la curva de calibracion empleada (2,5 a 30 pg L1'). Luego, se

convirtio el resultado de absorbancia a concentracion diluida del analito.

Tabla 8: Pardmetros de la curva de calibracion y resultados para el estudio de la exactitud

del método:
Ecuacién y=a+b*x
R? ajustado 0,97248
Valor Error estandar

Intercepto (a) -11,84433 6,69802
Pendiente (b) 5,37401 0,40314

Medicién Abs (*1073) Conc. Diluida (pug/L) | Conc. Final (mg/L)
1 119,33 24,40 97,60
2 111,66 22,98 91,92
3 116 23,78 95,12
4 115,33 23,66 94,64
5 121,33 24,78 99,12
Factor Dilucién= 4000 Promedio 95,68
%ER -4,32%
S 2,78 mg/L

Como %ER es -4,32% se puede indicar que el método presenta una
exactitud aceptable. Importante considerar que en la muestra existen otros
18 elementos (del estdndar multielemental) los cuales pueden alterar la
normal formacién del complejo al reducir la cantidad de i6n DDTC disponible
a reaccionar con los iones Cu*?. Este resultado se puede relacionar a
condiciones experimentales no adecuadas (variaciones como la temperatura
entre mediciones o uso de fases de PDMS con distintas masas, o una mala
calibracion del espectrofotdmetro, generando una sobreestimaciéon de la
sefial blanco y reduciendo la medicion de absorbancia), y el control

exhaustivo de estas condiciones reduciria su valor.
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b. Ensayos de repetibilidad y reproducibilidad para estudiar la

precision:

La forma mads comun para determinar la variabilidad entre una serie de
datos es la desviacién estandar (o) que se calcula mediante la siguiente

expresion (para n<20):

_ Z(xl - xpromedio)z
B n—1

s (Ecuacion 10)
Finalmente se define el coeficiente de variaciéon (CV) o desviacidén estandar
relativa porcentual (%RSD) de forma que:

s (60) g

%RSD = ——— x 100 (Ecuacion 11)

Xpromedio
Se debe considerar que a medida que se reducen los niveles de
concentracidn, ocurre una disminucion no proporcional de la precision del
método 42, La precision se mide en términos de repetibilidad vy
reproducibilidad. Ambos parametros pueden expresarse cuantitativamente
mediante expresiones de dispersidén de resultados (S o %RSD) 43. Para este
estudio, se realizaron ensayos de repetibilidad y reproducibilidad siguiendo

las indicaciones planteadas en la metodologia.

Tabla 9: Resultados obtenidos para la determinacidn de la precision de la metodologia

estudiada:
Repetibilidad Reproducibilidad
Medicién Absorbancia S (*103) Medicidn Absorbancia S(*10%?)

1 0,068 1,41 Fase 1 0,083 5,10
2 0,077 6,03 Fase 2 0,094 1,53
3 0,085 6,67 Fase 3 0,079 3,22
4 0,080 7,09 Fase 4 0,077 1,53
5 0,075 1,52 Fase 5 0,092 4,99
6 0,082 3,46 Fase 6 0,090 2,63
7 0,077 4,62

8 0,086 2,07
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Figura 18: Resultados obtenidos del estudio de repetibilidad, donde se realizaron 8 mediciones
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Figura 19: Resultados obtenidos del estudio de reproducibilidad, donde se realizaron 6 mediciones

independientes, cada una con una fase distinta.

Tabla 10: Resultados de desviacién para la repetibilidad y reproducibilidad:

Repetibilidad (n=8)

Reproducibilidad (n=6)

Promedio de respuestas

AbSpromedio = 0,079

AbSpromedio = 0,086

Desviacion estandar

S =0,0057

S =0,0072

Desviacién porcentual

%RSD = 7,2%

%RSD = 8,4%
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Los valores de desviacion de 7,2% vy 8,4% indican que el grado de
dispersién en las mediciones es lo suficientemente bajo como para poder
obtener resultados de alta concordancia al trabajar en condiciones
constantes o0 cambiantes. Las desviaciones se pueden deber a factores
como diferencias asociadas al disco mismo (provocando distintas
velocidades de rotaciéon en el mismo agitador), problemas en la placa de
agitacion y una extraccion no uniforme sobre el PDMS (se extrae mas en
algunos sectores de la fase que en otros), estos factores resultan dificiles de

controlar favoreciendo la dispersion entre resultados.
c. Limites de deteccion y cuantificacion de la metodologia:

Los limites de deteccion (LOD) y cuantificacion (LOQ) entregan informacién
relacionada a los valores de concentracion en los cuales, de acuerdo al
criterio del analista, es posible distinguir la sefal de un analito del ruido y
cuando es posible realizar la cuantificacion 384 y son herramientas
estadisticas que entregan un mecanismo para evaluar el rendimiento y
limitaciones de un método o laboratorio en particular con el objetivo de que
el analista logre tomar decisiones acertadas (aspecto critico si se trabaja

sobre matrices medioambientales o bioldgicas) 4°.

El limite de deteccidon es el nivel de concentracion mas bajo que puede
ser determinado por una metodologia que sea estadisticamente diferente de
un blanco. De acuerdo a IUPAC, LOD expresado como concentracion o
cantidad es derivado de la medicion mas pequefia (x.) que puede ser
detectada con una certeza razonable mediante un proceso analitico

determinado. x. se obtiene de la expresién:
X, = xp; + ksp; (Ecuacion 12)

Donde xu es el promedio de las mediciones del blanco, su es la desviacidon

estandar de los blancos y k=3 para un nivel de confianza del 90% 4547,

El limite de cuantificacion se define como el nivel de concentracion sobre
el cual se pueden obtener resultados cuantitativos con un grado de

confianza especifico 44-46,
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Para obtener los valores, se puede considerar usar la proporcidon
sefal/ruido, la que se determina al comparar las sefales medidas de
analitos a concentraciones conocidas y bajas del analito con las sefales de
los blancos, estableciendo una concentracién minima a la cual el analito
puede determinarse. Otro método para determinar LOD y LOQ se basa en la
capacidad instrumental, en este caso los valores se obtienen en funcién a
los documentos de validacion y la tolerancia de calibracion del
equipamiento, entregado por el fabricante. Finalmente, se calculé LOD y
LOQ para esta metodologia empleando la desviacion estandar (o) y la
pendiente (S) de la curva de calibracion, donde el valor de o se puede
estimar al analizar un nimero apropiado de blancos y calcular la desviacion
estandar de estas respuestas, considerandose la magnitud de la respuesta
analitica del ruido, o al trabajar con una curva de calibracion especifica,
usando muestras que contengan el analito dentro del rango del LOD y LOQ.
Como o se puede emplear la desviacidon estandar residual de la linea de

regresion o la desviacion estandar del intercepto en el eje “y” 4849,

En funcion de este Udltimo punto, se posibilita derivar expresiones
matematicas simples para la obtencion de estos valores criticos de

concentracion, tal que 45:46:49;

3,30 (ug .

LOD = 5 (T> (Ecuacion 13)
100 (ug .

