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RESUMEN

La presencia de arsénico y metales en el agua, el suelo y los alimentos en
concentraciones superiores a las recomendadas por organismos oficiales constituye
una grave amenaza para el ambiente y la salud publica. Estos contaminantes,
provenientes tanto de fuentes naturales como de actividades humanas, pueden
acumularse y alcanzar concentraciones peligrosas, afectando directamente la
calidad del agua potable, la fertilidad del suelo y la seguridad de los alimentos
consumidos. La contaminacion por arsénico y metales ha sido vinculada con
diversas enfermedades crénicas y condiciones adversas para la salud, incluyendo
cancer y trastornos neuroldgicos. En este contexto, el desarrollo de métodos
analiticos precisos y eficaces para la deteccion y cuantificacion de estos elementos

es fundamental.

Esta Tesis se dedic6 al desarrollo de nuevos métodos analiticos para la extraccion y
determinacién de arsénico y metales en muestras ambientales y alimentarias. En el
primer estudio, se cred un dispositivo impreso en 3D para la determinacion cinética
de As(lll) mediante el andlisis de imagenes digitales. EI método presentd limites de
deteccion y cuantificacién que se ajustan a los valores establecidos como maximos
por la Organizacion Mundial de la Salud. Ademas, en sélo 15 minutos se pueden
analizar 24 muestras y generando como resultado de la miniaturizacion del método
s6lo 300 microlitros de residuos por sitio de reaccion. A su vez, el método propuesto
se ajusta a los principios de la Quimica Analitica Sostenible resultando 1,7 veces

mas verde que otros trabajos publicados con similar deteccion.

El segundo estudio evalud sistemas eutécticos naturales como extractantes de

metales en un material de referencia certificado BCR®-701. La optimizacion del
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método de extraccion se llevé a cabo mediante un enfoque univariado, obteniendo
resultados favorables con el uso de 16,5 mL de extractante y un 45% de agua, en
un tiempo de extraccién de solo 16 h, un tiempo mucho menor al requerido con el
método oficial que fue de 53,5 h para el mismo nimero de muestras. EI método
propuesto resulté mas rdpido y ecoldgico, y demostro el potencial de los NADES en

la preparacion de muestras.

En el tercer estudio, se desarroll6 un método de microextraccion liquido-liquido
dispersiva asistida por ultrasonido para la determinacion multielemental utilizando un
sistema eutéctico profundo magnético (MDES). La metodologia permitié la
separacion y preconcentracion de 15 elementos (Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn,
Mo, Ni, P, Pb, Ti, V, y Zn) a partir de muestras de aceite comestible previo a su
determinacién por ICP-OES. El empleo de pequefios volimenes del extractante
MDES (268 pL) permitio la reduccion de reactivos y residuos, y aumentoé el caracter

ecoldgico del método.

Los métodos analiticos desarrollados en esta Tesis Doctoral no solo se centraron en
alcanzar parametros analiticos 6ptimos para los analitos estudiados, sino que
también propusieron alternativas respetuosas con el ambiente, mediante el uso de
reactivos amigables con el ambiente y la reduccion de residuos. En todos los casos,
la evaluacion de la sostenibilidad se realiz6 mediante el uso de la métrica AGREE a
fin de poder cuantificar de manera mas objetiva los criterios establecidos por la

Quimica Analitica Sostenible.
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ABSTRACT

The presence of arsenic and metals in water, soil and food at concentrations higher
than those recommended by official organizations poses a serious threat to the
environment and public health. These contaminants, from both natural sources and
human activities, can accumulate to dangerous levels and directly affect the quality
of drinking water, soil fertility and the safety of food consumed. Contamination by
arsenic and other metals has been linked to several chronic diseases and adverse
health effects, including cancer and neurological disorders. In this context, the
development of accurate and efficient analytical methods for the detection and

guantification of these elements is of vital importance.

This thesis was dedicated to the development of new analytical methods for
extraction and determination of arsenic and metals in environmental and food
samples. In the first study, a 3D printed device for the kinetic determination of As(lll)
by digital image analysis was developed. The method showed limits of detection and
guantification that were according to the maximum levels set by the World Health
Organization. In addition, 24 samples can be analyzed in only 15 minutes and, as a
result of the miniaturization of the method, only 300 microlitres of residue were
generated per reaction site. Furthermore, the proposed method is according to the
principles of Green Analytical Chemistry and is 1.7 times more environmentally

friendly than other published work with similar detection.

In the second study, a BCR®-701 certified reference material was used to evaluate
natural eutectic systems as metal extractants. Optimization of the extraction method
was carried out using a univariate approach and optimal results were obtained using

16.5 mL of extractant and 45% water, with an extraction time of only 16 h, much



shorter than the official method which required 53.5 h for the same number of
samples. The sustainability of the proposed method was demonstrated by evaluation
with the AGREE metric approach and comparison with the modified BCR® method.
The proposed method is presented as a different, faster and more environmentally

friendly alternative, highlighting the potential of using NADES in sample preparation.

In the third study, an ultrasound-assisted dispersive liquid-liquid microextraction
method was developed for multi-elemental determination using a magnetic deep
eutectic system (MDES). The methodology allowed the separation and
preconcentration of 15 metals (Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Ti, V,
and Zn) from edible oil samples prior to their determination by ICP-OES. The use of
small volumes of MDES extractant (268 microliters) allowed the reduction of

reagents and residues, and increased the environmental friendliness of the method.

The analytical methods developed in this thesis not only focused on achieving
optimal analytical parameters for the studied analytes, but also proposed
environmentally friendly alternatives through the use of environmentally friendly
reagents and the reduction of waste. In all cases, in order to quantify more
objectively the criteria established by Green Analytical Chemistry, the sustainability

assessment was carried out using the AGREE metric.
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Capitulo 1: Introduccion




1.1 Determinacion de arsénico y metales

1.1.1 Arsénico

El arsénico es un metaloide que se encuentra de forma natural en la corteza
terrestre y es uno de los contaminantes inorganicos mas toxicos, presente
fundamentalmente en agua subterranea, y detectado en una amplia escala de
concentraciones en todo el mundo. La exposicion de los seres humanos a este
elemento ocurre a través del consumo de agua y alimentos contaminados [1]. La
contaminacion se puede dar tanto por la liberacion de arsénico a suelos y acuiferos
debido a procesos naturales como fenébmenos volcanicos y desintegracién de rocas,
asi como por actividades humanas como la mineria, los procesos industriales, la

fundicion de metales, produccion de pesticidas y preservantes de madera [1-3].

Es importante resaltar la significativa inquietud ambiental generada por la
presencia de arsénico en el suministro de agua potable, una preocupacién que, a
primera vista, podria considerarse redundante. Sin embargo, hasta que no se logre
el desarrollo de materiales y técnicas que permitan una remocién eficaz y una
medicion precisa de las diversas especies de arsénico, su persistencia sobre todo
en el agua seguira siendo un tema de relevancia indiscutible en los campos de la
quimica, la medicina y las ciencias ambientales. El consumo de agua que contiene
arsenico representa la causa principal de envenenamiento crénico por arsénico en
seres humanos, lo cual constituye un problema de considerables dimensiones en
areas en las cuales la poblacion depende del agua subterranea como fuente
primaria de abastecimiento [4]. Este problema ejerce un impacto evidente en los

ambitos socio-sanitarios, ambientales y econdmicos de las regiones afectadas.

Es importante sefalar que el arsénico inorganico se encuentra de manera



natural en niveles elevados en las aguas subterraneas de varios paises, incluyendo
Argentina, Bangladesh, Chile, China, Hungria, India, Japon, México, Nueva Zelanda,
Polonia, Estados Unidos y Vietham [5]. Segun estudios publicados recientemente,
alrededor del 10% de la poblacion en Argentina (equivalente a 4,5 millones de
personas) se encuentra expuesta a contaminacion por arsénico presente en agua
utilizada para consumo, ya sea de red publica o de perforacion [6]. La provincia de
Buenos Aires es una de las zonas geogréficas mas afectadas, ya que en muchas
regiones de la misma las concentraciones de arsénico se encuentran por encima del
valor recomendado por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), la cual
establece un limite de 10 pg Lt [7]. En Argentina los valores limites estan en
discusion ya que en 2007 el Cadigo Alimentario Argentino (CAA) disminuy6 de 50 a
10 pg L los niveles de arsénico para agua de consumo, pero en 2012 se anul6 la
modificacién anterior ya que se indic6 que dicho cambio debia sustentarse en un

estudio epidemiologico.

Por otro lado, la utilizacién de aguas subterraneas o de pozo contaminadas
para el riego de cultivos en &reas agricolas eleva la concentracién de arsénico en

suelos y por ende en los alimentos [8].

De esta forma, el consumo de arsénico a través del agua o de los alimentos en
cantidades superiores a las recomendadas a lo largo del tiempo puede conducir a la
arsenicosis o Hidroarsenicismo Cronico Regional Endémico (HACRE) el cual ya fue
descrito a principios del siglo XX en Argentina [9]. Dicha exposicion se caracteriza
por la aparicion de lesiones cutaneas que progresan hacia el deterioro de la funcion
hepatica, renal y respiratoria, ademas de presentar efectos carcinogénicos (cancer

de piel, pulmén, rifidn, vejiga, entre otros) [10-12]. Por ello, la USEPA (del inglés,



United States Environmental Protection Agency) clasifica al arsénico como agente
carcinogénico en el grupo “A” [13]. A su vez, la IARC (del inglés, International
Agency for Research on Cancer) incluye a este elemento dentro del grupo “I” [2].
También la exposicidon cronica a arsénico esta directamente relacionada con

enfermedades neuroldgicas y cardiovasculares [14].

Por lo tanto, el analisis de este elemento en muestras de agua, suelo y
alimentos es de trascendental importancia, sobre todo en la provincia de Buenos
Aires donde vive un tercio de la poblacion del pais. Mas precisamente, el partido de
Bahia Blanca y zonas aledafas (Médanos y Tornquist) se encuentran afectadas por
esta problematica. EI monitoreo de dichas regiones es un factor clave para
implementar programas de prevencion y tratamiento de las muestras. Para ello, es
necesario contar con métodos analiticos confiables que tengan la capacidad de
detectar y cuantificar arsénico a nivel de lo exigido por normas nacionales e
internacionales. En este sentido, algunos de los enfoques de cuantificacion para la
determinacién de arsénico han sido la espectrometria de emisién dptica con plasma
acoplado inductivamente (ICP-OES, del inglés inductively coupled plasma-optical
emission spectrometry) [15,16], la espectroscopia Raman de superficie aumentada
(SERS, del inglés surface-enhanced Raman spectroscopy) [17,18], la
espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente (ICP-MS, del inglés
inductively coupled plasma-mass spectrometry) [19,20], espectroscopia de
fluorescencia atémica por generacion de hidruros (HG-AFS, del inglés hydride
generation-atomic fluorescense spectrometry) [21,22], espectrometria de absorcion
atomica electrotérmica (ET-AAS, del inglés electrothermal-atomic absorption
spectroscopy) [23,24], voltamperometria [25,26], espectrofotometria [27,28] y

colorimetria [29,30].



1.1.2 Metales

Las actividades humanas como la agricultura, la industria y las actividades
domésticas, liberan grandes cantidades de metales en aguas superficiales y

subterraneas, suelos y en la biosfera (Fig. 1.1.1) [31].

Los fertilizantes inorganicos y organicos, el estiércol, las cales, los pesticidas,
etc., utilizados en la agricultura contienen cantidades variables de Cr, Cd, Ni, Zn, Pb
y otros metales [32]. De manera similar, la mayoria de los pesticidas quimicos
comunmente utilizados, como la mezcla de Burdeos y el arsenato de plomo,
contienen Cu, Hg, Mn, Pb o Zn. Aparte de estos, el uso de aguas residuales
municipales e industriales para el riego también es una fuente predominante de
metales en el suelo. Ademas, los procesos industriales como la mineria, la fundicion
y el procesamiento de metales generan principalmente Cr y Ni [33], mientras que el
V, Ti y Mn provienen principalmente de actividades relacionadas con el petroleo y el
carbdn [34]. La mineria de carbon también libera niveles significativos de As, Cd y
Fe, mientras que la mineria de oro aumenta el nivel de Hg en el ambiente [35]. En
general, los metales que estén presentes en forma de particulas y vapor pueden
combinarse con el agua de la atmdsfera, formando aerosoles. Los aerosoles pueden
ser esparcidos por el viento (deposiciébn en seco) o precipitados en la lluvia
(deposicion en humedo), y causan contaminacion de suelos y cuerpos de agua [36].
Ademas, la combustion de carbon y petroleo, asi como las centrales nucleares,
liberan metales como Se, Cd, B, Cu, Cs, Zn y Ni a la atmésfera. El procesamiento
de plasticos, microelectronica, preservacion de madera, textiles y procesamiento de
papel también provoca toxicidad por metales en el ambiente [37]. Finalmente, los
efluentes domeésticos constituyen la principal fuente de contaminacion por metales

en los cuerpos de agua. Los efluentes domésticos pueden incluir sustancias de



aguas residuales no tratadas que pasan a través de los filtros en plantas de
tratamiento biol6gico, asi como sustancias de desecho que se eliminan por los
desagues de alcantarillado. La mayoria de los detergentes enziméticos ampliamente
utilizados contienen trazas de elementos como Fe, Cr, Mn, Zn, Co, Sr y B,

contribuyendo asi a la contaminacion por metales.
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Figura 1.1.1 Fuentes de contaminacion antropogénica de metales en aguas y
suelos.

Por otro lado, la acumulacién de metales en plantas cultivadas es una gran
preocupacion debido a la probabilidad de contaminacion de los alimentos a través
de la raiz que esta en contacto con el suelo. Por esta razén, la contaminacién por
metales resulta de gran interés debido a su toxicidad, que amenaza tanto la vida

humana como al ambiente. Los altos niveles de metales en sedimentos, lodos,



suelos y, a través de procesos de transferencia, en aguas subterraneas y plantas,

pueden tener efectos negativos en la salud de los animales y de los seres humanos.

Aunque ciertos metales como Cd, Pb y Ni no son esenciales para el
crecimiento de las plantas, pueden ser absorbidos y acumulados por las mismas en
formas toxicas cuando se emplean aguas contaminadas para el riego o bien se
cultivan en suelos contaminados. La concentracion de metales en la solucion del
suelo juega un papel importante en el control de la biodisponibilidad de los metales
para las plantas. La mayoria de los estudios muestran que el uso de aguas
residuales contaminadas con metales para riego durante largos periodos de tiempo
aumenta el contenido de los mismos en los suelos por encima del limite permisible.
En dltima instancia, el aumento del contenido de metales en el suelo también
incrementa la absorcion de metales por las plantas, dependiendo del tipo de suelo,
las etapas de crecimiento de las plantas y las especies vegetales [38]. La ingestion
de estos vegetales o bien de productos alimenticios derivados de ellos, como

pueden ser los aceites, representan un potencial riesgo para la salud humana.

Los métodos méas comunes utilizados actualmente para la determinacién de
metales en muestras ambientales y alimentos implican técnicas espectrométricas
altamente sensibles, como la espectroscopia de emisibn atébmica y la
espectrometria masas, ambas con plasma acoplado inductivamente (ICP-AES e
ICP-MS). Estas técnicas generalmente requieren la destruccion de la matriz de la
muestra para obtener una solucion del analito lista para el analisis. Las técnicas de
digestion de muestras, como la digestion por microondas y la digestion acida
humeda convencional para la determinacion total de metales, se han utilizado

ampliamente para la disolucion de elementos [39]. Estas técnicas de digestion



requieren el uso de acidos concentrados y altas temperaturas, y a menudo altas
presiones, para lograr la disolucion total de los elementos a partir de muestras

solidas [40].

1.1.2.1 Metales en sedimentos

Los metales que se incorporan al ambiente acuatico, provenientes de fuentes
atmosféricas o terrestres, se fraccionan entre varios compartimientos: una porcion
estd unida a ligandos organicos e inorganicos disueltos en solucién mientras que
otra fraccion permanece asociada con material particulado siguiendo reacciones de
adsorcion, precipitacidbn o co-precipitacion o es captada por organismos vivientes
[41]. Una fraccién aun mayor de los metales introducidos se encuentra asociada con
los sedimentos, donde constituyen la fuente de un potencial dafio ecolégico dada su
alta persistencia y no-degradabilidad. Los sedimentos constituyen un reservorio
concentrado de metales; las concentraciones en este compartimiento son érdenes
de magnitud méas altos que aquellos encontrados en cuerpos acuosos asociados,
donde pueden ser liberados por cambios en las condiciones ambientales tales como

pH, potencial redox, oxigeno disuelto y presencia de quelatos organicos [42].

Segun su forma de asociacién, los metales son susceptibles de solubilizacion o
de precipitacion durante las modificaciones fisicoquimicas que se producen en los
sistemas acuaticos naturales. Como estas diferentes formas de metales
generalmente exhiben distintas propiedades fisicas y quimicas, la medicién de la
concentracion total de metales provee escasa informacién sobre la potencial

interacciéon de los metales con los componentes bidticos y abidticos presentes en el



ambiente acuatico. En la actualidad se acepta generalmente que el papel de los
sedimentos asociados con cuerpos acuaticos como fuentes o sumideros de
contaminantes no puede establecerse s6lo por medicion de la concentracion total de
metales. En particular, la determinacion de metales totales no conduce a una
estimacion exacta del posible impacto ambiental, por ejemplo, cuando esos
materiales son dragados e incorporados como relleno de terrenos. En ese contexto,
es esencial reunir informacién sobre la disponibilidad potencial de metales téxicos
para el medio biolégico bajo condiciones ambientales muy diversas. Debido a que,
como ya se ha mencionado, la disponibilidad depende criticamente de las formas
fisicas y quimicas en las cuales los metales se encuentran presentes en el
sedimento, la especiacion de elementos traza constituye un tema de considerable
atencion. Los estudios en los medios acuaticos naturales han alcanzado gran
interés en los ultimos tiempos, dado el incremento de poblacién en zonas costeras y
la creciente industrializacion, teniendo presente que las actividades humanas
producen distinto tipo de vertidos que incrementan la concentracion de metales en

los sistemas marino-costeros.

La relevancia del estudio de la especiacién o fraccionamiento de los metales
se debe ademas a que algunos de ellos, a pesar de su potencial toxicidad, son
necesarios para el desarrollo normal de los organismos vivos. La toxicidad de los
metales es proporcional a la facilidad con que son absorbidos por los seres vivos.
Es sabido que un metal en forma idnica es incorporado mas facilmente que estando
en su forma elemental, y si se encuentra en su forma reducida se incrementan las
posibilidades de oxidacion y retencion en diversos érganos. Los efectos toxicos de
los metales no se detectan facilmente a corto plazo, aunque su incidencia a

mediano y largo plazo es considerable. Los metales son dificiles de eliminar del
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medio acuético porque los organismos los incorporan a sus tejidos y de alli se

transfieren a sus depredadores, en los que finalmente se manifiestan.

Es deseable, por consiguiente, para un sedimento dado, distinguir las formas
quimicas a las cuales aparecen asociados los metales. El conocimiento del
fraccionamiento de un metal es (til para determinar su origen y para comprender su
comportamiento geoquimico como la diagénesis (proceso de formacién de una roca
a partir de sedimentos sueltos que sufren compactacion), la movilidad, el transporte
y su disponibilidad biologica, ya que la bioacumulacién de ciertos metales depende

de la fase geoquimica particular con la cual los metales traza estan asociados [43].

1.1.2.2 Metales en alimentos

El consumo de alimentos es la principal via de exposicion de la poblacion
general a los metales. La contaminacién por metales se ha convertido en un
problema mundial, degradando el ambiente y planteando una grave amenaza para
la salud humana. Las causas subyacentes de este problema persistente parecen ser
el aumento de la tasa de urbanizacién, los cambios en el uso del suelo y la
industrializacién, especialmente en los paises en desarrollo y densamente poblados.
La contaminacion de los alimentos vegetales por metales como el Pb, el As, Cd y
Hg se ha considerado una de las principales vias de exposicion a estos elementos y
actualmente plantea un enorme desafio para el suministro de una nutricion
saludable a una poblacién cada vez mayor. El aumento repentino del crecimiento
demografico y la industrializacién ha provocado un cambio inevitable en el uso de la

tierra en todas las regiones del mundo. Como se comentd anteriormente, esta
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dinamica ha obligado a realizar esfuerzos sostenidos para mejorar la productividad
agricola de é&reas geogréficas limitadas para producir cantidades adecuadas de
alimentos. De esta manera, el uso de fuentes de riego de bajo costo, como aguas
residuales, efluentes tratados y lodos contaminados con metales han propiciado una
disminucién de la calidad de los alimentos. El uso agricola de fertilizantes y
pesticidas quimicos o0 minerales en el mundo también ha aumentado
significativamente [8] como factor que contribuye a la perturbacion del sistema
suelo-planta con metales [9]. Recientemente se ha postulado que, entre las plantas
comestibles disponibles para el consumo humano, los cereales, que incluyen trigo,
arroz, cebada, maiz, centeno, avena y mijo, han acaparado la mayor parte de la
produccién agricola mundial [8] con raices y tubérculos, frutas y hortalizas, y cafa
de azlcar también en aumento. Ademas, los productos derivados de estos
vegetales como los aceites comestibles pueden contener diferentes metales. Por
ello, los niveles de oligoelementos en los aceites comestibles son criterios
importantes para la evaluacion de la calidad en cuanto a su frescura, capacidad de
almacenamiento y toxicidad [44-46]. Algunos oligoelementos pueden aumentar la
tasa de oxidacién del aceite, mientras que otros son muy importantes de monitorear
debido a su toxicidad y papel en el metabolismo. Los metales se pueden incorporar
de forma natural al aceite del suelo donde se cultivaron las materias primas para los
aceites de semillas o de oliva o del agua de mar para aceite de pescado. La
contaminacion de aceites comestibles por As, Hg, Cr, Cd y Pb es muy importante
debido a su potencial toxicidad y papel metabdlico en humanos [47-49]. El uso de
fertilizantes también puede aumentar los niveles de metales en los aceites
comestibles. Incluso, se pueden introducir oligoelementos durante el proceso de

produccion, como en los procesos de extraccion o refinacion de aceites comestibles
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[47].

1.2 Quimica Sostenible (Green Chemistry)

Los conceptos de "desarrollo sostenible” y "proteccion ambiental” estan
estrechamente relacionados, ya que el desarrollo sostenible esta asociado con una
mayor preocupacion por la proteccion del ambiente. La definicion bien conocida de
desarrollo sostenible es: una forma de desarrollo que satisface las necesidades del
presente sin comprometer la capacidad de las generaciones futuras para satisfacer
sus propias necesidades. El desarrollo sostenible, por lo tanto, esta centrado en las
personas y tiene como objetivo mejorar la calidad de vida humana. El punto de
partida esta asi enfocado en los seres humanos, en contraste con muchos puntos
de vista éticos sobre el ambiente. Esto parece correcto, ya que el desarrollo

sostenible requiere ciertos limites a las actividades humanas.

Dado gue nos preocupa cada vez mas el estado del ambiente, seria apropiado
examinar aquellas actividades de los profesionales quimicos que pueden tener un
impacto significativo en el estado del ambiente, tanto a nivel industrial como de
laboratorio. La demanda insaciable de diversos productos esta siendo satisfecha por
desarrollos rapidos en la tecnologia de fabricacion. Estos pueden explotar el
ambiente y sus recursos de manera muy significativa. Alternativamente, pueden ser
amigables con el ambiente, utilizando tecnologias de baja generacién de residuos y

reciclando desechos y subproductos.

Las actividades a pequefia escala de los quimicos, como los experimentos de

laboratorio, también pueden tener un impacto negativo en el ambiente, por ejemplo,
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a través de la eliminacion no controlada de desechos quimicos y reactivos usados.

Por todas las razones anteriores, la comunidad quimica ha desarrollado una

serie de actividades que pueden considerarse en dos planos:

) La enseflanza de aspectos fundamentales de la ciencia ambiental en todos
los niveles de educacion, lo que lleva a la produccion de especialistas capaces de
abordar y resolver problemas ambientales existentes y potenciales, y también a un

aumento de la conciencia proambiental del pablico en general,

) Un nuevo enfoque de las actividades quimicas tipicas, que lleva a un uso
més amigable de las instalaciones con el ambiente. Recientemente, este enfoque se
ha vuelto cada vez mas generalizado, y se ha acufado el término "Quimica

Sostenible" para describirlo.

Por lo tanto, la Quimica Sostenible es el uso de técnicas y metodologias
guimicas que eliminan o al menos reducen el uso o generacién de materias primas,
productos, subproductos, solventes, reactivos, etc., que son peligrosos para la salud
humana o el ambiente. Debe tenerse en cuenta que los peligros de los productos
guimicos van mas alla de la toxicidad (aguda y cronica) para incluir la
carcinogenicidad, mutagenicidad, explosividad, inflamabilidad y corrosividad, asi
como los impactos ambientales, como el dafio atmosférico y el cambio climatico

global.

Un objetivo importante de la Quimica Sostenible es, por lo tanto, reducir los
peligros asociados con productos y procesos que son esenciales para la economia
mundial y mantener la alta calidad de vida que disfrutamos a través de la quimica.

Busca lograr este objetivo reduciendo o eliminando tanto riesgo como sea posible
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asociado con los procesos quimicos. Si se pueden reducir los peligros quimicos,
también se reducirdn los riesgos derivados del uso o exposicion a productos

quimicos.

Para lograr esto, se han propuesto los llamados "Doce principios de la Quimica
Sostenible". Los doce principios de la Quimica Sostenible proporcionan un marco
para que los cientificos e ingenieros lo utilicen al disefiar nuevos materiales,
productos, procesos y sistemas. Los principios se centran en diferentes criterios de
disefio sostenible y han demostrado ser la fuente de soluciones innovadoras para
una amplia gama de problemas. Muchos de estos principios son aplicables a la
guimica analitica. Aquellos que son mas relevantes o0 mMA&s comunmente

encontrados en la quimica analitica estan indicados en naranja en la Fig. 1.2.1.
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Figura 1.2.1 Los doce principios de la Quimica Sostenible (el color naranja indica
los principios mas aplicables a la Quimica Analitica).

En general, el cumplimiento de los diferentes aspectos analiticos con los 12
principios de la Quimica Sostenible se relaciona con los reactivos, la energia, los

desechos y los métodos en general (Fig. 1.2.2).
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Figura 1.2.2 Consecuencias analiticas de los doce principios de la Quimica
Sostenible.

La Quimica Analitica Sostenible (GAC, del inglés Green Analytical Chemistry)
es una derivacion de la Quimica Sostenible. Esta area de actividad relativamente
nueva dentro de la Quimica Sostenible se refiere al papel de los quimicos analiticos
en hacer que las practicas de laboratorio sean mas respetuosas con el ambiente
[50]. Por lo tanto, se deben desarrollar métodos analiticos que eliminen o al menos
reduzcan las sustancias peligrosas utilizadas o producidas por el método. El objetivo
de la GAC es utilizar procedimientos analiticos que generen residuos menos
peligrosos y sean mas seguros de usar y menos dafinos para el ambiente. Este
objetivo se puede lograr desarrollando nuevas metodologias analiticas o, mas a
menudo, simplemente modificando un método previo para incorporar
procedimientos que eviten el uso de sustancias quimicas peligrosas o, al menos,

utilicen cantidades menores de ellas.
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Por ello, se han propuesto los llamados “12 Principios de la GAC”. Sin
embargo, es muy importante tener en cuenta que, en este esfuerzo por disefar
nuevos meétodos analiticos méas respetuosos con el ambiente, debemos intentar

mantener la calidad de los resultados obtenidos con ellos.

1.2.1 Métricas en Quimica Sostenible

Como hemos mencionado, la Quimica Sostenible constituye un campo dentro
de la quimica y la ingenieria quimica dedicado a idear productos y procesos que
mitiguen o eliminen la utilizacién de sustancias quimicas nocivas. A diferencia de la
guimica ambiental, que aborda principalmente cuestiones ambientales, la Quimica
Sostenible subraya los resultados ambientales positivos de sus practicas, incluida
una menor dependencia de recursos no renovables y estrategias innovadoras de
reduccion de la contaminacion [51]. Los doce principios de la Quimica Sostenible
proporcionan un marco para mejorar el respeto al ambiente por parte de los
materiales y procesos quimicos [52,53]. Los esfuerzos para promover procesos
guimicos mas ecologicos generalmente se centran en emplear solventes mas
limpios, menos peligrosos y mas benignos, o en eliminar los solventes por completo,
minimizando al mismo tiempo el uso de reactivos. Otras estrategias adicionales
implican reducir el consumo de energia empleando condiciones de reaccién mas

suaves, evitando la derivatizacion y explorando sustratos renovables.

Sin embargo, entre los doce principios, s6lo un subconjunto pertenece
directamente a los métodos analiticos [51,54,55]. En consecuencia, Gatuszka y
colaboradores [50] propusieron doce principios de Quimica Analitica Sostenible

(GAC), que abarcan cuatro principios de Quimica Sostenible y ocho principios
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complementarios.

La GAC ha transformado las metodologias de preparacion de muestras
mediante la integracién de la sostenibilidad, la eficiencia y la seguridad en los
principios de los procedimientos, al mismo tiempo que satisface las demandas
analiticas y econdmicas [56]. Esta integracion ha impulsado varios avances
notables. En primer lugar, facilita la reduccion o eliminacion de sustancias
peligrosas, como los disolventes tdxicos, mitigando asi los riesgos para la salud
humana y salvaguardando el ambiente. En segundo lugar, mejora la sostenibilidad
general al fomentar el desarrollo de la preparaciébn de muestras en linea y la
preparacion automatizada de muestras, que reducen sustancialmente el tiempo de
analisis y los requisitos de mano de obra. En tercer lugar, impulsa la innovacién en
guimica analitica mediante la exploracion de microfluidos, miniaturizacion y fuentes
de energia méas ecoldgicas. No obstante, lograr un equilibrio entre las métricas de
rendimiento analitico (por ejemplo, sensibilidad, selectividad, precision) y la ecologia
sigue siendo un desafio persistente [56]. Ademas, la evaluacién cualitativa o
cuantitativa de la sostenibilidad requiere criterios bien definidos. En consecuencia,
se han ideado numerosas métricas para abordar este desafio (Fig. 1.2.3), entre
otros: NEMI (del inglés National Environmental Methods Index), Modified NEMI, AES
(del inglés Analytical Eco-Scale), GAPI (del inglés Green Analytical Procedure
Index), Complex GAPI, EAT (del inglés Environmental Assessment Tool), AMVI (del
inglés Analytical Method Volume Intensity), AMGS (del inglés Analytical Method

GREEnNness Score), AGREE (del inglés Analytical GREEnness), entre otros [56].
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Figura 1.2.3 Meétricas frecuentemente utilizadas para la evaluacion de la
sostenibilidad de un método analitico. NEMI: National Environmental Methods Index;
AES: Analytical.Eco-Scale; GAPI: Green Analytical Procedure Index; EAT:
Environmental Assessment Tool; AMVI: Analytical Method Volumen Intensity;
AMGS: Analytical Method GREEnNness Score; AGREE: Analytical GREEnness.

En particular, la métrica AGREE resulta apropiada para la evaluacion de la
sostenibilidad de un método analitico ya que es accesible (software libre), completa,
flexible, facil de realizar y de interpretar. Esta metodologia fue desarrollada en 2020
por Pena-Pereira y colaboradores [57]. La métrica AGREE se basa en los 12
principios de la Quimica Analitica Sostenible, y a cada principio se le asigna un peso
proporcional a su impacto en las metodologias analiticas [58]. Ademas, prioriza
estrategias como minimizar el tratamiento de muestras, reducir el tamafio y el

namero de muestras, realizar mediciones in situ, integrar procesos analiticos,
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priorizar métodos automatizados y miniaturizados, evitar la derivatizacion, gestionar
los desechos analiticos, minimizar el consumo de energia, utilizar reactivos y
fuentes renovables, eliminar o sustituir sustancias toxicas y mejorar la seguridad del
operador [56]. Cada criterio se asigna en una escala de 0 a 1, que culmina en una
evaluacion general del método analitico [59]. El espectro de colores cambia de
verde oscuro a rojo, reflejando la transicion de una puntuacién de 1 a 0, ofreciendo
un indicador visual del alineamiento de un método a los 12 principios de la Quimica

Analitica Sostenible [56-59].

En conclusion, las métricas de Quimica Analitica Sostenible ofrecen un medio
para comparar sistematicamente varios pardmetros y pasos dentro del
procedimiento analitico, identificando &reas con mayor impacto ambiental que
pueden ser objeto de mejora. Las metodologias de evaluacion de la sostenibilidad
han encontrado una aplicacion significativa en el ambito de la quimica analitica, lo
que refleja la adopcion mas amplia de los principios de la Quimica Sostenible en el
tltimo tiempo. Sin embargo, muchas iniciativas destinadas a procesos analiticos
mas sostenibles no han sido objeto de una evaluacidbn exhaustiva utilizando
herramientas adecuadas. En este contexto, se han examinado diversos enfoques
métricos los cuales exhibieron ventajas y limitaciones Unicas desde una perspectiva
ecoldgica. Por otro lado, seria propicio que estas herramientas influyan en el disefio
del meétodo integrandolas en el proceso de analisis en lugar de depender
Unicamente de la evaluacion posterior al analisis. En esencia, la evaluacion de los
parametros de la Quimica Analitica Sostenible debe incorporarse en las fases de
analisis de construccion y planificacion, asegurando que todas las etapas de
desarrollo e implementacion del método se alineen con los principios de

sostenibilidad desde el principio.

21



[1]

[2]

[3]

[4]

[5]

[6]

1.3 Referencias

M. Argos, T. Kalra, B.L. Pierce, Y. Chen, F. Parvez, T. Islam, A. Ahmed, R. Hasan,
K. Hasan, G. Sarwar, D. Levy, V. Slavkovich, J.H. Graziano, P.J. Rathouz, H. Ahsan,
A Prospective Study of Arsenic Exposure From Drinking Water and Incidence of Skin
Lesions in Bangladesh, Am J Epidemiol 174 (2011) 185-194.

https://doi.org/10.1093/AJE/KWR062.

IARC Monographs on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, (2014).

Some Drinking-water Disinfectants and Contaminants, Including Arsenic - IARC
Working Group on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, International
Agency for Research on Cancer - Google Libros, (n.d.).
https://books.google.com.ar/books?hl=es&lr=&id=op79jfMFM9gC&oi=fnd&pg=PA1&
dg=IARC,+2004.+Summary+of+Data+Reported+and+Evaluation+vol.+84.+World+H
ealth+Organization,+International+Agency+for+research+on+cancer&ots=iGJCYwI2
0W&sig=vO9EaGcnG_3xRmKjzDr3a3l_h3NA&redir_esc=y#v=onepage&gq=IARC%2C
%202004.%20Summary%200f%20Data%20Reported%20and%20Evaluation%?20vol
.%2084.%20World%20Health%200rganization%2C%20International%20Agency%2

Ofor%20research%200n%?20cancer&f=false (accessed July 30, 2024).

P.L. Smedley, D.G. Kinniburgh, A review of the source, behaviour and distribution of
arsenic in natural waters, Applied Geochemistry 17 (2002) 517-568.

https://doi.org/10.1016/S0883-2927(02)00018-5.

B.K. Mandal, K.T. Suzuki, Arsenic round the world: a review, Talanta 58 (2002) 201—

235. https://doi.org/10.1016/S0039-9140(02)00268-0.

M.I. Litter, A.M. Ingallinella, V. Olmos, M. Savio, G. Difeo, L. Botto, E.M. Farfan

22



[7]

[8]

[9]

[10]

[11]

Torres, S. Taylor, S. Frangie, J. Herkovits, |. Schalamuk, M.J. Gonzalez, E.
Berardozzi, F.S. Garcia Einschlag, P. Bhattacharya, A. Ahmad, Arsenic in Argentina:
Occurrence, human health, legislation and determination, Science of The Total
Environment 676 (2019) 756-766.

https://doi.org/10.1016/J.SCITOTENV.2019.04.262.

WHO chronicle, ed., Guidelines for Drinking-water Quality, third, Geneva, 2008.

J.M. Rosas-Castor, J.L. Guzméan-Mar, A. Hernandez-Ramirez, M.T. Garza-
Gonzalez, L. Hinojosa-Reyes, Arsenic accumulation in maize crop (Zea mays): A
review, Science of The Total Environment 488-489 (2014) 176-187.

https://doi.org/10.1016/J.SCITOTENV.2014.04.075.

S. Gerstenfeld, A. Jordan, R. Calli, P. Farias, J. Malica, M.L.G. Pefia, L. Aguirre, M.
Salvatierra, E. Leguizamon, C. Coronel, E.F. Ivaldi, Determinacion de zonas de
riesgo al agua arsenical y prevalencia de hacre en Villa Belgrano, Tucuman,
Argentina, Rev Argent Salud Publica 3 (2012) 24-29.
https://www.rasp.msal.gov.ar/index.php/rasp/article/view/359 (accessed July 30,

2024).

M.N. Bates, O.A. Rey, M.L. Biggs, C. Hopenhayn, L.E. Moore, D. Kalman, C.
Steinmaus, A.H. Smith, Case-Control Study of Bladder Cancer and Exposure to
Arsenic in  Argentina, Am J Epidemiol 159 (2004) 381-389.

https://doi.org/10.1093/AJE/KWH054.

J.C. Ng, J. Wang, A. Shraim, A global health problem caused by arsenic from natural
sources, Chemosphere 52 (2003) 1353-1359. https://doi.org/10.1016/S0045-

6535(03)00470-3.

23



[12]

[13]

[14]

[15]

[16]

[17]

A.A. Duker, E.J.M. Carranza, M. Hale, Arsenic geochemistry and health, Environ Int

31 (2005) 631-641. https://doi.org/10.1016/J.ENVINT.2004.10.020.

U.S. Environmental Protection Agency, Arsenic in Drinking Water. United States: US

Environmental Protection Agency, 2012.

O.F. Brouwer, W. Onkenhout, P.M. Edelbroek, J.F.M. de Kom, F.A. de Wolff, A.C.B.
Peters, Increased neurotoxicity of arsenic in methylenetetrahydrofolate reductase
deficiency, Clin Neurol Neurosurg 94 (1992) 307-310. https://doi.org/10.1016/0303-

8467(92)90179-7.

M.M. El-Ajaily, H.B. Alhaj, A.A. Erdeni, al -, R. Kadhim Mahdi, N. Mahmmoud Nayji,
S.0. H Al-Mamoori, J.S. Muhammad, K.A. Jasim, A.H. Shaban, H. Al-Salmi, M.H. Al-
Douh, K. Al-Hmmadi, A. Al-Alas, Determination of arsenic and cadmium as toxic
metals in human blood samples collected from targeted people of Sana’a
governorate, J Phys Conf Ser 1900 (2021) 012017. https://doi.org/10.1088/1742-

6596/1900/1/012017.

O.M. Chechet, S.V. Shulyak, L.V. Shevchenko, V.M. Mykhalska, O.S. Gaidei, K.S.
Miahka, O.V. Krushelnytska, N.V. Liniichuk, |.U. Bardyk, M.J. Kryvenok, S.V.
Boyarchuk, Effectiveness of inductively coupled plasma optical emission
spectrometry (ICP OES) in macro and microelements assessment in water, Ukr J

Ecol 11 (2021) 197-203. https://doi.org/10.15421/2021_259.

S. Xu, F.P. Sabino, A. Janotti, D.B. Chase, D.L. Sparks, J.F. Rabolt, Unique Surface
Enhanced Raman Scattering Substrate for the Study of Arsenic Speciation and
Detection, Journal of Physical Chemistry A 122 (2018) 9474-9482.

https://doi.org/10.1021/ACS.JPCA.8B09104/SUPPL_FILE/JP8B09104_S|_001.PDF.

24



[18]

[19]

[20]

[21]

[22]

[23]

M. Yang, V. Liamtsau, C. Fan, K.L. Sylvers, A.J. McGoron, G. Liu, F. Fu, Y. Cai,
Arsenic Speciation on Silver Nanofilms by Surface-Enhanced Raman Spectroscopy,
Anal Chem 91 (2019) 8280-8288.
https://doi.org/10.1021/ACS.ANALCHEM.9B00999/SUPPL_FILE/AC9B00999_SI_00

1.PDF.

M.H. Nguyen, T.D. Pham, T.L. Nguyen, H.A. Vu, T.T. Ta, M.B. Tu, T.H.Y. Nguyen,
D.B. Chu, Speciation Analysis of Arsenic Compounds by HPLC-ICP-MS: Application
for Human Serum and Urine, J Anal Methods Chem 2018 (2018) 9462019.

https://doi.org/10.1155/2018/9462019.

M. Zhang, X. Ma, J. Li, R. Huang, L. Guo, X. Zhang, Y. Fan, X. Xie, G. Zeng,

Enhanced removal of As(Il) and As(V) from aqueous solution using ionic liquid-

modified magnetic graphene oxide, Chemosphere 234 (2019) 196-203.

https://doi.org/10.1016/J.CHEMOSPHERE.2019.06.057.

M. Guo, J. Li, S. Fan, W. Liu, B. Wang, C. Gao, J. Zhou, X. Hai, Speciation analysis
of arsenic in urine samples from APL patients treated with single agent As203 by
HPLC-HG-AFS, J Pharm Biomed  Anal 171 (2019) 212-217.

https://doi.org/10.1016/J.JPBA.2019.04.014.

|.D. Urango-Cérdenas, S. Burgos-Nufiez, L.A. Ospina Herrera, G. Enamorado-
Montes, J.L. Marrugo-Negrete, Determination of arsenic chemical species in rice
grains using high-performance liquid chromatography coupled to hydride generator
with atomic fluorescence detector (HPLC-HG-AFS), MethodsX 8 (2021).

https://doi.org/10.1016/j.mex.2021.101281.