LOQ = < (T> (Ecuacion 14)

Donde “0” es la desviacion estandar de las respuestas, y “S” se refiere a la
pendiente de la curva de calibracion preparada para la experiencia. Para la
metodologia aqui estudiada, se determinaron los valores de LOD y LOQ
considerando la desviacién del intercepto en y, las condiciones de trabajo se
definen en la seccion de metodologia experimental. Se observa que al
incrementar el volumen de muestra se logra la reduccion de los limites de
concentracidn, aunque siguen siendo cercanos a 3y 10 pg L, valores bajos
considerando la técnica de determinacién (espectrometria de absorcidn

molecular).
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Tabla 11: Resultados de LOD y LOQ para un duplicado de 100 mL:

Ecuacién Y =a+b*x
Volumen Valor Error estdndar

100 mL Intercepto (a) 4,01338 1,71515

R?=0,98927 Pendiente (b) 3,77792 0,17574

100 mL Intercepto (a) 2,01006 1,81996

R*=0,99033 Pendiente (b) 4,22471 0,18648

Volumen LOD (pgL?) LOQ (ugL?)

100 mL 3,34 11,12

100 mL 3,48 10,55

Tabla 12: Resultados de LOD y LOQ para 500 y 1000 mL de muestra:

Ecuacién y=a+b*x
Volumen Valor Error estdndar

500 mL Intercepto (a) 20,8712 2,10333

R?=0,99146 Pendiente (b) 5,19647 0,21551

1000 mL Intercepto (a) 20,65869 2,04062

R?=0,99521 Pendiente (b) 6,74279 0,20909

Volumen LOD (ugL?) LOQ (ugL?)

500 mL 2,97 9,91

1000 mL 2,22 7,40

De esta forma, los estudios de cuantificacion deben realizarse a una
concentracion no menor a 10 ug L! para asegurar el trabajo sobre el rango
lineal efectivo. Al analizar muestras de agua de consumo, se comprobd que
los valores de concentracién esperados para el cobre son mayores a lo
fijado por los limites de la metodologia, por lo cual no se esperaria
complicaciones al momento de aplicar la técnica al estudio de matrices

acuosas.
d. Estudio de la sensibilidad de la metodologia analitica:

El concepto de sensibilidad permite medir la capacidad de un método para
diferenciar variaciones pequefias de concentracidn. Aunque hay diversas
formas de trabajar el concepto de sensibilidad 5952 existe una definicién y

un método de calculo especifico. De acuerdo a IUPAC, que entrega una
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definicién cuantitativa del concepto, la sensibilidad de calibrado se refiere a
la pendiente de la curva de calibracién en el rango de concentraciéon
estudiado. En general entre dos o mas métodos con la misma precision,
aquel que presente la mayor pendiente se considera como mas sensible,
mientras que si poseen la misma pendiente, el método mas preciso sera el
mas sensible. Debido a esto, se observa que existen dos factores limitantes
de la sensibilidad: la pendiente de la curva en si y la precisién de la
metodologia 444553, En mediciones espectrofotométricas, un sistema que
sigue un comportamiento lineal puede ser representado a través de una

ecuacion del tipo:
A =a+ bX (Ecuacién 15)

Donde “A” es la respuesta de absorbancia medida por el equipo, “a” es la
sefial instrumental del blanco analitico (graficamente es el intercepto de la
curva de calibrado con el eje Y), “X” es la concentracion del analito, y donde

“b”, que es la pendiente de la recta se expresa matematicamente como:

_nYAX-YAYX dA

b= nY X2 — (X X)2 dX

(Ecuacién 16)

n

Donde “n” es el numero de mediciones, “dX” es la variacion de
concentracion y “dA” es la variacion de respuesta asociada 5% La
sensibilidad es independiente de la concentracion de analito, ya que la
pendiente mantiene su valor en todo el rango de concentraciones. A su vez,
los factores de amplificacion de sefal alteran el valor de la sensibilidad de
forma que el aumento de la ganancia de un instrumento en un factor
determinado incrementa en forma proporcional la pendiente 4453, Se indica
que métodos con una pendiente promedio de valor positivo alto (>1) o un

valor negativo bajo (<-1) poseen una alta sensibilidad 4.

En esta experiencia, se consideraron curvas de calibracion preparadas a
distintos niveles de volumen de acuerdo a la metodologia (promedio de
masa de fases de PDMS: 0,40 g). Luego, para 1000 mL de solucién se
preparé una segunda curva, esta vez usando fases de mayor masa
(promedio de masas de fases de PDMS: 0,54 g). Las demas condiciones se

mantuvieron constantes.
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Tabla 13: Parametros de curvas de calibracién empleadas en el estudio de la sensibilidad:

Ecuacidn y=a+b*x
Volumen Valor Error estdndar

100 mL Intercepto (a) 42,7419 2,65973

R?=0,98632 Pendiente (b) 0,80818 0,0425

500 mL Intercepto (a) 46,31931 5,62064

R?=0,99014 Pendiente (b) 2,01435 0,08981

1000 mL Intercepto (a) 52,84801 13,56601
R%?=0,96699 Pendiente (b) 2,63255 0,21677

Tabla 14: Parametros de curva de calibracidn para repeticion del estudio de sensibilidad a

1000 mL:

Ecuacion y =a+b*x
Volumen Valor Error estandar

1000 mL Intercepto (a) 34,16047 10,09435
R?=0,9902 Pendiente (b) 3,62836 0,16129

El incremento del volumen de muestra aumenta la sensibilidad de Ia
metodologia ya que los fendmenos de amplificacién de sefial provocan un
incremento proporcional de la pendiente de la curva. Para 100 mL, un valor
“b” igual a 0,81 indica que la metodologia no presenta una elevada
sensibilidad, situacidn que cambia a volimenes mayores, demostrando que
la técnica permite distinguir entre variaciones cercanas de concentracion.
Se debe destacar que en el caso de 1000 mL se observd una desviacion de
comportamiento lineal de la curva de calibracion a altas concentraciones
(Fig. 18, en azul). Suponiendo que no existen desviaciones instrumentales o
quimicas es posible asumir que este comportamiento se debe a la condicidn
limite de la ley de Beer: A altas concentraciones del analito pueden ocurrir
interacciones que alteran la distribucién de carga entre las moléculas a
determinar, como consecuencia de ésto, se modifica el estado energético
molecular y por lo tanto la capacidad de absorcion de la radiacidon del
analito. Sin embargo, este tipo de desviacion sélo se observa para
concentraciones superiores a 0,01 M, muy por sobre los niveles
considerados en este estudio #4. Una segunda explicacion a este fendmeno
indica la posible saturacion de la fase de PDMS en el rango de concentracién

trabajado al existir un limite espacial que pueden ocupar las moléculas de
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analito al ser absorbidas por la fase. Gracias a los resultados se comprobd
que esta condicidn se supera al incrementar el volumen de fase
aumentando la capacidad de interaccién entre fase y analito, y por lo tanto
se necesita mayor cantidad de PDMS para lograr que el comportamiento
lineal de la curva de calibracién sea el esperado en todo el rango de

concentraciones evaluadas.
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Figura 20: Grafico de evaluacion de pendientes para estudio de sensibilidad.

e. Estudio de la recuperacion de la metodologia analitica

Se estudid la recuperacion (R) o rendimiento de la etapa de
preconcentracion del analito extraido en el PDMS para la metodologia

estudiada mediante la expresion:

_ (Ca)rec _ Ca(O + S) - Ca(o)
B (Ca)orig B Ca(S)

R (Ecuacién 17)