V. Ashouri, K. Adib, G.A. Fariman, M.R. Ganjali, M. Rahimi-Nasrabadi,

25



[24]

[25]

[26]

[27]

[28]

Determination of arsenic species using functionalized ionic liquid by in situ dispersive
liquid-liquid microextraction followed by atomic absorption spectrometry, Food Chem

349 (2021) 129115. https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2021.129115.

R.A. Zounr, M. Tuzen, M.Y. Khuhawar, Ultrasound assisted deep eutectic solvent
based on dispersive liquid liquid microextraction of arsenic speciation in water and
environmental samples by electrothermal atomic absorption spectrometry, J Mol Liq

242 (2017) 441-446. https://doi.org/10.1016/J.MOLLIQ.2017.07.053.

K. Pungjunun, S. Chaiyo, |. Jantrahong, S. Nantaphol, W. Siangproh, O.
Chailapakul, Anodic stripping voltammetric determination of total arsenic using a
gold nanoparticle-modified boron-doped diamond electrode on a paper-based
device, Microchimica Acta 185 (2018) 1-8. https://doi.org/10.1007/S00604-018-

2821-7/METRICS.

C. Sullivan, D. Lu, A. Senecal, P. Kurup, Voltammetric detection of arsenic (lIl) using
gold nanoparticles modified carbon screen printed electrodes: Application for facile
and rapid analysis in commercial apple juice, Food Chem 352 (2021) 129327.

https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2021.129327.

R. Girkan, U. Kir, N. Altunay, Development of a simple, sensitive and inexpensive
ion-pairing cloud point extraction approach for the determination of trace inorganic
arsenic species in spring water, beverage and rice samples by UV-Vis
spectrophotometry, Food Chem 180 (2015) 32-41.

https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2015.01.142.

M. Welna, A. Szymczycha-Madeja, P. Pohl, Comparison of strategies for sample

preparation prior to spectrometric measurements for determination and speciation of

26



[29]

[30]

[31]

[32]

[33]

[34]

arsenic in rice, TrAC Trends in Analytical Chemistry 65 (2015) 122-136.

https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2014.11.007.

A. Motalebizadeh, H. Bagheri, S. Asiaei, N. Fekrat, A. Afkhami, New portable
smartphone-based PDMS microfluidic kit for the simultaneous colorimetric detection
of arsenic and mercury, RSC Adv 8 (2018) 27091-27100.

https://doi.org/10.1039/C8RA04006K.

K. Shrivas, S. Patel, D. Sinha, S.S. Thakur, T.K. Patle, T. Kant, K. Dewangan, M.L.
Satnami, J. Nirmalkar, S. Kumar, Colorimetric and smartphone-integrated paper
device for on-site determination of arsenic (lll) using sucrose modified gold
nanoparticles as a nanoprobe, Microchimica Acta 187 (2020) 1-9.

https://doi.org/10.1007/S00604-020-4129-7/METRICS.

D. Goyal, A. Yadav, M. Prasad, T.B. Singh, P. Shrivastav, A. Ali, P.K. Dantu, S.
Mishra, Effect of Heavy Metals on Plant Growth: An Overview, Contaminants in
Agriculture: Sources, Impacts and Management (2020) 79-101.

https://doi.org/10.1007/978-3-030-41552-5 4.

Z. Yanqun, L. Yuan, C. Jianjun, C. Haiyan, Q. Li, C. Schvartz, Hyperaccumulation of
Pb, Zn and Cd in herbaceous grown on lead—zinc mining area in Yunnan, China,

Environ Int 31 (2005) 755-762. https://doi.org/10.1016/J.ENVINT.2005.02.004.

A. Alengebawy, S.T. Abdelkhalek, S.R. Qureshi, M.Q. Wang, Heavy Metals and
Pesticides Toxicity in Agricultural Soil and Plants: Ecological Risks and Human
Health Implications, Toxics 2021, Vol. 9, Page 42 9 (2021) 42.

https://doi.org/10.3390/TOXICS9030042.

Q. Guan, F. Wang, C. Xu, N. Pan, J. Lin, R. Zhao, Y. Yang, H. Luo, Source

27



[35]

[36]

[37]

[38]

[39]

apportionment of heavy metals in agricultural soil based on PMF: A case study in
Hexi  Corridor, northwest China, Chemosphere 193 (2018) 189-197.

https://doi.org/10.1016/J.CHEMOSPHERE.2017.10.151.

Y. Hou, Y. Zhao, J. Lu, Q. Wei, L. Zang, X. Zhao, Environmental contamination and
health risk assessment of potentially toxic trace metal elements in soils near gold
mines — A global meta-analysis, Environmental Pollution 330 (2023) 121803.

https://doi.org/10.1016/J.ENVPOL.2023.121803.

R. Riyazuddin, N. Nisha, B. Ejaz, M.I.R. Khan, M. Kumar, P.W. Ramteke, R. Gupta,
A Comprehensive Review on the Heavy Metal Toxicity and Sequestration in Plants,
Biomolecules 2022, Vol. 12, Page 43 12 (2021) 43.

https://doi.org/10.3390/BIOM12010043.

S. Mitra, A.J. Chakraborty, A.M. Tareq, T. Bin Emran, F. Nainu, A. Khusro, A.M.
Idris, M.U. Khandaker, H. Osman, F.A. Alhumaydhi, J. Simal-Gandara, Impact of
heavy metals on the environment and human health: Novel therapeutic insights to
counter the toxicity, J King Saud Univ Sci 34 (2022) 101865.

https://doi.org/10.1016/J.JKSUS.2022.101865.

S. Bravo, J.A. Amorés, C. Pérez-de-los-Reyes, F.J. Garcia, M.M. Moreno, M.
Sanchez-Ormefio, P. Higueras, Influence of the soil pH in the uptake and
bioaccumulation of heavy metals (Fe, Zn, Cu, Pb and Mn) and other elements (Ca,
K, Al, Sr and Ba) in vine leaves, Castilla-La Mancha (Spain), J Geochem Explor 174

(2017) 79-83. https://doi.org/10.1016/J.GEXPLO.2015.12.012.

M. das G.A. Korn, E.S. da B. Morte, D.C.M.B. dos Santos, J.T. Castro, J.T.P.

Barbosa, A.P. Teixeira, A.P. Fernandes, B. Welz, W.P.C. dos Santos, E.B.G.N. dos

28



[40]

[41]

[42]

[43]

[44]

[45]

Santos, M. Korn, Sample Preparation for the Determination of Metals in Food
Samples Using Spectroanalytical Methods—A Review, Appl Spectrosc Rev 43

(2008) 67-92. https://doi.org/10.1080/05704920701723980.

L. El Hosry, N. Sok, R. Richa, L. Al Mashtoub, P. Cayot, E. Bou-Maroun, Sample
Preparation and Analytical Techniques in the Determination of Trace Elements in
Food: A Review, Foods 2023, Vol. 12, Page 895 12 (2023) 895.

https://doi.org/10.3390/FOODS12040895.

L. He, S. Wang, M. Liu, Z. Chen, J. Xu, Y. Dong, Transport and transformation of
atmospheric metals in ecosystems: A review, Journal of Hazardous Materials

Advances 9 (2023) 100218. https://doi.org/10.1016/J.HAZADV.2022.100218.

A.A. de Souza Machado, K. Spencer, W. Kloas, M. Toffolon, C. Zarfl, Metal fate and
effects in estuaries: A review and conceptual model for better understanding of
toxicity, Science of The Total Environment 541 (2016) 268-281.

https://doi.org/10.1016/J.SCITOTENV.2015.09.045.

U. Forstner, Inorganic Sediment Chemistry and Elemental Speciation, Sediments:

(2020) 61-105. https://doi.org/10.1201/9780367810894-3.

J.R. Castillo, M.S. Jiménez, L. Ebdon, Semiquantitative simultaneous determination
of metals in olive oil using direct emulsion nebulization, J Anal At Spectrom 14

(1999) 1515-1518. https://doi.org/10.1039/A900754G.

Y.L. Chu, S.J. Jiang, Speciation analysis of arsenic compounds in edible oil by ion
chromatography—inductively coupled plasma mass spectrometry, J Chromatogr A

1218 (2011) 5175-5179. https://doi.org/10.1016/J.CHROMA.2011.05.089.

29



[46]

[47]

[48]

[49]

[50]

[51]

R. Manjusha, R. Shekhar, S.J. Kumar, Ultrasound-assisted extraction of Pb, Cd, Cr,
Mn, Fe, Cu, Zn from edible oils with tetramethylammonium hydroxide and EDTA
followed by determination using graphite furnace atomic absorption spectrometer,
Food Chem 294 (2019) 384-389.

https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2019.04.104.

D. Bakircioglu, Y.B. Kurtulus, S. Yurtsever, Comparison of extraction induced by
emulsion breaking, ultrasonic extraction and wet digestion procedures for
determination of metals in edible oil samples in Turkey using ICP-OES, Food Chem

138 (2013) 770—775. https://doi.org/10.1016/J.FOODCHEM.2012.10.089.

A.N. Anthemidis, V. Arvanitidis, J.A. Stratis, On-line emulsion formation and multi-
element analysis of edible oils by inductively coupled plasma atomic emission
spectrometry, Anal Chim Acta 537 (2005) 271-278.

https://doi.org/10.1016/J.ACA.2005.01.035.

F.G. Lepri, E.S. Chaves, M.A. Vieira, A.S. Ribeiro, A.J. Curtius, L.C.C. De Oliveira,
R.C. De Campos, Determination of Trace Elements in Vegetable Oils and Biodiesel
by Atomic Spectrometric Technigues—A Review, Appl Spectrosc Rev 46 (2011)

175-206. https://doi.org/10.1080/05704928.2010.529628.

A. Gatuszka, Z. Migaszewski, J. Namies$nik, The 12 principles of green analytical
chemistry and the SIGNIFICANCE mnemonic of green analytical practices, TrAC
Trends in Analytical Chemistry 50 (2013) 78-84.

https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2013.04.010.

L.P. Kowtharapu, N.K. Katari, S.K. Muchakayala, V.M. Marisetti, Green metric tools

for analytical methods assessment critical review, case studies and crucify, TrAC

30



[52]

[53]

[54]

[55]

[56]

[57]

Trends in Analytical Chemistry 166 (2023) 117196.

https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2023.117196.

M. Sajid, J. Plotka-Wasylka, Green analytical chemistry metrics: A review, Talanta

238 (2022) 123046. https://doi.org/10.1016/J.TALANTA.2021.123046.

P.T. Anastas, M.M. Kirchhoff, Origins, current status, and future challenges of green
chemistry, Acc Chem Res 35 (2002) 686—694.
https://doi.org/10.1021/AR010065M/ASSET/IMAGES/LARGE/AR010065MF00002.J

PEG.

P.T. Anastas, Green Chemistry and the Role of Analytical Methodology
Development, Crit Rev Anal Chem 29 (1999) 167-175.

https://doi.org/10.1080/10408349891199356.

S. Armenta, S. Garrigues, M. de la Guardia, Green Analytical Chemistry, TrAC
Trends in Analytical Chemistry 27 (2008) 497-511.

https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2008.05.003.

N. Yahaya, A.H. Mohamed, M. Miskam, A.S. Abdul Keyon, S.H. Loh, N.N. Mohamad
Zain, M. Sajid, Green analytical chemistry metrics for evaluation of microextraction
methods: Fascinating or essential tools in real-world applications?, TrAC Trends in
Analytical Chemistry 172 (2024) 117587.

https://doi.org/10.1016/J. TRAC.2024.117587.

F. Pena-Pereira, W. Wojnowski, M. Tobiszewski, AGREE - Analytical GREEnness
Metric Approach and Software, Anal Chem 92 (2020) 10076-10082.
https://doi.org/10.1021/ACS.ANALCHEM.0C01887/ASSET/IMAGES/LARGE/ACO0CO
1887_0003.JPEG.

31



[58]

[59]

M.S. Imam, M.M. Abdelrahman, How environmentally friendly is the analytical
process? A paradigm overview of ten greenness assessment metric approaches for
analytical methods, Trends in Environmental Analytical Chemistry 38 (2023) e00202.

https://doi.org/10.1016/J.TEAC.2023.E00202.

A. Cetinkaya, S.l. Kaya, S.A. Ozkan, An overview of the current progress in green
analytical chemistry by evaluating recent studies using greenness assessment tools,
TrAC Trends in Analytical Chemistry 168 (2023) 117330.

https://doi.org/10.1016/J.TRAC.2023.117330.

32



Capitulo 2: Objetivos
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El objetivo general de esta tesis doctoral ha sido disefar y desarrollar nuevos
métodos analiticos para la extraccion y determinacion de arsénico y metales en
muestras ambientales y alimentarias, con el proposito de lograr una mayor
simplicidad y rapidez en la obtencién de informacion de calidad. Asimismo, se ha
buscado minimizar y/o sustituir el empleo de reactivos toxicos, reduciendo la
produccién de residuos peligrosos o contaminantes para el ambiente. Finalmente,
se evaluo la sostenibilidad de los diversos métodos propuestos mediante un sistema
métrico, con el fin de asegurar su alineaciébn con los principios de la Quimica

Analitica Sostenible.
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Capitulo 3: Dispositivo impreso

en 3D para la determinacion

cinética de As(lll) en muestras de

agua subterranea mediante

analisis de imagenes digitales
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3.1 Introduccidén

Uno de los problemas mas comunes en el agua potable natural de todo el
mundo es probablemente la presencia de arsénico [1]. Lamentablemente, millones
de personas en el mundo estan expuestas a concentraciones de As superiores a las
recomendadas por la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) para el agua potable
(0,01 mg L) [2]. Entre las regiones mas afectadas podemos mencionar India,
China, Africa Central y América Latina [3]. La presencia de arsénico en aguas
naturales puede provenir de los minerales presentes en las diferentes capas de la
tierra, la escorrentia, el wvulcanismo y la lixiviacibn [4]. Las actividades
antropogénicas también pueden aumentar la concentracion de este elemento en
suelos y acuiferos, constituyendo asi un cierto riesgo para la produccion de
alimentos [5] y el consumo de bebidas. El arsénico presenta cuatro estados de
oxidacién, siendo el As(lll) y el As(V) las especies mas comunes en el agua [6]. El
As(IIl) representa un mayor riesgo en las aguas subterraneas que el As(V) debido a

su mayor toxicidad [1].

El primer paso en la prevencion de enfermedades y el control de la
contaminacion por arsénico de las aguas subterrdneas es monitorear o determinar
la concentracion de este elemento [7]. Como se coment6 en el Capitulo 1, se han
utilizado diferentes técnicas analiticas para la determinacion de arsénico en
muestras ambientales, como ser ICP-OES, ICP-MS y ET-AAS, entre otros. Sin
embargo, estas técnicas requieren de equipamiento complejo y costoso, lo que
limita su implementacion en laboratorios de control de calidad. Por el contrario, los
meétodos espectrofotométricos se fundamentan en la formacion de complejos
coloreados del arsénico con ciertos ligandos, involucrando una reaccion entre la

especie arsenical y un compuesto, que produce un derivado coloreado con
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absorbancia en el espectro ultravioleta o visible. Estas metodologias son sencillas y
econdmicas, basadas en reacciones colorimétricas que se aplican selectivamente a
As(Ill) o As(V). Ademas, pueden utilizarse para la deteccion de arsénico inorganico
(iIAs) o para la deteccion de arsénico total (inorganico + organico) si se realiza una

mineralizacion previa de la materia organica.

Existen dos métodos espectrofotométricos reconocidos para la determinacion
de arsénico. Uno de ellos se basa en el antiguo método de Gutzeit [8], que implica la
generacion de arsina (AsHs) a partir de la reduccion del arseniato presente en el
agua mediante reacciones sucesivas con yoduro de potasio (KI) y cinc metalico (Zn)
en medio acido. Posteriormente, el gas AsHs reacciona con bromuro o cloruro de
mercurio, produciendo un producto coloreado que varia de amarillo-naranja a

naranja-amarronado, dependiendo de la concentracion de arsénico presente.

El otro método es el de Vasak y Sedivek [9], que también se basa en la
generacion de AsHs por reducciones sucesivas de As(V) presente en la muestra
mediante la reacciéon con Kl y Zn en medio &cido. Luego, el AsHs reacciona
cuantitativamente con dietilditiocarbamato de plata en solucion piridinica, formando

un complejo de color rojo vino.

Una variante de este método es la reaccion de la AsHs formada con una
solucion de hipobromito de sodio, donde el arsénico se oxida a su estado
pentavalente. Este método, conocido como el del azul de molibdeno [10], tiene
mayor sensibilidad y exactitud que el del dietilditiocarbamato. Se basa en la
formacion de azul de molibdeno por fosfomolibdato de amonio con iones As(V) en
un entorno de sulfato de hidracina. La muestra a analizar se mineraliza con acidos

inorganicos, y luego se extrae yoduro de arsénico mediante una mezcla de
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cloroformo con acido clorhidrico. Los iones As(lll) se oxidan con sulfato de cerio a
As(V), que participa en la reaccion de formacion del azul de molibdeno. La clave de
esta modificacion es que el As(V) y el fosfato forman un complejo con el molibdato
reducido que absorbe fuertemente, mientras que el As(lll) no lo hace. El arsénico
disuelto puede entonces cuantificarse a partir de la diferencia en absorbancias entre
una alicuota pretratada para oxidar el As(lll) (P + As) y otra alicuota pretratada para

reducir As(V) (P solamente).

Por otro lado, los métodos cinéticos de andlisis representan alternativas
atractivas para la determinacion de cantidades traza de arsénico. Estos métodos
presentan la ventaja general de combinar una alta sensibilidad con procedimientos
relativamente sencillos. Alekseeva y Kurtova lograron determinar As(lll) basandose
en su efecto sobre el periodo de induccion de la reaccién de oxidacién del bromuro
por el periodato [11]. Sicilia y colaboradores desarrollaron un método para la
determinacién de As(lll) fundamentado en su efecto acelerador sobre la reaccion

catalizada por Os(VIll) entre yoduro y bromato en medio micelar [12].

Burgess y Ottaway presentaron un método adicional para la determinacién de
As(lll) basado en su efecto sobre la reaccién redox entre el bromato y el ion
bromuro en medio de &cido sulfarico [13]. Para medir el tiempo de reaccion,
emplearon el blanqueo del naranja de metilo con el bromo liberado. Utilizaron
diferentes condiciones de trabajo para la determinacion de distintas concentraciones
de As(lll). Sin embargo, en algunas condiciones, el As(lll) mostré un efecto
inhibidor, mientras que en otras, actu6 como catalizador, lo que impidid la
determinacion de parametros analiticos especificos. En la misma linea, Afkhami y

colaboradores describieron un método espectrofotométrico cinético sencillo para la

38



determinacién de As(lll) basado en su efecto inhibidor sobre la reaccion decolorante

del naranja de metilo en medio &cido [14].

Por otro lado, es extremadamente importante conocer no sélo la concentracion
total de arsénico, sino principalmente la de As(lll). Por este motivo, se han utilizado
diferentes estrategias para la especiacibn de arsénico, utilizando la deteccion
mediante espectrometria de absorcion atomica (AAS, del inglés atomic absorption
spectrometry) [15], espectroscopia de fluorescencia atdbmica (AFS, del inglés atomic
fluorescence spectroscopy) [16] y la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS, del inglés inductively coupled plasma-mass spectrometry)
[17]. En algunos casos a estas técnicas de deteccion se han acoplado métodos de
separacion, como la cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, del inglés high-
performance liquid chromatography) [18], la cromatografia de gases (GC, del inglés
gas chromatography) [19] y la electroforesis capilar (CE, del inglés capillary
electrophoresis) [20]. Sin embargo, en este caso también, la aplicacion de las
técnicas mencionadas es cara, laboriosa y no portatil, lo que dificulta su aplicacion
para determinaciones de campo. En vista de lo anterior, un método simple y
eficiente para la cuantificacion de As(lll) es un reto para los grupos de investigacion

en quimica analitica.

La deteccion y cuantificacion de diferentes analitos mediante sensores
colorimétricos basados en teléfonos inteligentes se ha convertido en una alternativa
prometedora, ya que resulta accesible y facil de usar [21]. Lima y colaboradores
propusieron un analizador flow-batch que utiliza videos digitales para realizar
valoraciones de forma automatica [22]. Ademas, Andrade y colaboradores disefiaron

un lumindmetro basado en videos digitales para la deteccion quimioluminiscente de
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cobre en una bebida destilada (cachazas) [23].

En los dUltimos afos, las imagenes digitales han emergido como una
herramienta prometedora en el campo de la quimica analitica, facilitando tanto el
analisis cuantitativo como cualitativo [24-26]. Generalmente, los sistemas de
deteccion de imagenes se componen de una fuente de iluminacién, un dispositivo
de captura (como camaras digitales, camaras web, escéneres, teléfonos moviles,
entre otros) y un software para el procesamiento de datos. Por consiguiente, el
analisis de las imagenes digitales se divide en dos etapas: la captura de la imagen y
la extraccion de la informacion relevante de las caracteristicas de interés. Asi, el
analisis de la informacion obtenida a través del sensor utilizado para la captura de la
imagen permite establecer una relacion con la concentracion del analito en una
muestra. Este proceso implica el uso de modelos de color con el objetivo de
especificar los colores de manera estandarizada y universalmente aceptada. Por lo
tanto, para obtener una sefial analitica caracteristica del sistema bajo estudio, las
imagenes digitales se descomponen en histogramas de color, los cuales describen
la distribucién estadistica de los pixeles (numero de pixeles) en funciéon de la
componente de color registrada. Los histogramas de color obtenidos de las
imagenes digitales constituyen asi la sefial analitica distintiva del sistema en

analisis.

Por lo tanto, el procesamiento de imagenes digitales resulta de gran interés en
Quimica Analitica ya que permite obtener una sefial basada en la intensidad de los
canales rojo, verde y azul (RGB, del inglés red, green and blue), relacionandola con
la concentracion del analito, en lugar de utilizar la sefial analitica proporcionada por

un instrumento convencional [27]. Sin embargo, el espacio de color RGB trata los
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tres colores por igual y sus componentes estan muy interrelacionados. Esto supone
un reto cuando se intenta predecir qué color de la imagen cambiara si se alteran uno
0 mas de sus componentes. Como solucién a este problema, se han desarrollado
espacios de color alternativos, como YUV, YIQ, HSV y HSI. Estos espacios de color
ofrecen diferentes enfoques para representar el color y pueden ser Utiles en
diversas tareas de procesamiento de imagenes. El modelo de color YIQ incluye tres
elementos en los datos de la imagen. El componente inicial, conocido como
luminancia (Y), captura los datos en escala de grises, mientras que los dos
componentes restantes, tono () y saturacion (Q), constituyen la crominancia (datos
de color) [28]. Trabajar con el espacio de color YIQ en el analisis quimico ofrece la
importante ventaja de separar la luminancia (canal Y) de la crominancia (canales | y
Q). Esto permite que el andlisis se centre Unicamente en la crominancia de la

imagen, lo que minimiza la influencia de las variaciones en la fuente de luz.

La impresioén tridimensional (3D) es una técnica de fabricacion que transforma
un objeto digital en un objeto fisico de tres dimensiones. Este objeto digital es
procesado para ser interpretado por la impresora y finalmente creado mediante
técnicas como el modelado por deposicion fundida (FDM, del inglés fused deposition
modeling), la estereolitografia (SLA, del inglés stereolithography), o el sinterizado

selectivo por laser (SLS, del inglés selective laser sintering).

Las impresoras mas utilizadas a nivel mundial emplean la técnica FDM, en la
gue el material de impresion se presenta en forma de filamento. Este filamento es
fundido por un fusor a una temperatura cercana a los 200°C y es empujado por un
extrusor hacia una boquilla de diametro conocido. Asi, se deposita una capa de

material fundido sobre una superficie y, una vez completada, el cabezal que
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contiene el fusor se eleva una altura determinada para depositar una nueva capa.
La acumulacion de diversas capas de material genera una pieza con un volumen

definido [29].

Inicialmente, el objeto debe estar digitalizado, lo que puede lograrse mediante
software de disefio asistido por computadora o mediante un escaner 3D, el cual
registra tridimensionalmente un objeto y genera una copia digital del mismo [30].
Una vez que el modelo esta en formato digital, se realiza un proceso de laminado,
en el cual se delimitan digitalmente capas muy finas superpuestas que, al ser
apiladas, conforman el volumen tridimensional de la pieza. Posteriormente, se utiliza
un software que adapta toda esta informacion en un archivo en formato G-Code, el
cual contiene las instrucciones para que la impresora ejecute la impresion. Dicho
archivo es introducido en la impresora mediante una memoria extraible y, desde el

panel de control de la impresora, se inicia la impresion.

En consecuencia, el uso de la tecnologia de impresién 3D para el desarrollo de
dispositivos acoplados a teléfonos inteligentes ha atraido la atenciébn de la
comunidad cientifica debido a sus ventajas, como el bajo coste, la ligereza y, sobre

todo, la portabilidad que permite realizar determinaciones in situ [31-33].

Por otro lado, tal como se mencion6 anteriormente, actualmente es esencial
gue los nuevos meétodos analiticos desarrollados contemplen el concepto de
Quimica Analitica Sostenible, que se centra en la obtencion de procedimientos
analiticos mas respetuosos con el ambiente y mas seguros para los operadores.
Para ello, es fundamental tener en cuenta factores como la cantidad y toxicidad de
los reactivos, la miniaturizacion y el numero de pasos del proceso, entre otros. Para

evaluar y apoyar la sostenibilidad de los métodos analiticos, se propusieron
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diferentes métricas, como la calculadora Analytical GREEnness (AGREE) [34], que

ayudan a mantener la objetividad en la opinién sobre el método desarrollado.

En este capitulo se propone la determinacién cinética colorimétrica de As(lll)
basada en el andlisis digital de videos. Ademas, se describe el disefio y la
construccion de un dispositivo sencillo y de bajo costo para su determinacion
utilizando una microplaca con multicubetas. La cuantificacion se basé en el efecto
de inhibiciébn que ejerce el As(lll) en el proceso de decoloracion del naranja de
metilo y su cambio de color en el tiempo. La sostenibilidad del método propuesto se

evaludé mediante la métrica AGREE.

3.2 Materiales y métodos

3.2.1 Reactivos y soluciones

Todos los reactivos que se utilizaron fueron de grado analitico. Las soluciones
se prepararon utilizando agua ultrapura (18 MQ cm™). Se preparé una solucion
patrén madre de 1000 mg L* de As(lll) disolviendo 0,1320 g de 6xido de arsénico
(1) (Merck, Alemania) en agua hasta un volumen de 100,0 mL y se almacené en un
frasco color caramelo a 4 °C. Las soluciones patrén de trabajo se prepararon
diariamente diluyendo el volumen apropiado de la solucibn madre con agua. Se
preparé una solucién de acido clorhidrico 2,00 mol L (Anedra, Argentina). Se
prepar0 una solucion acidificada de naranja de metilo disolviendo 0,0100 g de
naranja de metilo (Merck, Alemania) en la soluciéon de acido clorhidrico hasta un
volumen de 100,0 mL. Se preparé una solucion de bromato de potasio (Merck,

Alemania) 1,2x102 mol L"* pesando 0,2036 g de la sal y diluyéndola con agua hasta
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un volumen de 100,0 mL.

3.2.2 Aparatos y software

Para la construccion de las piezas se utilizé una impresora 3D Creality modelo
Ender 3 (Shenzhen Creality 3D Technology Co., Shenzhen, China). EI material de
impresion fue &cido polilactico (PLA, del inglés polylactic acid) en filamento negro de
1,75 mm (NTH, Chivilcoy, Argentina). Las piezas fueron disefiadas utilizando el
software SolidWorks Premium 2019 (Dassault Systemes SolidWork Corporation,
Suresnes, Francia). El software de laminado e impresion fue Ultimaker Cura version

4.8.0 (Geldermasen, Paises Bajos).

Se utilizé un smartphone Motorola Moto G5SPIlus con una cadmara integrada de
13 Mpx para capturar las imagenes. La camara se oper6 con la aplicacion movil
Framelapse 5.4 (Neximo Labs). Los videos se procesaron con FreeStudio v.
6.7.0.712 (DVDVideoSoft). Las imagenes individuales se procesaron con el
programa ImageJ 1.53k de dominio publico (Wayne Rasband y col.,, National
Institutes of Health, MD, EE.UU. - http://imagej.nih.gov/ij) para extraer los canales
del espacio de color RGB. A continuacion, los datos se procesaron con una hoja de
célculo de Microsoft Office Excel 365 (Microsoft, Redmont, WA, EE.UU.). Para el
procesamiento de datos se utiliz6 OriginPro 2021 (OriginLab Corporation,

Northampton, MA, EE. UU.).

Para la evaluacion de la sostenibilidad del método, se utilizé el software

AGREE, que es libre y de cédigo abierto.

44



3.2.3 Condiciones de impresion 3D

La técnica de impresion seleccionada para la fabricacion de las distintas piezas
fue la deposicion de material fundido. El color del PLA fue negro para evitar la
influencia de la luz externa en el procedimiento analitico. Los parametros de
impresion fueron los siguientes: 0,2 mm de altura de capa, 0,8 mm de espesor de
pared, 20% de densidad de relleno, 200 °C de temperatura de la boquilla (fundicion
del PLA), 60 °C de cama de impresion, ventilador de capa encendido y 50,0 mm s

de velocidad de impresion.

3.2.4 Dispositivo impreso en 3D

Se disefid y desarroll6 un dispositivo impreso en 3D para adquirir las imagenes
digitales de forma reproducible (Fig. 3.2.1). Las dimensiones fueron 9,2 cm de
ancho x 5,6 cm de profundidad x 15,0 cm de alto, y se construyeron varias ranuras a
una altura de 4,5-7,5 cm para permitir variar las distancias entre la fuente de luz, las
soluciones y el smartphone. Una tapa moévil permitié introducir el recipiente con las
soluciones aislandolas de la luz exterior. El smartphone se acopl6 a la parte superior
del dispositivo, y un orificio central de 2 mm de diametro en su regién superior
permiti6 capturar las imagenes en condiciones de iluminacion controlada. El
dispositivo incluyé en la parte inferior quince diodos emisores de luz blanca fria
(LED, del inglés light emitting diode - 0,24 W, 5 mm, 6500 K), alimentados por una
fuente de corriente continua de 12 V y 3,7 A. Ademas, en las ranuras laterales del
dispositivo se coloc6 un difusor de luz preparado con un papel adhesivo de vinilo
blanco pegado a una ldmina de acetato de celulosa para evitar la iluminacion directa

sobre las muestras. Como recipiente de las soluciones se utiliz6 una microplaca
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transparente de poliestireno de 24 cubetas con una capacidad méaxima de 300 pL

cada una que se coloco sobre el difusor de luz utilizando este como soporte.

/ Smartphone

Tapa

Ranuras

Dispositivo 3D
Microplaca de poliestireno
Difusor de luz

Diodos emisores de luz

Figura 3.2.1 Detalles de los componentes del dispositivo impreso en 3D.

3.2.5 Meétodo de inhibicion de la decoloracion

La determinacion de As(lll) se baso en el efecto inhibidor de esta especie
sobre la decoloracion de una solucion de naranja de metilo causada por los
productos de la reaccion de oxido-reduccion entre el bromato de potasio y el acido

clorhidrico (Fig. 3.2.2) [14].
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Figura 3.2.2 Reacciones implicadas en el método propuesto donde X puede ser Cl
o Br.

Entonces, el bromato es reducido por iones cloruro en un medio &cido,
produciendo bromo y cloro, que reaccionan con el naranja de metilo, decolorando la
solucion. La presencia de As(lll) en el medio de reaccién inhibe la decoloracion del
naranja de metilo, ya que reacciona con el bromo y el cloro generados. En
consecuencia, la presencia de As(lll) en el medio de reaccion mantiene el color de
la solucién de naranja de metilo durante un tiempo determinado, definido como tin.
Asi, el tin es proporcional a la concentracion de As(lll) presente en la muestra, y se

estima a partir del pardmetro "d", que se describe mas adelante.

3.2.6 Capturay procesamiento de imagenes

El proceso de decoloracién se monitoreé mediante imagenes digitales. Un
framelapse, definido como una serie de imagenes en funcién del tiempo que forman
un video, se obtuvo utilizando la aplicacién Framelapse 5.4. Este programa permitio

configurar el tiempo entre dos fotogramas consecutivos de un video, y asi, reducir el
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tamafio del archivo final obtenido al filmar durante un largo periodo de tiempo. Las
configuraciones de la aplicacion fueron: 0,5 s de intervalo entre fotogramas, 15 min
de grabacién, resolucién de video Full High Definition (FHD) 1080p, autoenfoque en
modo infinito, balance de blancos luz dia-nublado y -2 EV de exposicion. A
continuacion, una vez extraidos los fotogramas del video, las imagenes adquiridas
en formato JPG se procesaron con el software ImageJ. Se eligid una region de
interés (ROI, del inglés region of interest) cuadrada de 900 pixeles situada en el
centro de cada cubeta. En esta zona el color de la solucién era homogéneo, y se
obtuvo la informacién media de los canales rojo (R), verde (G) y azul (B) de cada
ROI en funcion del tiempo. Posteriormente, los valores medios RGB, previamente
normalizados dividiendo cada canal por un factor de 255, se convirtieron al espacio

de color YIQ utilizando la siguiente matriz:

Y 0,299 0,587 0,114 R
I] = [0,595716 —0,274453 —0,321263] |G
Q 0,211456 —0,522591 0,311135 | LB

Los valores medios de | y Q obtenidos se utilizaron en la siguiente ecuacion:

d =+ U - 1)*+ (Q — Q)2

donde "I" y "Q" son los valores a un tiempo de reaccion determinado, e "lo" y "Qo"
son los valores derivados de la primera imagen captada por el dispositivo (imagen a
85,0 s). El parametro "d", seleccionado como respuesta analitica, es una estimacion
de la diferencia entre el color inicial de la solucion y el color a un determinado
tiempo de reaccion. De este modo, graficando la sefial analitica "d" en funcién del
tiempo de reaccion, es posible obtener el tiempo de inhibicién de la reaccién (tin)

cuando la sefial analitica aumenta significativamente. El tin es proporcional a la
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concentracion de As(lll) presente en las muestras.

3.2.7 Procedimiento

Todas las soluciones se estabilizan a temperatura ambiente. Para la
determinacién de As(lll), se coloca en una de las cubetas de la placa una alicuota
de 25 uL de agua ultrapura. A continuacién, se afiade 175 pL de la solucién de
muestra y 50 pL de solucién acidificada de naranja de metilo. Este procedimiento se
repite en cada cubeta (24 en total). A continuacion, la grabacién del video comienza
justo después de la primera adicidén de los 50 pL de solucion de bromato de potasio
en la primera cubeta (Fig. 3.2.3). De esta manera, los primeros 85 s (tiempo
necesario para llenar los 24 pocillos e introducir la microplaca en el dispositivo) de la
grabacion no tienen ninguna informacién de interés, ya que la microplaca aun no se
ha colocado en el dispositivo. Una vez llenos todas las cubetas, se coloca la
microplaca en el dispositivo de captura, encima del difusor de luz. Es importante
sefalar que la solucion de bromato de potasio se afiade a diferentes tiempos, lo que
debe tenerse en cuenta en los célculos posteriores para obtener la sefial analitica
"d". El video se guarda con extension mp4 y, posteriormente, se analizan los

fotogramas correspondientes tal y como se ha descrito.
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Figura 3.2.3 En la parte superior, se muestra una imagen de los 24 sitios de
reaccion con diferentes concentraciones de As(lll). En la parte inferior, se presenta
la secuencia operativa como ejemplo para cinco sitios de reaccion. Es importante
sefalar que las muestras Al y A2 presentaron el mismo tin aunque la solucion de
KBrOs se afadio a tiempos diferentes (0 y 3,5 s, respectivamente). Para una mejor
comprensién, el eje temporal se gradué convenientemente para cubrir todo el
tiempo de analisis (900 s).
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3.2.8 Preparacion de la muestra

Se recolectaron cuatro muestras de agua de pozo en botellas de polipropileno,
previamente lavadas con una solucion de &cido nitrico al 10% (m/m) durante 24 h'y
enjuagadas minuciosamente con agua ultrapura antes de su uso. Las mismas
fueron obtenidas de diferentes sitios de muestreo en la region de Bahia Blanca,
provincia de Buenos Aires, Argentina, en noviembre de 2021. Todas las muestras se
filtraron a través de un filtro de membrana de acetato de celulosa de 0,45 um de

tamafio de poro y se almacenaron a 4 °C hasta el analisis de las imagenes digitales.

3.3 Resultados y discusion
3.3.1 Optimizacion
3.3.1.1 Optimizacién de variables quimicas

Como ya se ha mencionado, el cloro y el bromo reaccionan con el grupo azo
del naranja de metilo decolorando la solucion. Sin embargo, la presencia de As(lll)
inhibe esta reaccién. La concentracion de los reactivos se optimiz6 de forma
univariada. Los criterios de optimizacién se basaron en la repetibilidad (RSD%, del
inglés percentage relative standard deviation) del tn debido a la variacion
significativa de este parametro en diferentes condiciones de reaccion. La
concentracion de acido clorhidrico se estudié en el intervalo de 0,5 a 3,0 mol L%, y el
valor éptimo fue de 2,1 mol L1. La concentracién de bromato potasico se estudié
entre 6,0 x 10y 3,0 x 102 mol L, y el valor éptimo fue 1,2 x 10> mol L*. En todos
los experimentos se utilizé una solucion de naranja de metilo con una concentracion

de 3,1 x 10 mol L. Por otra parte, se varié el orden de adicién de la solucién
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patrén/muestra, el agua y la solucion de naranja de metilo acidificada, manteniendo
la adicion de la solucion de bromato de potasio al final. A continuacion, se evaluaron
los seis posibles ordenes de adicion sin observarse diferencias significativas en el
tin. Por lo tanto, el orden de adicion seleccionado para los experimentos siguientes
fue: agua-solucion patrén/muestra-solucion de naranja de metilo acidificada-solucién

de bromato de potasio.

3.3.1.2 Optimizacién de la captura de imagen

Se estudiaron diferentes parametros del teléfono movil, como el enfoque
automatico, el balance de blancos y la exposicion, para establecer las mejores
condiciones operativas. Como puede observarse en la Tabla 1, el menor RSD%
calculado a partir de réplicas del tin (n = 3) se obtuvo utilizando el autoenfoque en
modo infinito, la luz del dia nublado como balance de blancos y -2 EV de
compensacion de exposicion. Ademas, se evaluaron diferentes distancias entre la
fuente de luz y el difusor de luz, obteniéndose mejor repetibilidad cuando el difusor
de luz se situaba en la ranura inferior del dispositivo. Por otro lado, la maxima
informacion de cada cubeta para realizar el procesado de la imagen se obtuvo

cuando se seleccion6 un ROI de 900 pixeles.
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Tabla 1. Optimizacion de los pardmetros de captura de imagen. Los valores de
RSD% se calcularon a partir de tres réplicas.

Parametro Modo RSD%
infinito 35
automatico 5,5
Enfoque
macro 7,8
video continuo 8,2
luz de dia 2.9

luz de dia-nublado 2,5
Balance de blancos

penumbra 3,5
sombreado 3,1
1 3,3
0 2,8
Compensacion de la exposicion (EV)
-1 3,5
-2 2,2
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3.3.2 Procesamiento de imagen

3.3.2.1 Conversién de RGB a YIQ

Los valores medios normalizados del espacio de color RGB se convirtieron al
espacio de color YIQ. De este modo, la luminancia (canal Y) puede separarse de la
crominancia (canales | y Q) reduciendo el efecto de la variacion que se produce en
la fuente de luz. La Fig. 3.3.1 muestra los canales R, G, B, Y, | y Q en funcion del
tiempo (en segundos) al analizar las imagenes correspondientes a una solucion
patrén de 75 pg As(lll) L'1. Paralelamente, se calculé el parametro "d" mediante la
ecuacion correspondiente y se representd graficamente en funcion del tiempo (en

segundos).
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Figura 3.3.1 Conversion del espacio de color RGB a YIQ para obtener la sefial
analitica "d" para una solucién patron de 75 pg As(lll) L1. Todos los ejes de
abscisas se expresan como tiempo en segundos.

3.3.2.2 Calculo del tiempo de inhibicion

Como se describié anteriormente, el tn se obtuvo a partir de la curva "d".

Previamente, la curva "d" se suaviz6 para reducir el ruido aleatorio con el objetivo de
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aumentar la relacién sefal-ruido. A continuacion, se utilizé el método de promediado
adyacente (AAv, del inglés adjacent-averaging) con una ventana de treinta puntos

(Fig. 3.3.2) [35].

Normalmente, el tin puede calcularse igualando las ecuaciones de regresion de
las partes lineales del gréafico absorbancia-tiempo [14]. Sin embargo, de esta forma,
el tiempo de inhibicion depende de cuédntos y qué puntos se utilicen en su célculo.
En cambio, cuando se utiliza la segunda derivada, este célculo es completamente
objetivo, ya que se utilizan todos los valores de sefial obtenidos en funcién del
tiempo. En este caso, el tiempo de inhibicién se calculd utilizando el maximo local de
la segunda derivada de la funcion suavizada en las proximidades del tiempo de
inhibicibn de la reaccion, donde la respuesta analitica suavizada "d" aumenta
bruscamente (Fig. 3.3.2). Como puede observarse, se obtuvo un maximo a los

226,5 s.
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Figura 3.3.2 Curva suavizada de la respuesta analitica "d" en funcion del tiempo y
obtencién del tiempo de inhibicion de la reaccion (tin) para una solucién patron de
100 pg As(IIN) L.