Donde C.(0O) es la concentracién de analito original en la muestra, Ca(S) es
la concentracion de analito agregado y Ca(O+S) es la cantidad de analito
recuperada de la muestra fortificada 35. Multiplicando el valor de R (R*100)
es posible obtener una recuperacion porcentual. Obtener R por adicion de
estandares para un set de blancos permite evaluar el rendimiento general
de un procedimiento analitico, mientras que en muestra permite detectar

errores sistematicos debido a la matriz o evaluar su estabilidad 56
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Tabla 15: Parametros de curva y valores de recuperacién del método aplicado a una matriz

de agua potable:

Ecuacién y=a+b*x
R? ajustado 0,99654
Valor Error estdndar
Intercepto (a) 51,77 3,75
Pendiente (b) 2,20 0,057

Recuperacidon metodologia

Sobre muestra de agua potable fortificada con 25 pg/L [Ca(S)]

[Cu*?] Recuperada(pg/L) Recuperacion (%)
Medicién Absorbancia(*1073) [Ca (O+S)] (R*100)
1 151 45,21 86,80
2 154 46,48 91,88
3 161 49,44 103,72
4 155 47,02 94,04
5 159 48,84 101,32
Promedio 47,39 pg/L 95,55
S 1,73 ug/L 6,93

El valor Ca (O) (cantidad nativa de cobre presente en las matrices de agua
potable) es igual a 23,51 ug L. Luego, la recuperacién alcanza un valor de
95,55% (rango entre 86,80% a 103,72%), el cual se encuentra dentro del
rango definido como aceptable (80-120%), entonces la técnica RDSE-
Espectrofotometria en fase sélida permite recuperar en forma cuantitativa el
cromoéforo estudiado, es decir, se espera un rendimiento elevado de
extraccién. Luego, la metodologia podria considerarse en el estudio de otros
tipos de matrices acuosas, en las cuales resulte de interés determinar su

contenido de metales traza.
f. Estudio del efecto de interferentes en el medio:

Uno de los aspectos criticos al momento de establecer la eficiencia del
meétodo se relaciona con la influencia de elementos presentes en la matriz a
analizar que interfieren con el normal proceso de extraccidon del analito
problema. Para evaluar el nivel de especificidad de la técnica estudiada, se
estudiaron muestras de agua que contienen tanto al metal traza problema
(Cu) como uno de los siguientes iones interferentes: Co, Cd, Fe, Ni, Zn, Pb.

Todos estos elementos se incorporaron al analito a una concentracion de 40
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Mg L, luego se determind la recuperacion de cobre al incrementar la
concentracidn de ligante. Estos agentes interferentes han sido seleccionados
ya que se ha reportado que estos iones pueden interaccionar con la sal
sddica de dietilditiocarbamato generando complejos de diversa estructura y
geometria molecular, por lo tanto, pueden reducir la disponibilidad del

reactivo ligante para la formacion del complejo de cobre 33761,

Tabla 16: Recuperacion de cobre (como pg L!) desde matrices acuosas en presencia de
interferentes (en la columna final se indican las concentraciones obtenidas del analisis de

matrices conteniendo solo cobre):

Interferente Co Cd Ni Fe n Pb Cu

[Cu] (pg/L) [[Cu] (ug/L) |[Cu] (ng/L) |[Cu] (ug/L) |[Cu] (pg/L) |[Cu] (ug/L) |[Cu] (rg/L)
10° MDDTC 39 30,6 19,5 39,1 31,8 29,8 39,2
10° M DDTC 39,1 38,3 27,3 39,1 39,7 38,5 40
10" MDDTC 40,2 40,7 40,2 39,7 40,6 39,5 40,8

Tabla 17: Recuperacidon de cobre porcentual desde matrices acuosas en presencia de

interferentes:

Co cd Ni Fe Zn Pb
10° MDDTC (1) 99 78 49 99 81 76
10> M DDTC (2) 98 96 68 98 99 96
10 MDDTC (3) 99 99 99 97 99 97

Recuperacion Cu (%)

Interferentes (40 ug/fL)

Figura 21: Recuperacidn porcentual de Cu*? en presencia de interferentes en el medio.

Se observa que al existir en el medio Cd, Zn y Pb, bajo la metodologia

planteada, se requiere una concentracion de 102 M para lograr la

recuperacion cuantitativa del cobre (R > 80%). En el caso de Ni, fue
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necesario aumentar la concentracién a 0,1 M de NaDDTC para alcanzar la
misma condicién. Se realizé un segundo estudio para evaluar el grado de
selectividad de la metodologia, al extraer 40 ug L' de Cu en soluciéon con
concentraciones crecientes (de 25 a 2500 pg L1!') de los interferentes

estudiados, midiéndose cada punto en triplicado.

Tabla 18: Recuperacion de cobre en matrices con concentracién creciente de interferentes:

Interferente Co Ni Cd
Concentracién (pg L) [Abs (*10®) |[Cu] (ug/L) |Abs (*10°) |[Cu] (ug/L) |Abs (*10%) |[Cu] (ug/L)
25 181,5 34,2 186,1 351 189,6 35,7
250 191,3 36,1 188,6 35,6 185,3 34,9
750 183,3 34,6 157,6 29,7 157,5 29,7
1250 153,2 28,9 136,6 25,7 146,6 27,6
1870 131,4 24,8 106,5 20,1 1215 22,9
2500 108,9 20,5 84,6 15,9 101,4 19,1
Interferente Zn Pb Fe
Concentracion (pg L) [Abs (*10®) |[Cu] (ug/L) |Abs (*10°) [[Cu] (ng/L) |Abs (*10%) |[Cu] (ug/L)
25 198,1 37,3 197,3 37,2 186,5 35,2
250 201,1 37,9 212,3 40,1 181 34,1
750 196,2 37 207,1 39,1 177,6 33,5
1250 204 38,4 198,9 37,5 161,5 30,4
1870 194,5 36,7 196,8 37,1 147 27,7
2500 189,9 35,8 199,8 37,6 137,3 25,9

De acuerdo a los resultados, no se observo un efecto significativo de la
presencia de Zn y Pb sobre la respuesta analitica del croméforo, sin
embargo en el caso de Co, Ni, Cd y Fe, a concentraciones mayores a 750
Mg Lt se aprecid una reduccion significativa de la sefal analitica, lo cual se
explica por un fendmeno de competencia de estos iones metalicos con el Cu
por los iones quelantes, los cuales presentan una baja especificidad al
momento de reaccionar. Luego si estan presentes en solucién cantidades
excesivas de los iones metalicos contaminantes, una mayor concentracion
de agente ligante puede ser usada para disminuir los efectos de
competencia, sin requerirse el uso de agentes enmascarantes. A su vez, al
observar la informacién de concentracién limite entregada por la norma
chilena de calidad de aguas, con excepcion de Zn, los niveles de
concentracion de estos interferentes estdan muy por debajo del limite
permitido para el Cu 8, luego, una apropiada dilucion de la muestra de agua
podria ayudar a disminuir en forma efectiva el efecto de matriz. Se concluye

que los interferentes afectan al proceso de formacién del complejo
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Cu(DDTCQC); al reducir la disponibilidad de moléculas de ligante en solucién a
reaccionar con Cut*?, pero sus sefales de absorbancia no se acoplan a la
sefal analitica del Cu(DDTC)2 a 432 nm.

Abs 2.0

1.5 4

1.0 5

0.5 1

—_—

0.0
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250 300 350 400 450 500 550

Longitud de onda (nm)

Figura 22: Espectros de absorcién de Cu(DDTC)z (1), Ni(DDTC)2 (2), Zn(DDTC): (3) y Fe(DDTC): (4) de
acuerdo a lo indicado por Backlund Walker y colaboradores ©2.