3.3.3 Performance analitica

Se establecié un grafico de calibracion del tin frente a la concentracién de
As(lll) aplicando regresion lineal univariada (n = 8; g.l.= 30). El intervalo de
concentracion fue de 5 a 200 pg L. La ecuacion de regresion fue tin = (1,286 +
0,017) [ug As(lll) L] + (92,637 + 1,746) con un coeficiente de correlacién de 0,9995.
El limite de deteccién (LOD) fue de 1,47 ug L, y el limite de cuantificacion (LOQ)
fue de 4,44 pg L%, ambos estimados como 3,3 y 10 veces la desviacion estandar del
blanco, respectivamente [36]. La precision en condiciones de repetibilidad,
expresada como RSD% para una concentracion de As(lll) de 75 pg L, fue del 1,2%
(n = 4), mientras que el RSD% para la precision en condiciones precision intermedia
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fue del 2,7% para la misma solucién (n = 4), medida en cuatro dias diferentes.

3.3.4 Analisis de muestras reales

Para evaluar la aplicabilidad del método propuesto, se analizaron las cuatro
muestras de agua ambiental citadas anteriormente. Como se puede observar en la
Tabla 2, el rango de concentraciones de As(lll) en las muestras analizadas vari6 de
13,4 a 37,8 ug L1, es decir, todas las concentraciones de As(lll) fueron superiores a
los limites de 10 pg L para agua potable establecidos por la OMS [3]. Estos
resultados eran de esperar, ya que las muestras procedian de zonas con altas

concentraciones de arsénico.
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Tabla 2. Determinacion de As(lll) en muestras de agua subterranea aplicando

el método propuesto.

As(Ill) (ug L)

Muestra ~ Recuperacion (%)
Afnadido Encontrado (X + s)@
0 253+1,1 -
50 72,4+1,8 94,3
LE1
100 1238+1,2 98,5
150 1724 +£1,7 98,1
0 134+27 -
50 64,5+0,9 102,3
LM2
100 111,2+2,3 97,8
150 163,9+1,2 100,4
0 17,1+16 -
50 65,0+ 1,4 95,9
P11
100 116,5+1,6 99,4
150 169,5+1,0 101,6
0 37,8+29 -
50 89,8+1,5 104,0
P33
100 1395+1,7 101,7
150 186,9 £ 0,6 99,4

@ Las muestras se analizaron por cuadruplicado (n = 4).

3.3.5 Validacion

La veracidad del método propuesto se evalud mediante un estudio de

59



recuperacion. A continuacioén, las muestras se enriquecieron (n = 4) afiadiendo una
solucién estandar de As(lll) a tres niveles de concentracion (50, 100, 150 pg As(lll)
L'1) [37]. Como se muestra en la Tabla 2, la recuperacién de As(lll) estuvo en el
rango de 94,3%-104,0%. Ademas, se realiz6 una regresion entre las
concentraciones afiadidas y las concentraciones recuperadas aplicando el método
de minimos cuadrados ordinarios (OLS). La recta de regresion obtenida fue y =
1,0085 x - 1,0704 con un coeficiente de correlacion de 0,9981. La ordenada al
origen y la pendiente estimados se compararon con los valores teoricos de 0 y 1,
respectivamente, utilizando la prueba de la region eliptica de confianza conjunta
(EJCR, del inglés elliptical joint confidence region) [38]. Como puede observarse en
la Fig. 3.3.3, la EJCR, centrada en los valores de pendiente y ordenada al origen de
la recta de regresion, incluy6 al punto teorico (0,1). Estos resultados indican que no
existe diferencia estadistica significativa entre los valores nominales y los

recuperados, considerando un nivel de significacion del 5%.
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Figura 3.3.3 Region eliptica de confianza conjunta (EJCR) para las concentraciones
de As(lll) adicionadas y recuperadas por el método propuesto (n = 48). () Valor
tedrico de ordenada al origen y pendiente (0,1). (x) Valores obtenidos para la
pendiente y la ordenada al origen.

3.3.6 Ensayos de interferencia

La selectividad del método propuesto se estudié evaluando diferentes cationes
y aniones que pueden actuar como potenciales interferentes y suelen estar
presentes en las muestras de agua analizadas. Los niveles de concentracion de los
mismos fueron seleccionados considerando los niveles de concentracion usuales

para estos iones en agua de pozo en la regién de Bahia Blanca [39,40]. Asi, se
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evaluaron cationes como sodio (hasta 5000 mg L), amonio (hasta 0,20 mg L),
potasio (hasta 2000 mg L), calcio (hasta 356 mg L), magnesio (hasta 200 mg L),
cobre(ll) (hasta 3,2 mg L?), aluminio (hasta 1,62 mg L), arsénico(V) (hasta 1 mg L
1) y cadmio (hasta 0,005 mg L1). Del mismo modo, se examinaron el sulfato (hasta
400 mg L), el fosfato y el bicarbonato (hasta 356 mg L), el carbonato (hasta 322
mg L), el cloruro (hasta 150 mg L), el nitrato (hasta 45 mg L) y el fluoruro (hasta
6,6 mg L1). La concentraciéon de As(lll) obtenida analizando una solucién de 100 ug
L't de As(lll) en presencia y ausencia de los iones mencionados anteriormente se
representd graficamente y se compardé mediante una prueba t (Fig. 3.3.4). Los
valores t obtenidos se muestran dentro de las barras del gréfico de la Fig. 3.3.4, y no
se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre las soluciones de

control y los interferentes estudiados en ninguno de los experimentos.
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Figura 3.3.4 Evaluacion de diferentes cationes y aniones como posibles
interferentes. Los valores t (dentro de las barras) se calcularon con 3 réplicas para
ambas soluciones con los diferentes interferentes y la solucién de control (solucion
de 100 pg As(ll) LY). El valor t critico fue de 2,13 (g.l. = 4; P = 0,05).

3.3.7 Evaluacion del verdor y comparacién con otros métodos

La métrica AGREE se aplic6 al método propuesto y a otros métodos que

62



utilizan imagenes digitales para realizar la determinacion de arsénico. En todos los
casos, se mantuvieron constantes los pesos asignados a los 12 principios de la
Quimica Analitica Sostenible. Los pictogramas resultantes para los diferentes
métodos se representan en la Fig. 3.3.5, alcanzando el método propuesto una
puntuacion 6ptima de 0,84, en contraste con las obtenidas por los otros trabajos en

los cuales se obtuvo valores menores a 0,50.

Figura 3.3.5 Andlisis comparativo utilizando la métrica AGREE para la
determinacién de arsénico mediante imagenes digitales. A: método propuesto. B:
[41]. C: [42].

La metodologia propuesta tiene una puntuacion alta en al menos 9 de los 12
principios, como se refleja en el contorno de color del pictograma (Fig. 3.3.5 A). El
método propuesto permite el procedimiento de preparacién de la muestra en un
numero reducido de pasos (principio 4) con s6lo 300 pyL de residuo por analisis
(principio 7). Ademas, se pueden analizar 96 muestras por hora (principio 8). El
consumo de energia de un solo andlisis fue de solo 1,6x10“ kWh (principio 9). Se

utilizé una cantidad muy baja (7,4x10* g) de reactivos téxicos (principio 11). Por
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altimo, no se presentaron amenazas al utilizar el método, aumentando asi la
seguridad del operador (principio 12). Por lo tanto, a partir de los resultados
mencionados, se puede concluir que el método propuesto es una excelente opcién

sustentable para la determinacion de arsénico en muestras de agua.

3.4 Conclusiones parciales

En este trabajo se llevo a cabo el disefio, desarrollo y optimizaciéon de un
sistema para la determinacion de arsénico (lll) en muestras de agua ambiental
mediante el andlisis de imagenes digitales. El método presenta limites de deteccion
y cuantificacién que se ajustan a los valores establecidos como méaximos por la
Organizacion Mundial de la Salud. Ademas, en s6lo 15 minutos se pueden analizar
6 muestras por cuadruplicado y generando, como resultado de la miniaturizacién

del método, sélo 300 microlitros de residuos por sitio de reaccion.

La combinacién de la impresion 3D y el andlisis digital de imagenes permitio
desarrollar un método sencillo, portatil, econdmico y respetuoso con el ambiente
para la determinacion de As(lll) en muestras de aguas subterraneas. Las imagenes
proporcionadas por un smartphone acoplado a un dispositivo impreso en 3D se
procesaron y correlacionaron con éxito con la concentracion de As(lll) utilizando un
nuevo parametro que considera la crominancia y elimina la luminancia del espacio
de color, lo que hizo posible la determinacion del tiempo de inhibicién de la reaccion.
Ademas, se puede fotografiar un elevado nimero de muestras y, en consecuencia,
analizarlas al mismo tiempo utilizando la microplaca de 24 cubetas, lo que genera
un volumen minimo de residuos y reduce el tiempo de analisis. Un punto a destacar

es que la especiacion se alcanz6 a través de la determinacion de As(lll), que es la
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especie mas toxica del arsénico, demostrando la alta selectividad del método.
Ademas, el método propuesto se ajusta a los principios de la Quimica Analitica
Sostenible. Su sostenibilidad fue evaluada aplicando la métrica AGREE resultando
1,7 veces mas verde que otros trabajos publicados con similar deteccién. Este
aspecto es de vital importancia ya que los métodos tradicionales producen AsHs

(altamente téxico) como residuo de la determinacion.

Estas caracteristicas hacen de este método una excelente oportunidad para
ampliar el control del agua en comunidades de bajos ingresos y lugares remotos

donde no es posible acceder a laboratorios de control de calidad.
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Capitulo 4: Evaluacion de

sistemas eutéecticos naturales en

material de referencia certificado
de sedimento (BCR®-701)
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4.1 Introduccidén

Los metales son constituyentes naturales de la corteza terrestre y si bien se
pueden encontrar normalmente en el ambiente, la actividad antropogénica puede
incrementar su concentracion hasta niveles potencialmente peligrosos para el ser
humano y el ambiente. Estos elementos no degradables pueden ser adsorbidos en
material particulado y tienen la tendencia de acumularse y depositarse en los
sedimentos, incluso pudiendo acumularse en la biota y biomagnificarse a través de
la cadena tréfica [1,2]. Los metales pueden afectar a los organismos benténicos y a
la cadena alimentaria, generando una amenaza para la salud humana [3]. Los
metales se distribuyen a través de las fases del material sedimentario asociandose a
este mediante diferentes mecanismos tales como intercambio idnico,
adsorcién/desorcion, precipitacion, complejamiento, entre otros. EI comportamiento
de estos contaminantes metélicos depende en gran medida de las variables
fisicoquimicas, la descomposiciébn de materia organica, lixiviacion, entre otros, ya
gue se ve modificada la forma en la que el metal se vincula al sedimento [4]. Por
ejemplo, los metales mas disponibles/movilizables que se encuentran en la fraccion
intercambiable del sedimento pueden liberarse a la columna de agua con sélo un
cambio en la fuerza iénica. En consecuencia, muchas veces la medida de la
concentracion total de metales en sedimentos para evaluar fuentes de
contaminacion natural o antropogénicas no es Util para obtener informacion
relevante en estudios ambientales. Debido a esto, es necesario el desarrollo de
meétodos que evalien no soélo el contenido total de metales en sedimentos, sino
también su movilidad y disponibilidad ya que los efectos toxicos de los elementos

estan determinados principalmente por sus especies moviles [5].

Unos de los primeros procedimientos de extraccion secuencial (5 pasos) de
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metales aplicado a sedimentos de agua dulce fue desarrollado por Tessier y
colaboradores [6] y si bien permiti6 la evaluacibn de la biodisponibilidad y
movilizacion de metales, la implementacion generalizada trajo una serie de
inconvenientes tales como la falta de especificidad en la remocion de elementos, la
readsorcion y posterior redistribucion entre fases, la gran variabilidad en los
parametros experimentales, y la contaminacién potencial que se vio favorecida con

el aumento de pasos y tiempo requerido para realizar la extraccion.

En 1987, el Programa Europeo de Normas, Medidas y Ensayos (SM&T, del
inglés European Standards, Measurement and Testing), anteriormente la Oficina
Comunitaria de Referencia (BCR, del inglés Community Bureau of Reference), da
un paso trascendental al lanzar un proyecto para armonizar las medidas del
contenido de metales traza extraibles en suelos y sedimentos mediante esquemas
de extraccion secuencial [7]. En estos esquemas, los extractantes se aplican en
orden creciente de reactividad de modo que las distintas fracciones sucesivas se
corresponden con metales que poseen cada vez una movilidad menor [8]. Recién en
1993 se propuso un proceso de extraccion secuencial de 3 etapas que se denominé
BCR® [9] y permiti6 el desarrollo de un material de referencia certificado CRM 601
(del inglés, Certified Reference Material), sedimento del lago Maggiore, lItalia, que
constituyo la primera herramienta disponible para la validacion de procesos de
extraccion secuencial [10]. Sin embargo, las fuentes de incertidumbre y gran
variabilidad [11] en la aplicacion de este procedimiento de extraccion secuencial
llevaron al desarrollo de un nuevo procedimiento BCR® de 3 pasos modificado con
la consecuente produccién de un material de referencia certificado, el BCR®-701,
qgue certifica el valor de Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn en 3 etapas definidas

operacionalmente donde se determinan los metales en las fracciones intercambiable
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(F1), reducible (F2) y oxidable (F3), respectivamente [12]. Los metales asociados a
estas tres fracciones se consideran provenientes de fuentes antropogénicas [13]
mientras que los metales de origen litogénico se relacionan con la fraccion residual
(F4). Esta ultima fraccién se obtiene digiriendo el ultimo residuo con agua regia, 0
con una mezcla de acidos fuertes que puede o no incluir al acido fluorhidrico y se
agregé al esquema a partir del requisito de la Organizacion Internacional de
Estandares (ISO, del inglés International Standard Organization) para llevar a cabo
la comprobacion interna del proceso. De esta manera, la suma del metal extraido en
las cuatro fracciones del esquema de extraccion secuencial se compara con el
contenido de metal obtenido a partir de la digestion de la muestra [14]. Sin embargo,
a pesar de que este método optimizado de extraccion secuencial brinda buenos
resultados y ha sido ampliamente utilizado en estudios ambientales de suelos y
sedimentos no deja de ser un método laborioso que requiere al menos 49 h
incluyendo pasos de agitacion y centrifugacién para obtener las fracciones 1, 2 y 3,
sin tener en cuenta el tiempo que lleva el posterior andlisis mediante la técnica
instrumental correspondiente. Es por esto que los esfuerzos de los investigadores
se apoyan en disefiar variantes a este método con el objetivo de disminuir

principalmente los tiempos de extracciéon [15-17].

En los dltimos afos, ha crecido enormemente el empleo de solventes
eutécticos profundos naturales (NADES, del inglés natural deep eutectic solvent) en
la etapa de preparacion de muestra. La idea de un método analitico de
extraccion/preconcentracion completamente sostenible empezo6 a considerarse una
realidad alcanzable cuando surgen estos solventes verdes que se destacan por su
buena biodegradabilidad, baja presion de vapor, nula volatilidad, baja toxicidad, nula

inflamabilidad, buena estabilidad térmica, seguridad de manipulacién, bajo costo,
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facilidad de preparacion, entre otras. Esto hace a los NADES excelentes candidatos
para aplicarlos en las diferentes etapas del proceso analitico [18]. Un NADES se
forma por la unién de un compuesto donador de hidrégenos y un aceptor, los cuales
dan lugar a una superestructura, que al combinarse generan un compuesto con un
punto de fusion menor al de los componentes individuales [19,20]. Estos solventes
se componen generalmente por una mezcla de constituyentes celulares como
azucares, aminoacidos, acidos organicos y derivados de colina, cuyas principales
fuerzas impulsoras, los enlaces de hidrogeno, permiten obtener mezclas cuyo punto
de fusién es menor que el de sus componentes [21]. Los NADES se consideran
solventes de propiedades fisicoquimicas ajustables debido al gran numero de
combinaciones que se pueden lograr variando sus componentes y proporciones.
Esto genera un gran abanico de aplicaciones de estos sistemas eutécticos como
agentes extractantes de una amplia variedad de analitos tales como compuestos
fendlicos, saponinas, carotenoides, metales, entre otros, en diferentes tipos de

muestras [22—25].

En este trabajo se propone el disefio y preparacion de diferentes NADES para
llevar a cabo la extraccion de metales tales como Cd, Cu, Cr, Ni, Pb y Zn en un
material de referencia certificado BCR®-701. Este método propone una alternativa
gue utiliza un solvente verde y reduce los tiempos del procedimiento de extraccion
secuencial BCR® modificado. Ademas, se aplico el enfoque métrico AGREE a
ambos meétodos para evaluar de manera objetiva los procedimientos analiticos

desde un punto de vista de la Quimica Analitica Sostenible.
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4.2 Materiales y métodos

4.2.1 Reactivos y soluciones

Todos los reactivos que se utilizaron fueron de grado analitico y las soluciones
acuosas se prepararon con agua ultrapura (18,0 MQ cm). El acido lactico (85-
90%), la urea (99,0-100,5%) y el glicerol (99%) fueron obtenidos de Anedra
(Argentina) mientras que de Cicarelli (Argentina) se adquirieron glucosa (99,0%),
acetato de amonio (296%), clorhidrato de hidroxilamina (296%) y acido acético
glacial (100%). Cloruro de colina (298%) y L-arginina (=98) se adquirieron en Sigma

(Alemania).

4.2.2 Aparatos, instrumentacion y software

La preparacion de los NADES se realiz6 en una placa calentadora con
agitacion magnética DLab (DLab Scientific, China) modelo MS-H280-Pro. Por otro
lado, las propiedades fisicas de los extractantes se midieron usando un viscosimetro
Brookfield (Brookfield Engineering Laboratories, Estados Unidos) modelo DV-II+
operado a 23,3 °C y 50 rpm, y un conductimetro Adwa As204 (Adwa Instruments,

Hungria).

El andlisis de los elementos Cd, Cr, Cu, Ni, Pb y Zn, se llevé a cabo por medio
de un espectrometro de emision Optica con plasma inducido por microondas MIP-
OES (del inglés, microwave induced plasma optical emission spectrometry) Agilent
(Estados Unidos) modelo MP 4100 equipado con un monocromador Czerny-Turner
y un detector con un arreglo de dispositivos de acoplamiento de carga VistaChip. El

MIP-OES funciona con un generador de nitrdgeno, y se utiliz6 una camara de
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nebulizacién ciclénica de paso Unico, un nebulizador inerte One Neb, un sistema

automuestreador SPS3 y una antorcha de plasma de cuarzo. Los parametros

operacionales para el instrumento MIP-OES se detallan en |la Tabla 3.

Tabla 3.

Condiciones de trabajo y parametros instrumentales del MIP-OES.

Linea de emisiéon

Presion del nebulizador

Analito (nm) (kPa)
Cd 228,802 180
Cr 425,433 240
Cu 324,754 240
Ni 341,476 220
Pb 405,781 80
Zn 213,857 240

Tiempo de lectura (s) 3

Velocidad de toma de muestra (s) 13

Tiempo de lavado (s) 20

Tiempo de estabilizacion (s) 15

Velocidad de bomba (rpm) 15
Bombeo rapido durante la absorcién Encendido

Camara de spray
Nebulizador

Correccion de fondo

Ciclonica de paso unico
One Neb

Automatica

Los datos se analizaron mediante una hoja de céalculo de Microsoft Office Excel

365 (Microsoft, Redmont, WA, EE.UU.). Se evalu6 la sostenibilidad el método de
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extraccion mediante el software libre de codigo abierto AGREE.

4.2.3 Preparacion de los NADES

Los NADES fueron preparados utilizando el método de calentamiento y
agitacion [26]. Una vez alcanzada la temperatura deseada (aproximadamente 60
°C), se coloco sobre la placa de calentamiento un vaso de precipitados conteniendo
una mezcla de los componentes individuales en la relacion molar indicada en la
Tabla 4. La mezcla se agité a 300 rpm hasta que se obtiene un liquido traslicido sin

particulas en suspension durante 20 min.

Tabla 4. Solventes eutécticos empleados en este estudio.
Solvente eutéctico Componentes Relacion molar

LGH Acido lactico:glucosa:agua 1:1:5
UGH Urea:glicerol:agua 1:1,2:1,2

ChCI-Gly Cloruro de colina:glicerol 1:2

Arg-Gly Arginina:glicerol 1:13
CGH Acido citrico:glucosa:agua 1:1:5,5
GlyL Glicerol:acido lactico 4:1

4.2.4 Procedimiento de extraccion secuencial BCR® modificado

Este procedimiento de extraccion secuencial esta dividido en 3 pasos que se

esquematizan en la Fig. 4.2.1 [12].
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El primer paso consiste en poner en contacto 1,000 g de muestra con 40 mL
de &cido acético 0,11 mol L agitando la mezcla a 30 rpm durante 16 h. Luego se
separa el extracto del residuo sélido mediante centrifugacion a 3000 rpm durante 20
min decantando el sobrenadante para analizar la fraccion intercambiable de metales

traza (fraccion 1).

El segundo paso consiste en agregar 40 mL de hidroxilamina 0,5 mol L al
residuo sélido del paso 1, agitando la mezcla a 30 rpm durante 16 h. Luego se
centrifuga el extracto como en el paso 1 y se separa el sobrenadante para analizar

la fraccion reducible de metales traza (fraccion 2).