Es importante mencionar que para complejos metalicos

dietilditiocarbamicos, el orden de las constantes de estabilidad de formacion

de complejos es el siguiente: Mn (II) < Fe (II) < Co (II) < Ni (II) < Cu (II)

> Zn (II) 2%, lo cual explica también por qué se favorece la reaccién de

complejacidon de Cu por sobre las otras especies en solucién.

g. Validacion del método por comparacion a metodologia ICP-
OES:

Para validar la capacidad analitica del método se empled la espectroscopia
de emision dptica de plasma inductivamente acoplado inductivo (ICP-OES).
Esta técnica ha sido usada en la determinacion de metales pesados desde
muestras de agua %3%* y, a modo de descripcién breve, el equipo contiene
una antorcha conformada por una unidad Tesla para ionizar al argén, y una
bobina de radiofrecuencia para generar un fuerte campo electromagnético
al interior de la antorcha. Gracias a la accién de ambos elementos, y por las
altas temperaturas alcanzadas, ocurre la atomizacién e ionizacion del

analito. Posteriormente los atomos excitados de la muestra se estabilizan
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generando la emisidon de radiacidén electromagnética con una longitud de

onda caracteristica. Esta sefial es finalmente procesada en el equipo

espectrofotométrico para su cuantificacion.

Se analizaron tres muestras de agua obtenidas directamente del sistema de
agua potable a través de ICP-OES. Otras tres muestras de agua potable
fueron tomadas para su analisis mediante la técnica RDSE y determinacién
por espectrofotometria UV-Visible. La cuantificacién del contenido de Cu*?
en las muestras se realizd por interpolacion de los resultados de
absorbancia de las muestras a una curva de calibracién preparada en el
rango de 50-200 pg Lt Para verificar la validacién se determind el
porcentaje de recuperacién al comparar la concentracion de Cu*? obtenida
de la metodologia estudiada con los valores obtenidos de la técnica ICP-

OES.

Tabla 19: Parametros de curva y valores de recuperacion de muestras de agua potable por
analisis mediante técnica RDSE-espectrofotometria en fase sélida y comparacién a técnica
ICP-OES.

Ecuacion y=a+b*x

R? ajustado 0,99645
Valor Error estandar

Absorbancia Intercepto 40,08257 5,39127

Absorbancia Pendiente 1,42061 0,03793

Comparacion entre metodologias

Por estudios de recuperacién sobre muestras de agua potable

Medicién RDSE/UV-Visible ICP-OES Recuperacion
Absorbancia Concentracion Concentracion R%
(*10°%) (ug/L) (ug/L)

Muestra 1 252,3 149,4 150 99,6

Muestra 2 246,3 145,2 140 (150) 96,8

Fort. (30 pg/L ) | 302,3 184,6 180 102,5

Los resultados indicaron recuperaciones del 99,6 y 96,8% empleando la
metodologia planteada para extraccion desde muestras de agua potable si
se compara a los resultados obtenidos del anélisis por la técnica ICP-OES, y
de 102,5% para el analisis de muestras fortificadas. Gracias al alto nivel de

concordancia entre resultados se verificé la capacidad analitica de la
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metodologia y, por lo tanto, se validé para su uso en la determinacion del

elemento traza desde matrices acuosas.
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7.Conclusiones:

a. La metodologia analitica desarrollada permitid lograr la efectiva
extraccidon y preconcentraciéon de cobre (en su forma idnica estable
Cu*?) presente en matrices acuosas, por formacion de un complejo
croméforo apolar con dietilditiocarbamato, en una fase de PDMS a
través de la técnica RDSE, donde la retencidon en el extractante
ocurre a través de un mecanismo de absorcién y logrando medir en
forma efectiva la absorbancia del complejo por espectrofotometria
directamente desde el polidimetilsiloxano, eliminando la etapa de
desorcidon liquida y reduciendo el consumo de solventes organicos

contaminantes.

b. La posibilidad de soportar el PDMS sobre la superficie del dispositivo
de extraccion elimina el contacto directo del extractante con el vial de
extraccidon, y como consecuencia, no existe riesgo de degradacién
del material. Esto permitié incrementar la temperatura y la velocidad
de rotacién de trabajo, beneficiando termodinamica y cinéticamente

el proceso de extraccion.

c. Se posibilitd reducir los tiempos en los que el sistema alcanza la
condicion de equilibrio (te = 30, 53 y 90 minutos para 100, 500 y
1000 mL de volumen de muestra) al comparar con otras técnicas de
extraccién acopladas a espectrofotometria para la determinacién del
complejo Cu(DDTC)s,.

d. Se determiné que a valores de pH cercanos a 9 se beneficia el
proceso de extraccidn al estabilizar la forma idnica DDTC para la

posterior formacién del complejo cromoéforo.

e. Se demostré que el anadir sal para aumentar la fuerza idnica del
medio reduce la eficiencia de extraccidn del analito Cu(DDTC).

apolar, por lo que se descarta su uso.
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Se encontré que un incremento de concentracion del ditiocarbamato
favorece la formacion del complejo cuprico al existir interferentes en
el medio. En matrices de agua potable, con altos contenidos de cobre
respecto a otros elementos, se espera que se favorezca la reaccion

de formacion del croméforo Cu(DDTC),.

. Los estudios de exactitud y precision arrojaron un error relativo por
defecto del 4,3% para diluciones de un estdandar multielemental, vy
valores de %RSD para los ensayos de repetibilidad de 7,2% y para

la reproducibilidad de 8,4%, logrando resultados exactos y precisos.

. La extraccién siguié un comportamiento lineal y proporcional a la
cantidad de analito agregado a la soluciéon. La sensibilidad aumenté a
un mayor volumen de muestra desde 0,80 a 3,63, permitiendo
realizar estudios de recuperacion. Se debe considerar que para
concentraciones muy elevadas del complejo existe la posibilidad de

saturacion del PDMS.

Los limites de deteccién y cuantificacion calculados a través de curvas
de calibracién fueron 3,34 y 3,48 pg L'ty 11,12 y 10,55 pg L?
respectivamente (para volumen de 100 mL). Ya que el limite maximo
de cobre en Chile en aguas es de 1 mg L, se posibilita emplear la

metodologia en el analisis de muestras acuosas.

La metodologia planteada permitié extraer en forma cuantitativa al
complejo Cu (DDTC), para su posterior determinacion por
espectrofotometria en fase sélida, lo que se comprobd al estudiar
muestras de agua potable, lograndose una recuperacién promedio
porcentual igual a 95,55% (rango porcentual entre 86,8% a
103,7%).

. Se validé la técnica al comparar resultados de absorbancia del
croméforo desde muestras de agua a los entregados por la técnica
ICP-OES, obteniendo recuperaciones de 99.6, 96.8 y 102.5% para
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muestras y fortificado respectivamente. Se demostrd, entonces, la
capacidad de la metodologia RDSE acoplada a espectrofotometria en
fase sélida para ejecutar procedimientos analiticos para Ia

determinacion de trazas de metal presente en aguas.