El tercer paso consiste en agregar alicuotas de 10 mL de peroxido de
hidrogeno 8,8 mol L al extracto del paso 2, cubriendo y digiriendo durante 1 h a
temperatura ambiente con agitacion manual ocasional. Luego, la mezcla descubierta
se calentienta en un bafio de agua a 85 °C durante 1 h hasta reducir el volumen a
menos de 3 mL. A continuacién, se agregan 10 mL mas de peréxido 8,8 mol L y se
prosigue con el calentamiento a 85 °C durante 1 h. Seguidamente, se agregan 50
mL de acetato de amonio 1 mol L y se agita durante 16 h. Por Gltimo, se separa el
extracto del residuo sélido por centrifugacion, tal y como se hace en el paso 1, y se
separa el sobrenadante para analizar la fraccion oxidable de metales traza (fraccion

3).
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Figura 4.2.1 Protocolo experimental del procedimiento de extraccion secuencial
BCR® modificado.

Al aplicar el esquema de extracciéon secuencial BCR® modificado al material de
referencia certificado BCR®-701 se pueden determinar las concentraciones

certificadas de los metales en cada una de las fracciones de este material (Tabla 5).
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La fraccion 4 de este material se puede obtener al aplicar un proceso de digestion

con agua regia al residuo del paso 3 del esquema de extraccion secuencial.

Tabla 5. Concentraciones certificadas (mg kg?l) de 6 elementos traza en
material de referencia certificado BCR®-701 extraidos mediante el protocolo de

BCR® modificado de 3 pasos.

Fraccion Cd Cr Cu Ni Pb Zn
F1 7,3 2,26 49,3 15,4 3,18 205

F2 3,77 45,7 124 26,6 126 114

F3 0,27 143 55 15,3 9,3 46

F4 0,13 63 39 41 11 95
F1+F2 11,07 47,96 173,3 42 129,18 319
F1+F2+F3 11,34 190,96 2283 57,3 138,48 365

F1+F2+F3+F4 11,47 253,96 267,3 98,3 149,48 460

4.2.5 Procedimiento de extraccion propuesto

A una masa de 0,5000 g de CRM BCR®-701 se agregaron 16,5 mL de LGH
(acido lactico:glucosa:agua; 1:1:5) agitando la mezcla a 30 rpm durante 16 h. Luego
se separo el extracto del residuo sdélido mediante centrifugacién a 3000 rpm durante
20 min decantando el sobrenadante. Este dltimo se filtr6 con filtro de membrana

0,45 um para luego determinar la cantidad de metales extraidos mediante MIP-OES.
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4.2.6 Optimizaciéon del proceso de extraccidén propuesto

En primer lugar, se evaluaron NADES de diferente grado de acidez (Tabla 6)
para realizar la extraccion de metales en el CRM BCR®-701 tomando como criterio
de seleccion aquel que fuera capaz de extraer la mayor cantidad de analitos de
interés. Posteriormente, se estudiaron de manera univariada el volumen y el

porcentaje de agua empleados durante la extraccion.

Tabla 6. Solventes eutécticos empleados en este estudio.
Solvente eutéctico Componentes Acidez?
LGH Acido lactico:glucosa:agua 1
UGH Urea:glicerol:agua 9
ChCI-Gly Cloruro de colina:glicerol 7
Arg-Gly Arginina:glicerol 11

@ Las medidas de acidez se obtuvieron mediante tiras reactivas de pH.

4.3 Resultados y discusion

4.3.1 Caracterizacion de NADES preparados

La eficiencia del proceso de extraccién esta considerablemente afectada por el
grado de disolucion del sedimento en el disolvente utilizado. Por esta razén, se
evaluaron la densidad, viscosidad y conductividad de cada disolvente individual. Es
ampliamente conocido que una menor densidad y viscosidad del disolvente se
correlacionan con una mayor conductividad y, en consecuencia, con una mejor
capacidad de penetracion en la matriz del sedimento [27]. Estas propiedades fueron
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medidas a temperatura ambiente, especificamente a 23,3 °C. Segun los datos
presentados en la Tabla 7, los disolventes UGH, ChCI-Gly y Arg-Gly presentan las
densidades mas altas. Esto sugiere que, en términos de eficiencia para extraer
metales de la estructura del sedimento, estos NADES podrian ser menos efectivos.

En contraste, el disolvente NADES LGH mostré la densidad mas baja.

Tabla 7. Propiedades fisicoquimicas de los solventes empleados.

NADES Densidad (g mL?) Viscosidad (cP) Conductividad (mS cm™)

LGH 1,04 39 0,12
UGH 1,39 51 0,06
ChCI-Gly 1,30 128 2,71
Arg-Gly 1,41 367 0,04

4.3.2 Andlisis de BCR®-701 mediante BCR® modificado

Con el propésito de constatar el estado y asegurar que el CRM BCR®-701 se
encuentra en condiciones Optimas se aplica el método de extraccion secuencial
BCR® modificado a este material determinando la concentracién de Cd, Cr, Cu, Ni,

Pby Zn en las fracciones intercambiable (F1), reducible (F2) y oxidable (F3).

En la Fig. 4.3.1 pueden compararse las cantidades de metales en las distintas
fracciones expresadas en mg kg! obtenidas aplicando el BCR® modificado por
triplicado al BCR®-701. Los porcentajes de recuperacion se encuentran entre 98,7%
y 101,7% demostrando que el material de referencia certificado se encuentra en

buenas condiciones para emplearlo en la posterior etapa de optimizacién del
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método de extraccidn propuesto.

Fraccién 1 Fraccién 1
18,0 250,0
160 | = CRM m Obtenido m CRM m Obtenido
14,0 200,0
12,0
®100 | Tp 190.0
o0 | o0
£ 2’8 £ 100,0
40 r 50,0
0,0 “ 0,0
Cd Cr Ni Pb
Fraccion 2 Fraccién 2
50,0 130,0
= CRM ® Obtenido ® CRM ® Obtenido
40,0 125,0
120,0
‘_6030’0 o o
< < 1150
€ 20,0 | =
110,0
10,0 105,0
0o LN 0N 100,0
Cd Cr Ni
Fraccién 3 Fraccién 3
12,0 160,0 -
100 B CRM m Obtenido 140,0 m CRM m Obtenido
' 120,0
L 8o r _, 100,0
: op
2 60 | 5 80,0
= 40 t £ 600
s I. I_l
2,0
) 20,0
0.0 00 | |
Cd Pb Cu Ni Zn

Figura 4.3.1 Determinacion de metales en mg kg

BCR® modificado.
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4.3.3 Optimizacién del método de extraccion propuesto

4.3.3.1 Eleccion del tipo de extractante

Se evaluaron distintos tipos de NADES para facilitar la extracciéon de los
metales en el sedimento. Estos se diferenciaron por su acidez como se puede
observar en la Tabla 6. Por otro lado, también se evalu6 el empleo de agua durante
la extraccion con el objetivo de ver si la incorporacion de esta mejoraba los
rendimientos obtenidos. En la Fig. 4.3.2 se observan los 2 tipos de procedimientos

empleados para este cometido.

Procedimiento 1 _

0,5 g sedimento 0,5 g sedimento
20 mL NADES 20 mL extractante (10 mL NADES + 10 mL agua)
16 h 16 h
Shaker (100 rpm) Shaker (100 rpm)
Centrifugacion (5 min, 2500 rpm) Centrifugacion (5 min, 2500 rpm)

N O

Precipitado Sobrenadante Precipitado Sobrenadante

| |

MIP-OES MIP-OES

Figura 4.3.2 Procedimientos empleados en la etapa de eleccion de extractante.

Como puede distinguirse facilmente, el solvente eutéctico LGH fue el que mas
cantidad de metales extrajo indistintamente del procedimiento empleado (Fig. 4.3.3).
En este tipo de extracciones resulta ser sumamente importante la acidez del

extractante para lograr extraer la mayor cantidad de metales posible. Para este
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extractante, la fraccion 1 es alcanzada para todos los metales en estudio siendo
para el Zn, la unica fraccion extraida. Por el contrario, al utilizar extractantes de
menor acidez, se obtienen muy baja extraccion de metales empleando cualquiera de

los procedimientos.

Por otro lado, observando detenidamente los valores obtenidos por el
extractante LGH se observa que el procedimiento 1 (P1) es el que posee mayor
extraccion de los analitos en estudio. Al comparar los procedimientos 1 y 2, se
observa que el procedimiento 1 es capaz de extraer una cantidad de metales entre
un 5% y un 29% mayor que el procedimiento 2 (P2). De esta manera, se puede
intuir la importancia de la cantidad de NADES empleado durante la extraccién. Sin
embargo, en el procedimiento 2 no sélo se disminuye la cantidad de NADES, sino
gue también se afiade agua al proceso de extraccion. De esta manera, si bien el
procedimiento 2 extrae menores cantidades de los analitos en estudio, es
importante analizar como afecta el agua al proceso de extraccion. Ademas, al
emplear el procedimiento 1, se observé que los valores de los metales Cd, Cu, Niy
Pb se encuentran predominantemente sobre las fracciones 1y 2, mientras que el Zn
se concentra principalmente por encima de la fraccibn 1. En consecuencia, se
propone continuar con el estudio de optimizacién evaluando una cantidad menor de
NADES (16,5 mL) con el objetivo de obtener las fracciones mencionadas para estos

metales.
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Cu
300,0
250,0
200,0
150,0
100,0
50,0
0,0 L mm - | |
ChCL:Gly ChCl:Gly UGHP1 UGHP2 Arg:Gly Arg:Gly LGHP1 LGHP2
P1 P2 P1 P2
I Obtenido e Fraccion 1 = Fraccion 1y2

= Fraccion 1,2y 3 == Fracccion 1,2,3y 4
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Ni

120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0 I
0,0 . .
ChCLGly ChCLGly UGHP1 UGHP2 Arg:Gly Arg:Gly LGHP1 LGHP2
P1 P2 P1 P2

mm Obtenido == Fraccion 1 = Fraccion 1y2
e Fraccion 1,2y 3 =—Fracccion 1,2,3y 4

Pb
160,0
140,0
120,0
100,0
80,0
60,0
40,0
20,0
0,0 — —
ChCLGly ChCl:Gly UGHP1 UGHP2 Arg:Gly Arg:Gly LGHP1 LGHP2
P1 P2 P1 P2
mmm Obtenido === Fraccion 1 = Fraccion 1y2
e Fraccion 1,2y 3 e Fracccion 1,2,3y 4
Zn
500,0
400,0
300,0
200,0 =
100,0
0,0 -— —
ChCLGly ChCl:Gly UGHP1 UGHP2 Arg:Gly Arg:Gly LGHP1 LGHP2
P1 P2 P1 P2
I Obtenido e=Fraccion 1 == Fraccion 1y2

= Fraccion 1,2y 3 = Fracccion 1,2,3y 4

Figura 4.3.3 Metales extraidos expresados en mg kgt
procedimientos (P1y P2) por diferentes NADES.
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4.3.3.2 Seleccion del porcentaje de agua empleado durante el proceso de
extraccion

Con finalidad de obtener un porcentaje adecuado de agua en el proceso de
extraccion de metales de las diferentes fracciones del CRM se vario el volumen de
agua en la extraccion de manera univariada. En estos experimentos se realizaron
extracciones empleando 0,5000 g de CRM, agregando 16,5 mL de LGH y variando

el porcentaje de agua empleando los siguientes porcentajes: 0%, 45% y 90%.

A partir de los resultados obtenidos en la Fig. 4.3.4, se observa de manera
generalizada que la cantidad de metales extraidos aumenta cuando se incrementa
el porcentaje de agua de 0% a 45%, disminuyendo luego cuando se sigue
incrementando el porcentaje de agua a 90%. Esto indica que el agua en el proceso
de extraccion tiene un rol fundamental. En primera instancia, emplear agua durante
el proceso de extraccion ayuda a disminuir la viscosidad del extractante permitiendo
de esta manera aumentar la superficie de contacto entre este y el CRM. Sin
embargo, aumentar demasiado el porcentaje de agua resulta perjudicial debido al
efecto de diluciéon que esta genera. Por lo tanto, se decide tomar el valor de 45%

como porcentaje de agua Optimo a emplear durante el proceso de extraccion.
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Cd Cr
15,0 300,0
10,0 200,0
J 20—
0,0 0,0
0% 45% 90% 0% 45% 90%
[ Obtenido ——Fraccién 1 ——Fraccion 1y2 B Obtenido ——Fraccion 1 ——Fraccion 1y2
=—=Fraccién1,2y3 ===Fracccion1,2,3y4 =——=Fraccion1,2y3 =—=Fracccion1,2,3y4
( )
Cu Ni
300,0 150,0
200,0 100,0
100,0 . 50,0
0% 45% 90% 0% 45% 90%
[ Obtenido e Fraccion 1 = Fraccion 1y2 I Obtenido == Fraccion 1 = Fraccion 1y2
=—=Fraccion 1,2y3 ===Fracccion1,2,3y4 I\ ——Fraccion1,2y3 e==Fracccién1,2,3y4
Pb Zn
200,0 600,0
150,0 | ———————————————————————————— 2000 |
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I Obtenido = Fraccion 1 —Fraccién 1y2 I Obtenido e Fraccion 1 = Fraccién 1y2
——Fraccién1,2y3 ——Fracccién1,2,3y4 =—=Fraccién 1,2y 3 ===Fracccién1,2,3y4

Figura 4.3.4 Valores de extraccién de metales expresados en mg kg1 empleando
diferentes porcentajes de agua durante el proceso de extraccion.

4.3.3.3 Seleccion del volumen de extractante

Con la finalidad de obtener un volumen apropiado de extractante para realizar
la extraccion de metales de las diferentes fracciones del CRM se vari6 el volumen
de solvente de extraccion de manera univariada. En estos experimentos se
realizaron extracciones empleando 0,5000 g de CRM, agregando 3,0, 16,5 y 30,0

mL de LGH manteniendo constante el porcentaje de agua en la extracciéon con un
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valor de 45%.

Los resultados obtenidos se muestran en la Fig. 4.3.5. Al emplear distintos
volumenes de extractantes es posible llevar a cabo la extraccién de diferentes
fracciones de los metales en el CRM. En primera instancia es posible verificar que
existe una proporcionalidad entre la cantidad de metales extraidos (Cu, Ni, Pb y Zn)

y el volumen de extractante empleado.

A la hora de extraer Cd, utilizar 3,0 mL o 16,5 mL de LGH es indistinto para
obtener todas las fracciones de este metal. En el caso del Cu, el Unico volumen que
es capaz de obtener un resultado aceptable es el de 16,5 mL recuperando las
fracciones 1, 2 y 3. Al emplear 16,5 mL y 30,0 mL de LGH en la extraccion de Ni es
posible determinar las fracciones 1-2 y 1-2-3, respectivamente. De la misma manera
que para el Cu, la extraccion de las fracciones 1, 2 y 3 para el Pb es posible al
utilizar 16,5 mL de LGH. Con respecto al Zn, al utilizar 16,5 mL de extractante es
posible determinar la fraccion 1, mientras que si se emplea 30,0 mL de LGH se logra
obtener las fracciones 1, 2 y 3. Por ultimo, para el Cr todos los volimenes de
extractante son capaces de extraer la fraccion 1 completa pero no llegan a
determinar la fraccibn 2. Por lo tanto, se decide elegir volumen 6ptimo de
extractante 16,5 mL ya que es el que mejores resultados aporta a la hora de extraer
distintas fracciones de los analitos en estudio. En la Tabla 8 se resumen las

fracciones obtenidas en las condiciones Optimas de extraccion.
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Cd Cr
15,0 300,0
10,0 200,0
o m—l—Ea
0,0 0,0
3,0mL 16,5mL 30,0mL 3,0mL 16,5mL 30,0mL
I Obtenido —Fraccion 1 = Fraccion 1y2 I Obtenido —Fraccion 1 = Fraccion 1y2
~——Fraccion1,2y3 =—=Fracccién1,2,3y4 ——Fraccién1,2y3 —=—Fracccién1,2,3y4
Cu Ni
300,0 150,0
200,0 100,0
3,0mL 16,5mL 30,0mL 3,0mL 16,5mL 30,0mL
B Obtenido = Fraccion 1 = Fraccion 1y2 [ Obtenido ——Fraccion 1 = Fraccion 1y2
=—=Fraccién 1,2y 3 ===Fracccion1,2,3y4 =—Fraccion 1,2y3 ===Fracccion1,2,3y4
4 N s
Pb Zn
200,0 600,0
150.0 ¢ 400,0 |
100,0 |
«| 1l L
0.0 0,0 [
3,0mL 16,5mL 30,0mL 3,0mL 16,5mL 30,0mL
I Obtenido e—Fraccion 1 =Fraccion 1y2 [ Obtenido ——Fraccion 1 ——Fraccion 1y2
e—=Fraccion 1,2y 3 ===Fracccion1,2,3y4 ——Fraccion 1,2y 3 ——Fracccién1,2,3y4

Figura 4.3.5 Valores de extraccion de metales expresados en mg kgt empleando
diferentes volumenes de LGH como extractante.
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Tabla 8. Fracciones determinadas al utilizar las condiciones éptimas del método

propuesto.
ex\t/rglcuti:netg ((jri L) % iit?gggéenn la Metal extraido Fraccion extraida
Cd F1,F2, F3yF4
Cu F1,F2yF3
16,5 45 Ni FlyF2
Pb F1,F2y F3
Zn F1

4.3.3.4 Andlisis de otros extractantes acidos

Como se menciond en la seccion 4.3.3.1 los NADES con caracter &cido
presentan mejores eficiencias de extraccion. Por este motivo se decide comparar la
extraccion de metales empleando otros extractantes acidos (Tabla 9). En esta etapa
se realizaron las extracciones por triplicado empleando 0,5000 g de CRM y 16,5 mL

de extractante agregando un 45% de agua.

Tabla 9. Sistemas eutécticos acidos empleados.
Solvente eutéctico Componentes Acidez?
LGH Acido lactico:glucosa:agua 1
CGH Urea:glicerol:agua 2
GlyL Glicerol:acido lactico 3

@ Las medidas de acidez se obtuvieron mediante tiras reactivas de pH.
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Como puede observarse en la Fig. 4.3.6 con el extractante de mayor acidez se
obtienen los mejores resultados. Particularmente, el extractante CGH es capaz de
extraer solo Cr, Cu y Zn siendo soélo satisfactorio para extraer las fracciones 1, 2y 3
de Cu. El extractante GlyL si bien extrae los analitos en estudio, no es capaz de

extraer ninguna de las fracciones de interés de manera apropiada.

En vistas de estos resultados se selecciona al extractante LGH como el mas

apropiado para llevar a cabo la determinacién de metales en sedimentos.
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Figura 4.3.6 Valores de extraccién de metales expresados en mg kgl empleando
diferentes NADES acidos.

4.3.4 Evaluacion de la sostenibilidad y comparacién con el método BCR®
modificado

Para evaluar y comparar el método propuesto con el método de extraccion
secuencial BCR® modificado para el andlisis de metales, se utiliz6 la métrica
AGREE. Los pictogramas generados mediante el software AGREE para esta
evaluacion se muestran en la Fig. 4.3.7. Este software permite asignar diferentes
pesos (de 1 a 4) a los diversos criterios de evaluacion; en este caso, se asigné un
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peso de 2 para todos los criterios excepto el criterio 7, que se fijo en 1 para el
método propuesto mientras que se fijé en 3 para el método BCR® modificado. Esta
decisién se fundamenta en el hecho de que el solvente utilizado en el método

propuesto es biodegradable.

En relacion con el procedimiento de tratamiento de la muestra (principio 1),
ambos métodos realizaron un analisis fuera de linea. Considerando el tamafo de la
muestra (principio 2), el método propuesto utilizé 0,5000 g de muestra, mientras que
el método BCR® modificado utilizé 1,000 g. Ninguno de los métodos permitid
mediciones in situ, por lo que las mediciones se realizaron fuera de linea (principio
3). El numero de pasos principales en la preparacion de la muestra fue de 3 o
menos para el método propuesto y de 6 pasos para el método BCR® modificado
(principio 4). Ambos métodos fueron manuales y no miniaturizados (principio 5) y no
requirieron agentes de derivatizacion (principio 6). La cantidad de residuos
generados fue de 16,5 mL para el método propuesto y de 75 mL para el método
BCR® optimizado (principio 7). En términos de rendimiento (principio 8), ambos
métodos se consideraron multianalito permitiendo al método propuesto analizar 25
muestras en 16 h, mientras que el método BCR® modificado requiere 53,5 h para el
mismo numero de muestras. La cuantificacion de la energia utilizada se baso en la
técnica mas intensiva en energia empleada durante el procedimiento (principio 9).
En ambos métodos, el instrumento MIP-OES fue el mas demandante de energia. En
cuanto a los reactivos, se prefieren aquellos de fuentes renovables (principio 10). El
meétodo propuesto utiliza un NADES (LGH) como disolvente extractante, cumpliendo
completamente con este principio. Asimismo, se debe evitar el uso de reactivos
toxicos (principio 11). Para este principio, el método propuesto no emplea reactivos

toxicos, a diferencia del método BCR® modificado, que utiliza 75 mL de reactivos
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toxicos. Por ultimo, se consideraron la seguridad del operador y los riesgos
ambientales, evaluando el numero de peligros no evitados (principio 12). Los
reactivos del método BCR® modificado son téxicos, inflamables, oxidantes,

corrosivos y explosivos.

El analisis de los resultados del informe AGREE demuestra que el método
propuesto es mas ecologico, obteniendo la puntuacion mas alta (0,62). La
sustitucion de disolventes toxicos por NADES en la extraccion de metales conduce a
un procedimiento analitico mas sustentable. Asi, no solo se confirma la
sostenibilidad del método propuesto, sino también la reduccion en la produccién de

residuos y el consumo de energia, disminuyendo el impacto ambiental.

Método propuesto Método BCR® modificado

Figura 4.3.7 Evaluacion ecologica del método propuesto y del método BCR®
modificado mediante la métrica AGREE.

4.4 Conclusiones parciales

Se ha desarrollado y aplicado un innovador método de extraccién utilizando un
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[1]

[2]

NADES, especificamente LGH, como disolvente extractante para la extraccion de
metales en material de referencia certificado BCR®-701. La optimizacion del método
de extraccion se llevd a cabo mediante un enfoque univariado, obteniendo
resultados favorables con el uso de 16,5 mL de extractante y un 45% de agua, en
un tiempo de extraccion de solo 16 h. Desde la perspectiva de la Quimica
Sostenible, el empleo de NADES como disolvente extractante, en contraste con los
disolventes tradicionalmente utilizados en el método de extracciéon secuencial BCR®
modificado, proporciona una alternativa mas sostenible. La sostenibilidad del
método propuesto fue demostrada mediante la evaluacion con el enfoque métrico
AGREE y su comparacion con el método BCR® modificado. EI método propuesto se
presenta como una alternativa diferente, mas rapida y ecoldgica, enfatizando el
potencial del uso de NADES en la preparacion de muestras. Sin embargo, cabe
aclarar que el método propuesto, al menos por el momento, no permite llevar a cabo

un andlisis completo como el BCR® modificado.
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Capitulo 5: Determinacion de

metales en aceites comestibles

mediante ICP-OES empleando

microextraccion liguido-liguido

dispersiva asistida por

ultrasonidos con un sistema

eutéctico profundo magnético

hidrofilico
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5.1 Introduccién

Los aceites vegetales comestibles, incluyendo aceites de girasol, sésamo, soja
y colza, son extensivamente usados en aplicaciones culinarias y poseen una funcion
importante en la nutricién del ser humano. Estos aceites y grasas adquiridos en la
dieta funcionan como moduladores biologicos, brindan elementos esenciales
necesarios para la sintesis de estructuras celulares y son una fuente vital de energia
para el cuerpo humano. Ademas, facilitan la absorcion de vitaminas liposolubles
como la A, D, E y K, las cuales desempeiian un rol fundamental en el mantenimiento

de la salud [1,2].

El analisis de elementos traza en aceites comestibles es sumamente
importante tanto desde un punto de vista nutricional como toxicolégico. La presencia
de especies inorganicas como Cu, Ca, Co, Mn, Ni, y Zn en aceites pueden impactar
en su calidad, frescura, estabilidad, y preservacion, reduciendo su vida media [3-5].
Ademas, dependiendo de su concentracion, elementos tales como Cu, Zn, P, y Mn
son esenciales para reacciones enzimaticas en el metabolismo, mientras que otros
elementos como el Al, Ba, Cd, Cr, Pb y Ti pueden inhibir estas reacciones y

potencialmente causar intoxicaciones agudas o crénicas [6].

Como se comentd en el Capitulo 1, la presencia de metales en aceites
comestibles puede provenir de fuentes diversas, incluyendo suelos contaminados, la
proximidad de caminos con alto transito vehicular o industrias a las plantaciones
donde la materia prima es cultivada, el uso de fertilizantes o pesticidas durante el
crecimiento de la planta, y los procesos involucrados en la produccion, refinado y
almacenamiento del aceite [7-9]. En consecuencia, el desarrollo de métodos

eficientes para la cuantificacion de metales traza en aceites comestibles resultan de
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gran interés para el control de calidad de este tipo de alimentos y representa un

desafio para los quimicos analiticos.

La baja concentracion de metales en aceites comestibles requiere el uso de
técnicas instrumentales sensibles como la espectrometria de masas con plasma de
acoplamiento inductivo (ICP-MS, del inglés inductively coupled plasma mass
spectrometry) o la espectrometria de emisién Optica con plasma de acoplamiento
inductivo (ICP-OES, del inglés inductively coupled plasma optical emission
spectrometry). Sin embargo, no es posible realizar el analisis directo de una muestra
de aceite debido a su elevada viscosidad, lo que complica su introduccion en el
instrumento. Ademas, este tipo de muestra posee una matriz compleja con un alto
contenido organico lo que aumenta la posibilidad de interferencias durante el
andlisis [10]. Por lo tanto, la preparacion de la muestra es de trascendental
importancia. Se han desarrollado varios métodos de pretratamiento de la muestra
incluyendo digestion, emulsificacion, y dilucion [11]. Ademas, se han implementado
diferentes modalidades de microextracciéon en fase liquida, como la microextraccién
liquido-liquido dispersiva (DLLME, del inglés dispersive liquid-liquid microextraction),
la cual preconcentra analitos en un extractante dispersado en finas gotas a través
de la muestra por adicién de un agente dispersante, generalmente tetrahidrofurano.
Para evitar el empleo de solventes dispersivos toxicos, la microextraccion puede ser
asistida mediante la energia de ultrasonido (US), lo que también incrementa la

recuperacion de analitos [12].

En la dltima década, los solventes eutécticos profundos (DES, del inglés deep
eutectic solvents) han ganado reconocimiento como solventes amigables con el

ambiente debido a su sostenibilidad, baja volatilidad, buena estabilidad térmica, alta
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conductividad, y elevada eficiencia de extraccion [13]. Una de sus caracteristicas
mas atractivas y prometedoras es la habilidad de ajustar sus propiedades
fisicoquimicas basandose en la naturaleza y proporcion de sus componentes. Estos
solventes se preparan facilmente mediante calentamiento y agitacion de una mezcla
de un donor de enlaces de hidrégeno (HBD, del inglés hydrogen bond donor) —
como &acidos organicos, urea, alcoholes, aminas, o amidas — y un aceptor de
enlaces de hidrégeno (HBA, del inglés hydrogen bond aceptor), normalmente una
sal de amonio cuaternario. Esta interaccion forma una mezcla eutéctica con un
punto de fusién méas bajo que cualquiera de los componentes individuales [14]. A
pesar de su gran eficiencia de extraccion, separar las microgotas de DES dispersas
en la muestra presenta un desafio que generalmente se resuelve empleando
centrifugacion. Para abordar este problema, se han introducido los solventes
eutécticos profundos magnéticos (MDES, del inglés magnetic deep eutectic
solvents) como una nueva clase de solventes de extraccion. Estos solventes
incorporan propiedades paramagnéticas debido a que incluyen haluros metalicos en
su composicion como cloruro de cobalto (Il), cloruro de manganeso, y cloruro de
niquel, entre otros. Esta caracteristica les permite ser eficientemente separados
usando un campo magnético externo, eliminando la necesitad del tedioso paso de

centrifugacion [15].

Hoy en dia, el desarrollo de nuevas metodologias analiticas no sdlo demanda
una alta performance analitica, sino que también se enfatiza el alineamiento con los
principios de la Quimica Analitica Sostenible (GAC, del inglés Green Analytical
Chemistry). Por lo tanto, los enfoques analiticos eficientes y sostenibles priorizan
consideraciones como el uso de solventes amigables con el ambiente, la

simplificacion de los procedimientos de preparacion de muestra, y la reduccion de la

109



cantidad y toxicidad de los reactivos empleados, entre otros factores [18]. Para
asegurar la imparcialidad en la evaluacién de estas metodologias, varias métricas,
incluyendo la métrica AGREE (del inglés Analytical GREEnness), se han introducido

para evaluar y soportar la sostenibilidad de las nuevas técnicas analiticas [19].

En esta parte de la tesis se propone el disefio, preparacidén y caracterizacion
de un nuevo MDES ternario empleado en un método DLLME asistido por energia de
ultrasonido para llevar a cabo la determinacion de metales (Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu,
Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Ti, V, y Zn) en diferentes muestras de aceite comestible por
ICP-OES. Ademas, la sostenibilidad del método propuesto se evaludé usando la

métrica AGREE.

5.2 Materiales y métodos

5.2.1 Reactivos y soluciones

En todos los experimentos se emplearon reactivos de grado analitico. Una
solucién patrén madre de Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Ti, Vy Zn
con una concentraciéon de 1 mg mL* se preparé por dilucién de un aceite estandar
multielemental Conostan S-21 (500 mg kg, SCP Science, Baie D"Urfe, Canada) y
se almacend a 4 °C. Las soluciones patron de trabajo se prepararon diariamente a
partir de la dilucion apropiada de la solucion patron madre. Para la optimizacion de
las condiciones de extraccién, se us6 una solucién patrén conteniendo 27,5 ug L*
de todos los analitos. Todas las muestras y soluciones patron fueron preparadas

usando n-Hexano (95%, AppliChem, Darmstadt, Alemania).

Para llevar a cabo la preparacion del solvente eutéctico magnético se empled
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cloruro de colina (pureza = 98%, Sigma-Aldrich, Alemania), acido lactico (pureza =
97%, Sigma-Aldrich, Alemania) y cloruro de hierro (lll) anhidro (pureza = 97%,

Sigma-Aldrich, Alemania).

5.2.2 Aparatos, instrumentacion y software

Para realizar la dispersion del sistema en el procedimiento de extraccion se
utilizaron un agitador vortex Reax Top (Heidolph, Schwabach, Alemania), un
agitador mecanico multivortex (Heidolph, Schwabach, Alemania), y un bafio de
ultrasonido de 50/60 Hz y 280 V (Elmasonic, Singen, Alemania). La separacion de
fases se llevd a cabo utilizando un iman de neodimio (Nd) con un campo de fuerza
de 1,32-1,37 T (Supermagnete, Gottmadingen, Alemania). Un espectrometro de
emisién optica con plasma de acoplamiento inductivo (ICP-OES) Agilent 5800
(Agilent Technologies, Melbourne, Australia) se empleé para llevar a cabo la
cuantificacion de los analitos Al, Ba, Ca, Cd, Cr, Cu, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Ti, V, y
Zn. Los pardmetros operacionales para el instrumento ICP-OES se detallan en la
Tabla 10. Para todas las medidas se emple6 gas argon con una pureza minima del

99,992% (Carburos Metalicos, Barcelona, Espafa).

El procesamiento de datos del disefio experimental se llevé a cabo usando

Statgraphics® Centurion (Statpoint Technologies, Warrenton, VA, Estados Unidos).

El solvente eutéctico profundo magnético se preparé usando una placa
calentadora con agitacion magnética (J.P. Selecta Agimatic ED, Barcelona,
Espafia), bajo una atmodsfera inerte de gas nitrégeno (Carburos Metalicos,

Barcelona, Espafia) a una presion de 1000 mbar controlada por un manémetro
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(Digitron 2026P, Torquay, Inglaterra).

Tabla 10.  Condiciones de trabajo y parametros instrumentales del ICP-OES.

Parametro instrumental Valor
Potencia de radiofrecuencia aplicado (kW) 1,2
Caudal de gas para plasma (L min't) 12
Caudal de gas auxiliar (L min-t) 1,0
Caudal de gas nebulizador (L min-t) 0,7
Velocidad de toma de muestra (L min™t) 100
Nebulizador MicroMist
Camara de spray Ciclénica de doble paso
Numero de réplicas 3
Modo de visualizacion Axial
Tiempo de lectura (s) 1
Elemento Linea de emision (nm)
Al 396,152
Ba 455,403
Ca 396,847
Cd 214,439
Cr 267,716
Cu 327,395
Fe 238,204
Mg 279,553
Mn 257,610
Mo 202,032
Ni 231,604
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P 213,618

Pb 220,353
Ti 336,122
\Y 292,401
Zn 213,857

5.2.3 Preparaciéon del MDES

El MDES hidrofilico se prepar6 utilizando el método de calentamiento y
agitacion [20]. Una vez alcanzada una temperatura de 60°C, se coloc6 sobre la
placa de calentamiento un balén de fondo redondo conteniendo una mezcla de
cloruro de colina, &cido lactico, y cloruro de hierro (lll) anhidro en una relaciébn molar
2:20:1, respectivamente. La mezcla se agit6 durante 15 min a 300 rpm bajo

atmosfera de nitrégeno hasta que se obtuvo un liquido traslicido amarillento.

5.2.4 Estudios preliminares

Para determinar la eficacia de diferentes métodos de extraccion se realizaron
ensayos preliminares en los que se compararon diferentes métodos. Para ello se
prepararon soluciones patréon en n-hexano con un volumen de 5,00 mL y una
concentracion de 27,5 ug L de los elementos estudiados. A continuacion, se
agregaron 100 pL de extractante y se realiz6 la microextraccion durante 5 min
asistida por 3 técnicas diferentes: vortex, multivortex y bafio de ultrasonido. Tanto el
vortex como el multivortex se emplearon a 2500 rpm mientras que el bafio de

ultrasonido se empleé a 25y 44 °C.
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5.2.5 Optimizacion del procedimiento de microextraccion

Por otro lado, el disefio experimental es una herramienta valiosa utilizada para
optimizar métodos analiticos. De esta manera se incrementa el rendimiento del
proceso de extraccion y se determinan las condiciones optimas para la aplicacion
del mismo [16]. Para lograr esto, diferentes variables fueron estudiadas y
optimizadas usando dos metodologias, un disefio factorial completo (FFD, del inglés
full factorial design) y un disefio central compuesto (CCD, del inglés central

composite design) [17].

Los procedimientos de preparacion de muestra generalmente utilizan
experimentos de un factor (método de optimizacion univariada) para optimizar
pardmetros que afectan la extraccién y preconcentracion de los analitos en estudio.
Sin embargo, este método tiene grandes limitaciones, ya que ignora las
interacciones entre las variables investigadas, dificultando la obtencién de
condiciones Optimas. Por el contrario, el enfoque del disefio de experimentos facilita
un numero minimo de experimentos y al mismo tiempo considera adecuadamente
las interacciones entre las variables. En consecuencia, se obtienen resultados mas

eficientes y apropiados [21].

Inicialmente, se seleccion6 un disefio factorial completo de dos niveles (FFD,
del inglés full factorial design) para cribar e identificar las variables que afectan
significativamente la intensidad de la sefial de cada analito analizado por ICP-OES.
Las variables estudiadas fueron: volumen de muestra diluida, volumen de MDES,
tiempo de extraccidon y temperatura, y se estudiaron cada una en dos niveles

elegidos considerando tanto la miniaturizacion del procedimiento de
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microextraccion, asi como las limitaciones experimentales e instrumentales (Tabla

11). Como puede verse en la Tabla 12, el disefio incluyé 16 experimentos.

Tabla 11.  Niveles de los factores correspondientes al FFD.

Factores experimentales

Volumen de Volumen de Tiempo de

muestra diluida MDES extraccion | Emperatura
) w  @n (O
Nivel bajo (-) 5 100 1 40
Nivel alto (+) 10 300 5 60
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Tabla 12.  Matriz experimental correspondiente al FFD.

Factores experimentales

Volumen de Volumen de Tiempo de

muestra diluida MDES extraccion Temperatura

(mL) (L) (min) C)
Experimento 1 10 100 5 60
Experimento 2 5 300 5 60
Experimento 3 10 300 1 40
Experimento 4 5 100 1 40
Experimento 5 10 100 1 40
Experimento 6 10 100 5 40
Experimento 7 5 300 1 40
Experimento 8 5 100 1 60
Experimento 9 5 300 5 40
Experimento 10 10 100 1 60
Experimento 11 10 300 5 60
Experimento 12 5 100 5 40
Experimento 13 10 300 1 60
Experimento 14 5 300 1 60
Experimento 15 5 100 5 60
Experimento 16 10 300 5 40

Luego de establecer las variables significativas se determinaron los valores
optimos de las mismas mediante un disefio central compuesto (CCD, del inglés
central composite disign), el cual incluy6 un total de 18 experimentos. Los niveles de

los factores y los experimentos realizados en el CCD se muestran en las Tablas 13
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y 14, respectivamente.

Tabla 13.  Niveles experimentales empleados en el CCD.

Nivel
Factores
-a (-1,68) -1 0 +1 +a (+1,68)
Volumen de muestra diluida

5,00 6,00 7,50 9,00 10,00

(mL)
Volumen de MDES

100 140 200 260 300

(KL)
Temperatura

] 40 44 50 56 60
(°C)
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Tabla 14.  Matriz experimental correspondiente al CCD.

) Volumen de muestra diluida  Volumen de MDES  Temperatura
Experimento

(mL) (WL) (°C)
1 9,00 140 56
2 7,50 100 50
3 7,50 200 50
4 6,00 140 44
5 9,00 260 44
6 6,00 140 56
7 6,00 260 44
8 10,00 200 50
9 6,00 260 56
10 9,00 260 56
11 7,50 200 50
12 7,50 200 40
13 9,00 140 44
14 5,00 200 50
15 7,50 300 50
16 7,50 200 60
17 7,50 200 50
18 7,50 200 50

Tanto en los experimentos del FFD como del CCD, se usé una solucién patron
con una concentracion de 50 pg L conteniendo los elementos evaluados con la
presente metodologia. Ademas, para garantizar la independencia de las respuestas

y disminuir la influencia de variables no controladas, los experimentos de ambos

118



disefios se ejecutaron en un orden aleatorio.

Debido a que cada variable significativa tiene un valor éptimo para cada analito
analizado, se us6 la funcion de deseabilidad para identificar un conjunto Unico y
eficiente de condiciones adecuadas para el analisis simultaneo de todos los

elementos.

5.2.6 Preparaciéon de la muestra

Las muestras de aceite comestible (girasol, soja, colza, sésamo) de distintas
marcas fueron adquiridas de locales comerciales de la ciudad de Alicante (Alicante,
Espafia) y almacenadas en la oscuridad antes del analisis. Con el objetivo de
disminuir la viscosidad de las muestras, estas se diluyeron 1:1 en n-hexano antes de

aplicar el procedimiento de microextraccion.

5.2.7 Procedimiento de microextraccion liquido-liquido dispersiva asistida
por ultrasonido (UA-DLLME)

Un volumen de 9,78 mL de la muestra diluida se colocé en un tubo de ensayo.
Las muestras se diluyeron 1:1 en n-hexano para reducir la alta viscosidad de las
mismas Y facilitar el paso de extraccion con dispersién en el bafio de ultrasonido. A
continuacién, se utilizd6 una micropipeta para afiadir 268 pL del disolvente
extractante MDES (cloruro de colina:acido lactico:cloruro de hierro (lllI) anhidro;
2:20:1). Tras la adicion del MDES, la mezcla se sonicé durante 1 min a 60 °C en un
bafio de ultrasonido. A continuacién, la solucién turbia obtenida se sometié a la

presencia de un iman de Nd para reunir el extractante en el fondo del tubo. A
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continuacion, se elimind el sobrenadante y el disolvente extractante que contenia los
analitos de interés permanecio en el fondo del tubo del cual se recogieron
aproximadamente 200 pL del extracto. Finalmente, el extracto se introdujo
directamente en el instrumento ICP-OES de acuerdo con la configuracion
experimental indicada en la Tabla 10. Un esquema del proceso general optimizado

se muestra en la Fig. 5.2.1.

'

! a
7
8- -
a ° o >
) .
= o
9,78 mL
muestra Sonicacién Separa}c.mn Extractante ICP-OES
diluida 1:1 o 1 min. 60 °C magnética con analitos
Adicion de para analizar

268 pL
extractante

Figura 5.2.1 Esquematizacion del procedimiento de extraccion de los analitos en
estudio.

5.3 Resultados y discusién
5.3.1 Optimizacion del procedimiento UA-DLLME
5.3.1.1 Estudio preliminar

En los ensayos preliminares se evaluaron cuatro técnicas diferentes para

facilitar la microextraccion de los metales usando el MDES. Estas técnicas
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incluyeron la microextraccién asistida por vortex, la microextraccién asistida por
multivortex, y la microextraccion asistida por bafio de ultrasonido a dos temperaturas
distintas, 25 y 44 °C. Los andlisis se llevaron a cabo por duplicado y consistieron en
microextracciones con una duracién de 5 min empleando una solucién conteniendo

27,5 ug L de todos los metales y 100 L de extractante.

Como se esperaba, la cavitacion resultante del colapso implosivo de las
burbujas, inducida por la aplicacion de la energia de ultrasonido durante el proceso
de microextraccién produjo gotas finas de liquidos inmiscibles. Este fendémeno
incremento el area de contacto interfacial entre los dos medios, aumentando de esta
manera la transferencia de masa entre las fases y, en consecuencia, mejorando la
eficiencia del proceso de microextraccion. Como se muestra en la Fig. 5.3.1, la
microextraccion asistida por ultrasonido a ambas temperaturas demuestra la mayor
eficiencia de extraccion de metales. Contrariamente, la microextraccion asistida por

vortex tuvo la menor eficiencia de extraccidon de metales.
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Figura 5.3.1 Variacion de la intensidad de sefial en ICP-OES para cada metal (n =
2) de acuerdo con la técnica de extraccion empleada. US: ultrasonido.