Junto a las ventajas operacionales que ofrece la configuracion de
disco rotatorio (reduccién de tiempos de extraccion, aumento de
temperaturas de trabajo, posible determinacion por
espectrofotometria en fase sélida), se posibilita la reutilizacién del
PDMS (luego de una etapa de desorcion) y el reemplazo sencillo del
film, permitiendo la reduccién de costos comparado a otras técnicas

de microextraccion.
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9.Apéndices

9.1. Apéndice 1:

Espectrofotometria UV- Visible aplicado a medicion en fase sélida:

Uno de los métodos de analisis mas empleados para el determinacion de
analitos presentes en distintas matrices y que puedan absorber la luz en el
rango ultravioleta, visible e IR cercano es la espectrofotometria UV-Visible.
A nivel general, esta técnica espectroscopica usa la radiacién del espectro
electromagnético de longitud de onda (A) entre 100 a 900 nm aprox. para
generar transiciones electronicas sobre una especie quimica (ya sea
molecular, idnica, monoatdémica o un complejo) que es capaz de absorber

energia desde el haz de luz UV-Visible  (Fig.23).

uv uv uv uv
EXTREMO LEJANO MEDIO CERCANO LUZ VISIBLE

10 95 200 300 400 750

RAYOS X

INFRARROJOS
-

—>

10 180 280|315 | 400 750

ULTRAVIOLETA  UV-C UV-B UV-A
DE VACIO

Figura 23: Espectro de la luz ultravioleta y visible, con las longitudes de onda expresadas en nm.

Luego, la respuesta analitica se representa graficamente en funcién de la
longitud de onda definiéndose el espectro de absorcién, donde cada sefial
estd asociada a una transicién del electrén desde estados basales a estados
excitados. Una vez realizada la medicidn, el objetivo es determinar la
longitud de onda a la cual se produce la sefial de maximo de absorbancia en
el espectro (Amax), la cual es independiente para cada especie quimica.
Gracias a esta sefal es posible identificar por ejemplo grupos funcionales,
ademas de cuantificar el contenido de una sustancia para una matriz

determinada. Especificamente para moléculas poli atdmicas y complejos, se
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esperan sefiales en forma de bandas ya que la absorcion de luz posee la

energia suficiente para causar cambios electrénicos en el estado excitado ?.

Esta técnica de determinacion se rige por la ecuacion de Planck la cual
indica que existe una relacién entre la energia (E) y la frecuencia (v), la
cual interacciona con la materia provocando distintas respuestas como
transiciones electronicas. Estas transiciones de un electrén desde su estado
basal a uno excitado poseen una energia que puede ser relacionada al valor
de longitud de onda (A) de la radiacion aplicada de acuerdo a la siguiente

ecuacion:
hc
E=hv = — (Ecuacién 1)

En especifico, la espectrofotometria UV-visible se usa principalmente en la
determinacion de conjugaciones moleculares y analitos cromoéforos, es
decir, aquellos que presentan grupos cromogénicos en su estructura los
cuales alcanzan un estado excitado por transiciones electronicas entre
orbitales moleculares y atdmicos, que posteriormente provocan como
respuesta una emisién para pasar del estado excitado al basal. Para una
muestra, se genera entonces un espectro de sefiales cuyo origen se
encuentra en cada transicion electronica que experimenten sus

componentes 12,

Se indica que el mecanismo de accion de un fotéon de energia sobre un
analito permite lograr la excitacidn de un electréon desde el estado basal a
través de tres etapas: interaccidn de la especie con el fotdn, fotoexcitacidon
y produccion del estado excitado, luego de lo cual ocurre la transicién
electrénica como tal. En el caso de los cromdforos, las transiciones a
estados n excitados presentan el mayor rango de aplicabilidad, al quedar
definidas en la regién de A = 200 - 700 nm. De esta forma los analitos
cromoéforos se caracterizan en general por presentar un sistema de
electrones © que pueden alcanzar excitacion. La cuantificacién de analitos
mediante espectrofotometria se logra de acuerdo a lo indicado en las
expresiones definidas por la ley de Lambert-Beer: estas establecen que la
absorbancia (A) de un analito presente en una solucion a medir es

directamente proporcional a la cantidad de analito presente en aquella
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solucidn, de esta forma se puede relacionar concentracién con valores de
transmitancia (T) o absorbancia a una longitud de onda especifica para cada
cromoéforo. De esta forma se tiene que:

A = —logT, (T = L) (Ecuacion 2)

Ig

Con Ip igual a la intensidad de haz de luz incidente a la solucién, e I igual a
la intensidad de haz de luz que atraviesa la solucién 2. A su vez, la ley
indica que existe una relacion lineal entre la absorbancia (o transmitancia)
de un analito a una determinada longitud de onda con su concentracion, de

acuerdo a la siguiente expresion:
A =¢Cl (Ecuacion 3)

Donde ¢ es el coeficiente de absorcién molar (o absortividad) del analito, C
es su concentraciéon y [ es la distancia que atraviesa el haz de luz dentro de

la muestra, también conocido como longitud de camino Odptico para un
medio con indice de refraccién definido 2, Gracias a (3) es posible lograr la
determinacion y cuantificacion de un analito en una matriz acuosa por
espectrofotometria. Mientras que € es un valor que depende de la muestra
que se esté midiendo, y C estd relacionado a la cantidad de analito
presente, el parametro | puede ser regulado en funcién al tipo de soporte
empleado para el analisis. Es necesario considerar que existen fenémenos
de dispersion del haz de luz (principalmente absorcién de luz por presencia
del soporte, refraccion, reflexion e interferencias) que alterarian las
mediciones y que dependen en gran medida del material solido usado para
soportar el extractante (principalmente vidrio, plastico o cuarzo) y de la

composicidn y opacidad de la matriz a analizar 2 (Fig. 24).

Para concluir con la revisidon de la determinacion espectrofotométrica, se
menciona brevemente las caracteristicas del equipo empleado en las
mediciones: el espectrofotdmetro permite medir la radiacidn absorbida o
transmitida por un soluto de concentracidon desconocida en solucién, y por
comparacién con estandares conteniendo el mismo soluto, lograr su

determinacion y cuantificacion. Un equipo espectrofotométrico esta
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compuesto principalmente de una fuente de luz continua que no sufra

cambios bruscos en potencia en un rango amplio de longitudes (lampara de

Pérdidas por reflexién - I

en las interfases \

—d 2 —d

; Pérdidas por dispersion
||~ enladisolucién
T
SRaa R Haz emergente, P
o aas]

Haz incidente, P,

Pérdidas por reflexién

Ny en las interfases
Figura 24: Algunos fendémenos de dispersidén del haz de luz en el recipiente o la solucidn.

tungsteno, arco de xendn o de filamento de wolframio para longitudes de
onda dentro del rango visible), soportes de muestra y referencia (para
equipos de doble haz), monocromador para separar longitudes de onda de
la luz, y el detector, que puede ser un fotodiodo o un dispositivo de cargas
eléctricas interconectadas. Los espectrofotdmetros pueden dividirse en los
siguientes tipos: de haz sencillo (toda la luz pasa a través de la celda de
muestra), multicanal (por empleo de detector de fotodiodos en serie) y de
doble haz, como el espectrofotdmetro UV/Visible UNICAM UV2 empleado en
este trabajo, donde un divisor genera dos haces de luz en el espacio, uno
pasa a través de la disolucion de referencia, mientras el otro atraviesa la
muestra. Cada haz finalmente llega a un fotodetector especifico y
electronicamente se determina el cociente entre las sefales de salida de

ambos haces, previa amplificacidon 2 (Fig. 25).

En general, los procesos de microextraccidn en materiales liquidos de alta
viscosidad (como el PDMS) o materiales sélidos sorbentes incluyen una
etapa de desorcion para liberar la especie a analizar del material
extractante y de esta forma realizar el analisis espectrofotométrico. En
general, se emplea un solvente organico para desplazar el equilibrio de
retencion en el sorbente reduciendo su afinidad hacia el analito. Aunque

necesaria, esta etapa puede conllevar posibles pérdidas del analito (alguna
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cantidad puede permanecer retenida en el extractante, si no ocurre una

eficiente distribucién hacia el solvente de desorcién)

Detector de
punto nulo

Cubeta de
la referencia P

Cubetade  ESPEi0
la muestra  reticulado

P

Fuente §
hy Filiro o
O 1 monocromador

Espejo
€n sectores

Motor

Vista frontal Transparente

Espejo

Figura 25: Esquema instrumental del espectrofotometro UV-Visible de doble haz, con haces separados
en el tiempo 2.

y riesgos de contaminacién debido a la manipulacién requerida para llevar a
cabo la desorcidon desde el sorbente. Se han desarrollado algunos caminos
para superar estas dificultades (por ejemplo, se emplea desorcion térmica
para solutos voldtiles y semivolatiles térmicamente estables, al acoplar
directamente el dispositivo de extraccion a una unidad de calentamiento) 3,
sin embargo se hace necesario desarrollar metodologias de trabajo que
permitan lograr la medicion directa de la especie problema, para evitar los
problemas previamente mencionados. Con este objetivo, se postula una
nueva metodologia de medicion denominada espectrofotometria en fase
solida, que esta asociada al uso de la técnica RDSE 4 y que considera el
soporte del material extractante (con la geometria circular del disco y de
espesor definido) en forma directa al haz de luz del espectrofotdmetro, para
lograr esto se emplean dos placas de vidrio rectangulares entre las cuales
se ubica la fase de PDMS. En general no es posible usar el mismo PDMS
empleado en otras técnicas de extraccion debido a su opacidad. Se requiere
entonces emplear el kit de silicona Slygard-184 para lograr la sintesis de
fases de PDMS de alta transparencia que permitan la transferencia del haz
de luz sin que ocurran fendmenos de interferencia. Al medir directamente
sobre la fase de PDMS es posible solventar los dos problemas mencionados
(contaminacién y pérdidas del analito). El principal problema que se

presenta al medir de esta manera radica en que se hace necesario que el
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compuesto a analizar presente caracteristicas de coloracién, ya que analitos
no cromoforos (aquellos dentro del rango UV) no son distinguibles del
material polimérico. Esta técnica de medicidon ha sido probada exitosamente
en la determinacion del verde de malaquita (malachite green, MG) 5, donde
se demostré que la extraccién sigue el comportamiento indicado por la ley
de Beer, pudiendo realizarse su cuantificacion directamente desde el
material de PDMS, lograndose recuperaciones de 99,3% y comprobandose
aquellas ventajas cinéticas y termodinamicas asociadas a la configuracion

de disco rotatorio (Fig. 26).

0.35
03
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0.1
500 600 700 800
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Figura 26: Disco rotatorio con PDMS soportado (A) antes y (B) después de la extraccion de 40 ug L de
MG en aguas, y espectro de absorcion del MG determinado por espectrofotometria en fase solida 5.
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9.2. Apéndice 2:

Extraccion por sorcion en disco rotatorio: teoria y fundamentos

basicos.

1. Mecanismos de sorcion de analitos en materiales extractantes:

Con el objetivo de entender como ocurre la extraccién hacia el PDMS en la
técnica RDSE, es necesario definir el mecanismo que gobierna este proceso.
Algunos materiales, como el PDMS vy el poliuretano, logran la extraccién a
través de un mecanismo de sorcion donde, mediante combinacidon de
procesos de absorcion y adsorcidn se logra la retencién fisicoquimica de los
analitos en el material sorbente (Fig. 27). Para entender como funciona este
mecanismo de sorcidn, es necesario comprender las dos etapas principales

que la conforman:

1. Absorcion: este proceso estd referido al paso del analito por el
material sorbente hasta ser retenido en el seno de este, es decir, el
analito se “disuelve” en el sorbente. El analito entonces experimenta
difusién (o particidn, comportdandose el PDMS como una fase liquida
de alta viscosidad), donde existe una penetracién tridimensional
hacia el extractante. Finalmente la retencién ocurre por interacciones
débiles del analito con la fase extractante. Una de las ventajas
principales de este tipo de interaccién radica en una mayor capacidad
extractiva al compararse con la adsorcidon ya que los analitos
retenidos interaccionan con la totalidad del material extractante, es
decir, con todo el volumen de sorbente disponible para la extraccién.
A su vez, debido a las interacciones débiles entre el material y el
analito, este ultimo puede desorberse facilmente y con elevadas
recuperaciones mediante desorcidon térmica, sin requerir el uso de

solventes liquidos 2.

2. Adsorcion: este proceso considera la retencion del analito mediante
interaccion superficial con el sorbente, a través de fuerzas

intermoleculares como interacciones de Van der Waals o dipolo-
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dipolo. En este caso, el material se caracteriza por presentar poros en
su superficie, los cuales poseen sitios adsortivos donde ocurre la
interaccion. Debido al tipo de retencién, la capacidad extractiva es
menor que en la absorcidén: los analitos, ademas de otros elementos
en la matriz, deben competir por estos sitios adsortivos, a medida
gue estos son ocupados se va reduciendo la eficiencia de extraccion
hasta alcanzar la saturacion. Para este mecanismo se distinguen tres
etapas principales: difusion a través del film estatico que recubre el
adsorbente, difusion a través de los poros y la reaccién adsortiva,
cuando ocurre la interaccién o enlace del analito con el sitio adsortivo

del material 2.
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Y
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__________ 2= Absorcion
____________ -
----------- -
—
Moléculas de analito Transftfrencia de masa del Sorcion [:DI:ISidETa la accion simults_:!'lea
analito al extractante de mecanismos de ab- y ad- sorcion
Extractante
.
o —
_____________ - R e3Pt
) S SN
__________ - T Adsorcion Pya
------------ - )
---------- - ¥
== s
" B
P—— L —

Figura 27: Esquema de los mecanismos que conforman el proceso de sorcidon sobre un extractante.

Algunos materiales interaccionan con los analitos mediante otros
mecanismos, como por ejemplo sorbentes de intercambio idnico (mediante
atraccidon electrostatica hacia sitios cargados en la superficie del material) y
por interaccion quimica del analito con el extractante (al generarse un

enlace covalente entre elementos que presenten reactividad quimica) 1.

Los extractantes que retienen a través de un mecanismo de adsorcion
presentan claras desventajas: una menor capacidad de extraccion y la

fuerza de las interacciones entre sorbente y soluto limita el proceso de
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desorciéon (solo puede usarse desorcién liquida debido a la fuerte interaccion

con el analito) 2.

El desarrollo de materiales de sorcidn ha permitido solventar estas
desventajas, aumentando el rango de aplicabilidad a diversos analitos de
distintas caracteristicas. Estos materiales poliméricos presentan una
temperatura de transicion vitrea menor a la temperatura en la que el
proceso de extraccién se lleva a cabo, luego, el material deja de
comportarse como un sélido y actia como un liquido de alta viscosidad con
propiedades de difusion y distribucidn similares a las de los solventes
organicos. Ya que los analitos se disuelven en el sorbente no ocurre un
proceso de formacidon de enlaces con el material y por lo tanto es posible

emplear la desorcidn térmica 2.