La eficiencia de extraccion de metales, por cantidad, fue la siguiente: Ca, Mn,

Ba, Al, Cu, Zn, Ti, Ni, Cr, Cd, V, Mo, Pb, y P. Cabe destacar que la cuantificacion de
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Fe no se realiz6 ya que este elemento es componente del extractante empleado y
por lo tanto satura las sefiales de emision obtenidas. De acuerdo con lo expuesto
anteriormente, la técnica de asistencia mediante energia de ultrasonido fue

seleccionada para las siguientes optimizaciones del método propuesto.

5.3.1.2 Disefio factorial completo (FFD)

Para llevar a cabo el estudio de cribado se seleccionaron cuatro factores que
potencialmente pueden influir en el método UA-DLLME. Dentro de los factores
continuos evaluados en el FFD se incluyeron el volumen de muestra diluido, el

volumen de MDES, el tiempo de extraccion y la temperatura.

Las sefiales obtenidas para cada uno de los experimentos fueron incorporadas
en el FFD facilitando la obtencién de las gréficas de Pareto estandarizadas. En
estas gréficas, la longitud de cada barra representa la significancia relativa de cada
factor en el analisis, mientras que el color de la barra denota si el factor tiene un
efecto positivo (barra gris) o negativo (barra azul) sobre la respuesta. Ademas, el
factor es considerado significativo con un 95% de nivel de confianza si la barra

correspondiente sobrepasa el limite de referencia indicado por la linea vertical azul.

De acuerdo con los resultados presentados en la Fig. 5.3.2, el volumen de
muestra diluida afecta significativamente a la microextraccion de todos los metales.
Ademas, el volumen de MDES también afecta la microextraccion de la mayoria de
los metales a excepcion de Al y Mn. Ambos factores junto con su interaccion
exhiben un gran impacto en el procedimiento. Por otro lado, el factor temperatura

afecta significativamente sdlo la microextraccion de cinco analitos: Ca, Cd, Mg, Mo y
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Ni. Cabe destacar que los efectos de los tres factores presentados hasta el
momento tienen un efecto positivo en la respuesta indicando que un aumento en
sus valores se corresponde con un aumento en la sefial de los analitos
determinados. Esta idea se basa en que un aumento en el volumen de muestra
diluida eleva la cantidad de analitos presentes durante la microextraccion
incrementando la respuesta. Similarmente, una mayor cantidad de extractante se
dispersa de mejor manera a través de la muestra aumentando la eficiencia de la
microextraccion. Ademas, un incremento en la temperatura aumenta la energia
cinética del sistema facilitando la transferencia de los analitos desde la fase
organica a la fase del extractante hidrofilico. Por dltimo, el tiempo de extraccién no
fue un factor significativo para la microextracciéon de ningin metal por lo que se
decidi6 emplear el menor tiempo de extraccion (1 min) en los siguientes

experimentos con el objetivo de maximizar el andlisis de muestras por tiempo.
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Figura 5.3.2 Graficas de Pareto estandarizadas generadas en el estudio de cribado
sobre los factores que influencian el método UA-DLLME.

5.3.1.3 Disefio central compuesto (CCD)

Luego de determinar los parametros que afectan significativamente el proceso
de UA-DLLME, se llevé a cabo un CCD para determinar el valor éptimo de volumen
de muestra diluido, volumen de MDES, y temperaturas correspondientes al proceso
de extraccion. Las superficies de respuesta obtenidas se pueden ver en la Fig. 5.3.3

y las condiciones 6ptimas para cada elemento se encuentran en la Tabla 15.
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Figura 5.3.3 Superficies de respuesta correspondientes al andlisis CCD,
demostrando la relacion entre el volumen de muestra diluida y el volumen de MDES
a una temperatura de 50 °C para cada analito evaluado. Las condiciones
experimentales fueron: 1 min de tiempo de microextraccion y una concentracion de
analitos de 50 pg L.
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Tabla 15.  Valores optimos de los factores volumen de muestra diluida, volumen

de MDES y temperatura, para cada elemento analizado.

Volumen de muestra diluida  Volumen de MDES  Temperatura

Elemento

(mL) (ML) °C)

Al 10,00 238 58,2
Ba 10,00 265 59,9
Ca 10,00 255 60,0
Cd 10,00 281 59,2
Cr 10,00 244 58,9
Cu 10,00 252 58,1
Mg 10,00 271 60,0
Mn 10,00 271 57,7
Mo 10,00 258 60,0
Ni 10,00 265 58,4
P 10,00 244 60,0
Pb 10,00 275 59,9
Ti 10,00 261 60,0
\% 10,00 243 58,5
Zn 10,00 254 58,5

5.3.1.4 Funcién de deseabilidad

Con el objetivo de facilitar el procedimiento experimental del método
propuesto, las condiciones Optimas para todos los analitos analizados fueron
identificadas empleando la funciébn de deseabilidad. En los gréaficos generados

utilizando esta funcion, aquellos resultados que se aproximen a la unidad indican el
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mejor ajuste para todos los elementos [22]. Luego de aplicar esta funcién, los

resultados para las 3 variables analizadas se presentan en la Fig. 5.3.4, y en la

Tabla 16 se resumen las condiciones optimizadas para la microextraccion

simultanea de todos los elementos evaluados.
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Figura 5.3.4 Graficos adquiridos al aplicar la funcién de deseabilidad.

Tabla 16.

Condiciones experimentales 6ptimas para el método UA-DLLME.

Factor Valor

Volumen de muestra diluida (mL) 9,78

Volumen de MDES (uL) 268
Temperatura (°C) 60
Tiempo de extraccion (min) 1

5.3.2 Performance analitica

b N

Deseabilidad

09 oo

— 0.1
0.2
— 03
0.4
0.5
— 0.6
0.7
0.8

g— 0.9

— 1.0

Todas las cifras de mérito analiticas que se muestran en la Tabla 17 se

obtuvieron utilizando las condiciones de extraccion optimizadas.



Tabla 17.  Figuras de mérito del método propuesto.

Repetibilidad  Repetibilidad

Elemento Rango Iir11eal R? LODl LOQl 25 ug L1 250 pg Lt
(Mg L) (Mg L) (Mg L) (RSD%) (RSD%)
Al 5-500 0,9982 1,48 4,93 4.8 5,7
Ba 5-500 0,9989 1,06 3,54 5,9 5,8
Ca 5-500 0,9989 1,33 4,43 6,4 5,5
Cd 5-500 0,9961 0,19 0,62 7,0 4,2
Cr 5-500 0,9986 0,51 1,69 6,8 3,8
Cu 5-500 0,9996 0,80 2,67 6,9 4,3
Mg 25-500 0,9952 2,88 9,59 5,8 3,5
Mn 5-500 0,9984 0,09 0,31 6,0 7,7
Mo 5-500 0,9991 0,37 1,22 8,2 5,8
Ni 5-500 0,9958 0,49 1,63 3,9 4.9
P 5-500 0,9984 1,28 4,27 5,9 6,6
Pb 5-500 0,9991 1,05 3,50 4,0 1,4
Ti 5-500 0,9988 0,54 1,80 5,8 7,2
\% 5-500 0,9965 0,37 1,23 5,0 4.4
Zn 5-500 0,9986 0,75 2,49 4.4 8.8

Para calcular el limite de deteccion (LOD, del inglés limit of detection) y de
cuantificacion (LOQ, del inglés Ilimit of quantification), se siguieron las
recomendaciones de la Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC, del
inglés International Union of Pure and Applied Chemistry) [23]. EI LOD se calcul6
como 3 veces la desviacion estandar de la sefial del blanco dividida por la pendiente

de la curva de calibrado, y el LOQ se calculd6 como 10/3 el LOD. En ambas
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situaciones, la desviacion estandar de la sefial del blanco se calcul6 a partir de un
total de 10 mediciones. Se evalud la linealidad para todos los analitos investigados
utilizando soluciones estandar de 5, 25, 50, 100, 250, y 500 ug L. Se alcanzé un
intervalo lineal con un coeficiente de determinacion (R?) entre 0,9952 y 0,9996 para

todos los elementos analizados.

Por otro lado, se investigd la repetibilidad del método analitico propuesto
mediante la realizacién de cinco extracciones de cada analito a 25 pg L* y a 250 ug
L. Se calcul6 la desviacién estandar relativa porcentual (RSD%, del inglés
percentage relative standard deviation) para ambas concentraciones y se obtuvieron

valores de RSD% inferiores al 8,8% para todos los elementos evaluados.

5.3.3 Anadlisis de muestras reales

Se analizaron muestras reales de aceite comestible y se realizaron estudios de
recuperacion para evaluar la aplicabilidad del método propuesto. A las muestras
reales se les adicion6 dos niveles de concentracion de analitos diferentes (25 y 100
ug L) y se las analizé por triplicado. Todas las mediciones de la muestra real se
realizaron en las condiciones 6ptimas. Como puede observarse en la Tabla 18, los
resultados muestran valores de recuperacién que oscilan entre 75,7 y 107,4%, con
RSD% del 0,3 al 9,3%, lo que demuestra que el método desarrollado es valido para

aplicaciones en la realizacion de analisis de muestras reales de aceites comestibles.
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Tabla 18. Valores de recuperacion relativa obtenidos para las muestras
adicionadas (25 y 100 ug L1) y valores de las concentraciones encontradas (ug L1 +
s?) en muestras diluidas de aceite comestible analizadas para la determinacion de

metales traza. 2 desviacion estandar (n = 3).

Aceite Girasol

Concentracion

% Recuperacién % Recuperacion
Elemento €ncontrada

(g L) 25 ug L1 100 pg L?
Al 1248 + 11,7 80,3 78,8
Ba <LOD 87,7 84,7
Ca 82,5+3,6 76,3 83,5
Cd <LOD 105,1 82,8
Cr 51+0,2 80,9 84,0
Cu 22,3+0,2 84,3 84,4
Mg < LOD 96,4 86,7
Mn 1879+ 7,7 81,4 78,4
Mo <LOD 81,0 77,9
Ni <LOD 80,6 75,7
P 1115+6 77,4 84,1
Pb <LOD 82,9 79,7
Ti <LOD 77,8 76,1
\% <LOD 80,7 72,0
Zn 212,0+ 14,6 72,0 82,0
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Aceite Soja

Concentracion

% Recuperacién % Recuperacion
Elemento €ncontrada

(g L) 25 ug L1 100 pg L?
Al 48,4 + 3,8 79,9 77,5
Ba <LOD 82,5 82,4
Ca 474,3 £10,7 85,9 79,8
Cd <LOD 99,4 83,2
Cr <LOD 99,7 80,6
Cu <LOD 86,8 89,1
Mg 588,6 £ 5,9 86,6 86,1
Mn 17,5+0,3 77,0 78,3
Mo <LOD 103,3 98,3
Ni <LOD 83,9 96,2
P 1332+ 4 87,6 78,5
Pb <LOD 107,4 103,5
Ti <LOD 100,3 81,3
\% <LOD 88,1 81,9

Zn 13,6 +0,8 77,9 83,4
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Aceite Colza

Concentracion

% Recuperacién % Recuperacion
Elemento €ncontrada

(g L) 25 ug L1 100 pg L?
Al 14,3+ 0,6 79,5 79,8
Ba <LOD 88,3 88,7
Ca 310,7 £ 11,6 84,6 84,0
Cd <LOD 101,0 87,7
Cr 59+04 85,7 77,4
Cu <LOD 85,1 78,3
Mg 76+0,5 85,1 83,9
Mn 37,7+ 3,2 86,4 79,3
Mo <LOD 105,5 96,8
Ni <LOD 81,8 97,9
P 842,8 +£5,5 81,4 96,8
Pb <LOD 106,0 99,1
Ti <LOD 97,7 90,2
\% <LOD 88,1 84,7

Zn 23,0+0,5 85,2 86,5
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Aceite Sésamo

Concentracion

% Recuperacién % Recuperacion
Elemento €ncontrada

(g L) 25 ug L1 100 pg L?
Al 92,6 +6,3 77,1 77,8
Ba <LOD 87,9 87,3
Ca 834,6 £6,3 86,0 81,9
Cd <LOD 101,0 88,3
Cr 57+0,3 78,0 94,1
Cu 26,5+1,9 83,2 84,6
Mg 847,1+6,1 78,0 74,6
Mn 86,6 + 6,2 75,2 78,8
Mo <LOD 108,7 101,1
Ni <LOD 81,2 93,5
P 1280 + 8 83,8 82,7
Pb <LOD 103,0 100,5
Ti <LOD 105,7 80,1
\% <LOD 87,8 74,8
Zn 106,6 +7,2 86,2 85,4

5.3.4 Evaluacion de la sostenibilidad del método propuesto

La métrica AGREE se aplico al método propuesto para evaluar la

sostenibilidad y la descripcion de cada criterio se puede encontrar en la Tabla 19.
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Tabla 19. Criterios de evaluacion de la métrica AGREE.

Criterio Descripcién del criterio
1 Tratamiento de la muestra.
2 Cantidad de muestra.
3 Posicionamiento del dispositivo.
4 Preparacion de la muestra. Etapas.
5 Automatizacion, miniaturizacion.
6 Derivatizacion.
7 Residuos.
8 Rendimiento del analisis.
9 Ahorro de energia.
10 Fuente de reactivos.

11 Toxicidad.

12 Seguridad del operador.

El pictograma resultante utilizando el software AGREE se representa en la Fig.

5.3.5, mientras que un informe detallado del trabajo se puede ver en la Tabla 20.

% Wy
f g

e

Figura 5.3.5 Evaluacion de la sostenibilidad del método propuesto por el método
AGREE.
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Tabla 20. Informe sobre la sostenibilidad del método propuesto aplicando el
método AGREE.

Criterio | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Puntaje| 0,3 042 00 10 05 10 039 10 10 05 03 0,6

Peso 2 2 2 3 2 2 2 3 3 2 2 2

La metodologia propuesta tiene una puntuacién alta en al menos 7 de los 12
principios, como se refleja en el limite de color del pictograma. Como puede
observarse en la Fig. 5.3.5, el criterio que ha resultado favorecido en el método
propuesto ha sido el criterio 8 correspondiente a la maximizacién del rendimiento de
la muestra teniendo en cuenta el nimero de muestras analizadas por hora (60
muestras). El criterio fue favorecido porque el método de extraccion propuesto utiliza
tiempos de extraccion cortos (1 min) y el uso del bafio de ultrasonido con capacidad
de hasta 10 muestras simultdneas favorece el analisis de un gran nuimero de
muestras en poco tiempo. El criterio 9, que se refiere a minimizar el consumo
energético del proceso, también se vio favorecido en la métrica porque el equipo
utilizado en el proceso de extraccion (bafio de US) junto al instrumento empleado en
la deteccion (ICP-OES) requiere poca cantidad de energia por muestra (6,3 x 103
kWh muestra). Por Gltimo, los criterios 4 y 6, referidos a la integraciéon de procesos
y operaciones analiticas y a la derivatizacion del analito de interés, también se
vieron favorecidos ya que el procedimiento de preparacion de muestras posee 3
pasos diferenciados (dilucion de la muestra, extraccidon/sonicacion y separacion

magnética) y en este método no de derivatizan los analitos de interés.

Por otro lado, los puntos intermedios de la evaluacion corresponden a los
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criterios 5 y 10, que se refieren a la automatizacion/miniaturizacion y a la preferencia
de reactivos obtenidos de fuentes renovables, respectivamente. Si bien el método
propuesto no se encuentra automatizado el tratamiento de la muestra so6lo consiste
en diluir la misma. Por otro lado, a pesar de utilizar n-hexano como diluyente, el
extractante empleado posee dos componentes (cloruro de colina y acido lactico) que

provienen de fuentes renovables.

Por ultimo, el criterio méas penalizado en la evaluacién del método fue el criterio
3 relativo a la preparacion in situ de las muestras porque se realizd ex situ en el
laboratorio; y, el criterio 11 correspondiente a la utilizacién de reactivos seguros por
la cantidad de n-hexano utilizada (4,89 g). Considerando el valor obtenido en cada
uno de los criterios comentados, la puntuacion final de la evaluacion fue de 0,63 en
una escala de 0 a 1, considerando método sostenible valores superiores a 0,5. Por
lo tanto, a partir de los resultados mencionados, se puede concluir que el método
propuesto es una excelente opcidn ecoldgica para la determinacién de metales traza
en muestras de aceite comestible. Sin embargo, es necesario tener en cuenta
algunos aspectos para mejorar la puntuacion final. Por ejemplo, mejorar la
automatizacion del procedimiento, reducir la cantidad de residuos generados o
sustituir el n-hexano por otros disolventes menos nocivos para conseguir un método

aun mas respetuoso con el ambiente.

5.4 Conclusiones parciales

Se presenta una nueva metodologia DLLME basada en MDES asistida por
ultrasonido para la separacién y preconcentracién de 15 elementos (Al, Ba, Ca, Cd,

Cr, Cu, Mg, Mn, Mo, Ni, P, Pb, Ti, V, y Zn) a partir de muestras de aceite comestible
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[1]

previo a su determinacion por ICP-OES. La sostenibilidad del método propuesto se

ha evaluado objetivamente utilizando la métrica AGREE.

El empleo de pequefios volumenes del extractante MDES permite la reduccion
de reactivos y residuos, y aumenta el caracter ecoldgico del método. Ademas, el uso
del bafio de ultrasonido como sistema de dispersion supone una reduccion de
reactivos al sustituir los disolventes dispersantes y mejora el rendimiento de las
muestras al tiempo que reduce el tiempo de andlisis. En cuanto a la técnica ICP-
OES, las cifras de mérito fueron adecuadas para la determinacion elemental en
muestras de aceite comestible. Cabe sefialar que esta técnica es valiosa ya que se
pueden analizar una gran cantidad de elementos simultaneamente a diferencia de

instrumentos que emplean espectroscopia de absorcion atémica.

Por lo tanto, el método analitico propuesto es rapido, sencillo, econémico y
presenta una métrica cuantitativa ecoldégica aceptable. Sin embargo, aun existen
algunas limitaciones y aspectos que deberian considerarse para mejorar el método

propuesto, como la sustitucién del n-hexano por un disolvente de menor toxicidad.

Finalmente, las cifras de mérito justificaron la adecuacion de la nueva
metodologia propuesta para el tipo de matriz y analitos evaluados, mostrando
buenos limites de deteccidn y cuantificacion para permitir la determinacion de estos

analitos.
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Esta tesis doctoral presenta un avance significativo en el campo de la Quimica
Analitica Sostenible a través del desarrollo y optimizacion de métodos innovadores
para la determinacion de contaminantes en diversas matrices, destacando la
sostenibilidad y eficiencia del método. A lo largo de la tesis, se han desarrollado tres
métodos analiticos, en cada uno se demostré la viabilidad y los beneficios de

enfoques analiticos respetuosos con el ambiente.

En primera instancia, se disefi6é un sistema para la determinacion de arsénico
(1M en muestras de agua ambiental utilizando el andlisis de imagenes digitales. Este
método no so6lo cumple con los limites de deteccidn y cuantificacion establecidos por
la Organizacion Mundial de la Salud, sino que también es rapido, miniaturizado y
genera minimos residuos. La combinacién de impresion 3D y analisis digital de
imagenes, utilizando un smartphone acoplado a un dispositivo impreso en 3D,
permitié desarrollar un método sencillo, portéatil y econémico. La alta selectividad y el
enfoque en la quimica analitica sostenible se evidenciaron a través de la métrica
AGREE, destacando la reduccién de residuos téxicos en comparacion con métodos

tradicionales.

En segundo lugar, se desarroll6 un método innovador de extraccion utilizando
disolventes eutécticos naturales profundos (NADES), especificamente LGH, para la
extraccion de metales en material de referencia certificado. Este enfoque,
optimizado mediante un analisis univariado, demostré ser mas sostenible y rapido
gue los métodos tradicionales, segun la métrica AGREE. El uso de NADES como
disolvente extractante destaca como una alternativa ecologica, subrayando el

potencial de estos disolventes en la preparacion de muestras.

Finalmente, se introdujo una nueva metodologia de extraccion en fase liquida
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dispersiva asistida por ultrasonido (UA-DLLME) para la separacion vy
preconcentracion de 15 elementos en muestras de aceite comestible, seguida de su
determinacién por ICP-OES. Esta metodologia, evaluada mediante la métrica
AGREE, utiliza pequefios volumenes de extractante y reduce significativamente el
uso de reactivos y residuos. El método es réapido, sencillo y econémico, aunque se
identificaron areas de mejora, como la sustitucion del n-hexano por un disolvente

menos toxico.

En conjunto, los métodos desarrollados en esta tesis representan un avance
hacia practicas analiticas mas ecoldgicas y sostenibles, proporcionando soluciones
eficaces y respetuosas con el ambiente para la determinacion de contaminantes.
Estos enfoques no soélo ofrecen beneficios ambientales, sino que también son
accesibles y aplicables en contextos con recursos limitados, contribuyendo

significativamente al campo de la Quimica Analitica Sostenible.
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