De aquellos materiales que logran la extraccién a través de mecanismo de
sorcién, uno de los mas utilizados (y que sera empleado en este estudio) es
el PDMS. Esta es una fase liquida de alta viscosidad que presenta una baja
polaridad. Usado como fase estacionaria en cromatografia y como material
de recubrimiento en SPME, se caracteriza por ser muy inerte, altamente
estable y por lograr la retencién de compuestos apolares y de alto peso
molecular, ademas de permitir trabajar en medios basicos. Es por estas
caracteristicas que se elige el PDMS como el material sorbente para la
extraccion de los complejos apolares neutros de CuDDTC;, la cual se ve

favorecida al trabajarse en rangos de pH basicos 23.

a. La microextraccion en fase sélida (SPME) como base de la
técnica RDSE:

La microextraccién en fase sdlida es una técnica de extraccién vy
preconcentracidn desarrollada por Pawliszyn a inicios de 1990, la cual
emplea una fibra de silica similar a una aguja que esta revestida de un
material sorbente de naturaleza polimérica a un espesor general entre 5 a
100 um, y que permite la extraccidn de analitos volatiles, semivolatiles y no
volatiles tanto desde muestras gaseosas u obtenidas desde el espacio
cabeza (head-space) como muestras liquidas basandose en el equilibrio que
se genera entre la muestra y la fibra recubierta de material sorbente, a

través de la exposicidon directa de la fibra a la solucidén. Luego los analitos a
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estudiar pueden ser determinados en sistemas cromatograficos previa etapa
de desorcion térmica (por uso de gas carrier inerte) o liquida (usando un
solvente adecuado). Una serie de factores experimentales influyen en gran
medida sobre la eficiencia de extraccion, incluyendo la temperatura y pH de
la solucién de trabajo, si se aflade un dispositivo de agitacion al sistema de
extraccion, etc, sin embargo uno de los pardmetros de mayor importancia
estd relacionado a la cantidad de material extractante soportado en el
dispositivo. En especifico para SPME, debido a la baja cantidad de sorbente
soportado en la fibra, la capacidad extractiva es mucho menor lo que se
traduce en reduccién de la sensibilidad 4. Esta desventaja se ve
aparentemente solventada por la introduccion de la técnica de extraccion
por sorcibn en barra de agitacion (SBSE). En el caso de SBSE, las
principales ventajas radican en un aumento del volumen de material
extractante soportado que se traduce en un incremento de la sensibilidad
(permite extraccion de analitos con Kow menor a 10°) y no requerir de un
dispositivo externo de agitacién al sistema, sin embargo sus desventajas
incluyen la reduccion de la velocidad de rotacion maxima del sistema ya que
la configuracion de barra provoca un contacto directo del sorbente con el
vial de extraccion deteriorando al material a altas velocidades, elevado
costo asociado a la produccién de barras y una reduccion en la razéon del
area de extractante contactado con el volumen de solucidon, ademas se
deben considerar los riesgos de contaminacion debido a la baja posibilidad
de automatizacion del sistema y la necesidad de una unidad de desorcién
térmica especial para las barras 4®. De esta forma se hace necesaria la
optimizacién de estos parametros para lograr recuperaciones cuantitativas.
Para lograr esto, uUltimamente se ha desarrollado una técnica analoga a
SPME y SBSE, la cual basandose en sus principios teoricos basicos adopta

una nueva configuracién del mismo sistema, generando la técnica RDSE 7:3,

b. Principios teodricos basicos aplicados a RDSE:

Para todas las técnicas de microextraccidn es posible aplicar una expresion

gue relaciona los coeficientes de particiéon entre el material extractante (en
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este caso se considerara PDMS al ser el material usado como revestimiento
en las barras de agitacion de la técnica SBSE y uno de los principales
materiales extractantes usados en general, incluyendo a la técnica RSDE) y

el agua (Keoms/w) Y el coeficiente octanol/agua (Koyw), tal que:

Kow = Kppus = Kp,con K, = —b (Ecuacién 1)
w Ca

Con Kp igual a constante de reparto entre fases, Cp, y C; igual a
concentracidon de analito en fase organica y fase acuosa, respectivamente.
Luego es posible obtener una expresién andloga a (1), pero que relaciona
valores de concentracién de analito presente tanto en la fase acuosa como

en el PDMS, tal que:

Cppms _ Mppus . Vi

Ko/w =~ Kppus = (Ecuacion 2)
W

Cw My Vepus
Donde Crpms ¥ Cw se refieren a la concentracidon de analito en PDMS y agua
respectivamente, mppms Y Mw son las masas de analito en cada fase, Veoms Y
Vw son los volumenes de cada fase respectivamente. Es posible simplificar
(2) al obtener una expresidon de razén de volimenes de fase que asocia los

valores de Vw Y Veoms Y l0s agrupa en un solo término definiendo B, tal que:

B =Y (Ecuacién 3)
VpDMs

Luego, se puede definir una expresion que permite relacionar los términos

Kosw, B y las masas de analito retenidas en cada fase, generandose:

Ko/w _ mppms _  Mppus
B myy Mo—MppMs

(Ecuacion 4)

Finalmente, reordenando (4), y considerando un valor de recuperacién
tedrica R definido como R= Mppus / Mo, se obtiene una expresion que
determina los factores de mayor importancia en los procesos de

microextraccion, tal que:

K
R = o/w

= —F—— (Ecuacién 5)
KO/W (
s+ =54%)

Al analizar la expresién (5) vemos que los Unicos dos factores que controlan

la recuperacion en un proceso de extraccidn son el coeficiente de particidén y
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la razén de volimenes de fase'?46, De esta forma es posible indicar que
una mayor eficiencia de extraccion, lo que se traduce en recuperaciones
cuantitativas del analito, se logra con altos valores de Kow y bajos valores

de B. Este comportamiento se explica ya que:

1. Aquellos analitos que poseen un valor elevado de Ko,w presentan una
tendencia mayor a difundir y ser retenidos en la fase de menor
polaridad (en este caso se considera al PDMS como analogo al
octanol en este aspecto). Ya que Kow puede considerarse como un
indicador de polaridad, y conociendo que los analitos presentan una
mayor afinidad hacia fases de extraccién de polaridad semejante, las
interacciones entre el PDMS de baja polaridad y analitos apolares se
ven favorecidas 25°. En el caso estudiado, los complejos de cobre
neutros generados con DDTC, debido a su polaridad, pueden ser
transferidos (por un proceso de difusidon) mediante particion entre
fases, e interaccionar con el material polimérico de PDMS para su
retencion.

2. De acuerdo a la expresion (3), el parametro B viene definido en
funcidon de volumenes de fases extractante y acuosa, de forma que el
valor de B se reduce cuando se incrementa el valor de Vppms. En
funcion a los principios basicos que definen los mecanismos de
sorcion de analitos en fases extractantes, un mayor volumen de fase
permite aumentar el espacio tridimensional de material disponible a
interaccionar a través de extraccion por absorcidon (considerando
difusion a la totalidad del material extractante), permitiendo la
retencidon de una mayor cantidad de analito, mientras que si se
considera adsorcién, un aumento de volumen incrementaria el
nimero de poros en la superficie, lo que se traduce en mayor
cantidad de sitios adsortivos donde el analito puede interaccionar®%4-
6. La configuraciéon de disco, al poder soportar un mayor volumen de
fase en una de sus superficies, al comparar con la fibra recubierta
(SPME) vy la barra de agitacion (SBSE), permitiria favorecer la
extraccién al aumentar las interacciones entre CuDDTC; y el
sorbente, mejorando su retencion, lo que se traduce en mayores

recuperaciones del analito.
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Mas ventajas asociadas al uso del disco incluyen la reduccién de los tiempos
de equilibrio (te), y un incremento de la velocidad de transferencia de masa
(dn/dt): para los procesos de microextraccion, es posible definir
expresiones que dan cuenta de ambos parametros, tal que:

35K 4P

to / (Ecuacién 6)

2—1;’: (%)C (Ecuacién 7)

Ambas expresiones dependen del factor & de espesor del film estatico de
agua, una interfase generada sobre la superficie del extractante y que actua
como interferente del proceso de difusién del analito, luego, una mayor
velocidad de rotacidén del sistema de extraccion permite reducir el valor de
0. Debido a la configuracion de barra, el sistema no puede alcanzar
velocidades elevadas (el PDMS extractante esta en contacto directo con el
vial de extraccién), una desventaja que se ve superada al usar la
configuracién de disco rotatorio, que permite trabajar a velocidades
elevadas (>1250 rpm) sin que ocurra deterioro del PDMS.

Sin embargo, estas no son las Unicas ventajas que el uso de una
configuracién en disco rotatorio para soportar el sorbente entrega: en
especifico para la determinacion de compuestos coloreados no se hace
necesario realizar la desorcion del analito con un solvente, ya que la forma
del material polimérico permite que pueda soportarse directamente en el
espectrofotdmetro®. Otras técnicas de microextraccion previamente
mencionadas no cuentan con esta ventaja: para microextraccion en fase
sdOlida, se hace necesario desorber desde el PDMS adosado a la fibra y luego
llevar a la cubeta, en forma similar se debe trabajar sobre el PDMS
soportado en la barra de agitacion en SBSE. Por lo tanto, la medicidn
directa sobre el PDMS trae beneficios tanto a nivel de costos como de

tiempo requerido para llevar a cabo las mediciones espectrofotométricas.
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9.3. Apéndice 3:

El cromoforo CuDDTC:: descripcion, caracteristicas \Y

consideraciones:

En general los ditiocarbamatos N-sustituidos (ligandos 1,1-ditiolatos
monoanionicos) han encontrado su utilidad en el desarrollo de métodos
analiticos para la determinacion de metales, permitiendo la deteccién y
cuantificacion de trazas de diversos materiales. Una de sus ventajas
importantes radica en que los acidos ditiocarbamicos sustituidos no son
reactivos especificos, y son capaces de formar complejos metalicos estables
de baja solubilidad en agua. Luego, las separaciones de metales por
complejacidn dependen de las estabilidades relativas y solubilidades de la
sal ditiocarbamica del metal requerido. Mientras que las sales sodicas y
potasicas de ditiocarbamatos (las mas usadas en estudios analiticos)
presentan buena solubilidad en agua (20 mg/L para NaDDTC), los
complejos ditiocarbamicos de los metales de transicidon se caracterizan por
solubilizarse pobremente en agua, y ser mas solubles hacia medios
organicos, lo que permite desarrollar metodologias de extracciéon?.

Los ditiocarbamatos estabilizan el cobre en los estados de oxidacion +1, +2
y +3, siendo los complejos bis(ditiocarbamato) de cobre(II) los mas
comunes. Existen diversas formas de sintetizar los complejos, incluso a
través de la mezcla directa de la sal sddica con polvos de cobre en
cloroformo, demostrando su alta reactividad y versatilidad de uso?!.

Todos los complejos bis ditiocarbamicos de cobre (II) poseen un centro de
cobre (II) cuadrado-planar?, y en especifico, el bis(dietilditiocarbamato) de
cobre (II) (que puede interactuar con el centro metdlico como un ligante
unidentado, bidentado o como ligante de enlazamiento) presenta un
ordenamiento plano cuadrado ligeramente distorsionado en torno al cobre2.
Este arreglo distorsionado se debe a que la energia de estabilizacion del
campo cristalino es mayor que la energia repulsiva de las interacciones
estéricas impuestas por el metal al adoptar la configuracidn plana-
cuadrada’.

Se ha podido caracterizar el complejo Cu(DDTC); a través de estudios de

espectrometria de resonancia Raman, trabajando en longitudes de onda
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cercanas a la primera transicion de transferencia de carga permitida. El
estudio permitid asignar bandas de absorcién para la transferencia Cu-S
(stretching) ademdas de interacciones S-C-S, S-C-N, Cu-S-C y Cu-S-Cu
(bending), y definir que el fuerte peak de absorcion del espectro molecular
que aparece a 432 nm se puede asignar a una transicién de transferencia
de carga ligando-metal. Gracias a este estudio, se pudo definir que el
complejo de cobre posee una simetria D2y, donde el atomo de cobre se
eleva ligeramente sobre el plano xy (Fig. 28), con el dtomo de azufre del
ligante enlazado en una posicién axial. El fendmeno de transferencia de
carga entre el ligando y el metal sucede por atraccidén electrostatica que se
origina por un fendmeno de transicion electrdnica, el cual ocurre desde los
electrones de orbitales moleculares del atomo de azufre del ligante hacia los

orbitales desocupados del cobre3.
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Figura 28: Representacion espacial del complejo Cu(DDTC): en el plano xy definido sobre el metal
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Debido a la absorcion a longitudes cercanas a 435 nm, el complejo presenta
propiedades luminiscentes que permiten su determinacién colorimétrica®. El
complejo en solucién se caracteriza por su coloracidn amarilla a café. El
valor de pKa para la sal acida es de 6,72, lo que indica que a pHs basicos
(>8) se favorece la total ionizacidn, obteniéndose la especie DDTC, la cual
interacciona con los atomos metalicos en la matriz acuosa®.

La sal sddica del acido dietilditiocarbamico presenta un log Pow (con Pow
igual al coeficiente de particidon octanol-agua) de 1,06 (estimado a través de
cromatografia electrocinética micelar), indicador de la relativa polaridad de
la sal, y que explica su afinidad al medio acuoso®. Aunque no se han
informado valores de Pow para el croméforo Cu(DDTC);, estudios

demuestran la existencia de interacciones hidrofdobicas para explicar la
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retencion al extractante, luego, el complejo presenta caracteristicas de
hidrofobicidad, y el material extractante actia como un solvente organico
apolaré®, Tomando esto en cuenta, técnicas de extraccidn con materiales de
sorcién apolares también han sido empleadas en la determinacion del
complejo Cu(DDTC),8. Debido a esto se ha considerado, en este estudio, el
empleo de PDMS, un reconocido material de sorcién de baja polaridad como

extractante soportado sobre el dispositivo de disco rotatorio °:1°,

Se debe considerar, al momento de trabajar, la posible toxicidad de la sal
sddica de dietilditiocarbamato: en organismos vivos, al sufrir
descomposicién proteica, se genera disulfiram el cual produce neuropatias
periféricas en humanos y animales, y el dietilditiocarbamato, por formacién
del complejo, puede elevar los niveles de cobre en el cerebro y sistema
nervioso periférico, generando stress oxidativo y peroxidacion lipidicat®*2, A
nivel externo, el NaDDTC puede causar irritacion a la piel, ojos y el tracto

respiratoriol3.
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