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Objetivos

El objetivo principal del presente trabajo es desarrollar nuevos sistemas
quimicos de separacion y preconcentracion para la cuantificacion de los contenidos
totales y realizar la especiacion de metales pesados en aguas naturales.

Para ello se han planteado varios objetivos parciales, todos ellos encaminados
a la consecucion del objetivo principal:

1. Estudio de los diferentes sistemas quimicos (agentes extractantes,
disolventes y agentes reextractantes) a través de sistemas de extraccion liquido-liquido
gue posteriormente permitan realizar el transporte de metales pesados en agua de mar
a través de membranas liquidas. Este objetivo se plantea bajo dos enfoques diferentes:

- Blsqueda y caracterizacion de sistemas de transporte que aporten
informacion sobre el contenido total del metal.

- Blsqueda y caracterizacion de sistemas de transporte que aporten
informacion sobre la fraccion labil del metal.

2. Optimizacion de las condiciones, tanto quimicas como hidrodinamicas, de

los sistemas de transporte para realizar la diferenciacion entre las distintas fracciones



Objetivos

del metal en muestras sintéticas, utilizando para ello sistemas de membrana liquida de
volumen.

3. Maximizacion de los factores de preconcentracion para la aplicacion de los
nuevos sistemas a niveles de ultratrazas de metales pesados en muestras reales,
utilizando para ello distintos sistemas de membranas liquidas.

4. Verificacion de los nuevos sistemas desarrollados mediante el andlisis y
especiacion de metales pesados en muestras de agua de mar reales con los sistemas
desarrollados y la comparacién de los resultados obtenidos con aquellos que se
obtengan del anélisis de las mismas muestras mediante técnicas de referencia.

5. Comparacién de los resultados obtenidos con la metodologia desarrollada
con los datos tedricos de especiacion a partir de modelos matematicos que tienen en

cuenta las constantes de formacién de complejos usando software especifico.



CAPITULO1

INTRODUCCION







Capitulo I. Introduccion

La gran importancia de los océanos en el mantenimiento de la vida en nuestro
planeta se debe a que cubren el 71% de la superficie de la Tierra, siendo el
compartimento ambiental que mas vida sostiene y suponiendo el 97% de las aguas
superficiales en el ciclo global hidrogeoldgico. Ya desde antiguo los humanos han
utilizado los océanos como una de las fuentes mas importantes para conseguir alimento
y otros recursos. Sin embargo actualmente el aumento de la poblacion mundial y el
incremento de la necesidad de alimentos y materias primas estan haciendo que los
océanos sean explotados y utilizados como un enorme vertedero debido a la idea
erronea de su inagotable autorregeneracion. Estos vertidos procedentes de la mano del
hombre han contribuido a aumentar las concentraciones naturales de ciertos
contaminantes como hidrocarburos, compuestos organohalogenados o metales pesados,
provocando su acumulacion en los organismos acuaticos, y por tanto su introduccion
en la cadena trofica, asi como su dispersion a través de los movimientos de masas de
agua. En este sentido son numerosos los estudios existentes sobre los efectos causados
por los metales pesados en diversos organismos marinos, los cuales pueden alterar

diversos procesos fisioldgicos y bioquimicos [1-4].
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Para comprender adecuadamente el comportamiento de los metales en el medio
marino, asi como sus posibles efectos, es importante determinar las posibles fuentes de
dichos elementos y las formas quimicas en las que se encuentran. Es por ello, que estan
incrementando el numero de estudios cientificos, tanto basicos como aplicados, que se
centran en el estudio de metales pesados en aguas, siendo de interés no solo la
cuantificacion de contenidos totales sino muy especialmente de la fraccién mas 1abil,
debido a su mayor biodisponibilidad, y con ello a los posibles efectos que pudiera
ocasionar. Aunque hoy en dia existen diversas alternativas para abordar dichos
estudios, aun restan algunos tipos de muestras que siguen presentando notable
dificultad para su analisis, siendo una de ellas sin duda las muestras de aguas naturales.

En la actualidad, las posibilidades que proporcionan una mayor garantia en los
resultados se dirigen hacia la utilizacion de técnicas analiticas de altas prestaciones,
tales como la voltamperometria o la espectrometria de masas con plasma acoplado
inductivamente (ICP-MS) precedida de la aplicacion de una etapa de separacion
(fundamentalmente extraccion-reextraccion con disolvente o cambio i6nico) que
requiere en muchas ocasiones de la utilizacion de metodologias de ultralimpieza y de
Salas Blancas para evitar la contaminacion de la muestra durante su manipulacion.
Estas alternativas resultan en general complejas y costosas, por lo que el objetivo
principal de esta tesis consiste en el desarrollo de nuevos métodos analiticos para por
un lado la cuantificacion de la fraccion biodisponible de metales pesados en agua de
mar a niveles subtrazas y ultratrazas, utilizando metodologias asequibles, y por otro, la
aplicacion a niveles de concentracion mas elevados cuando pudieran producirse aportes
antropogénicos en las aguas. Para ello, utilizando el niquel como ejemplo de elemento
metalico que aparece en el medio acuatico en bajas concentraciones, se han realizado
una serie de estudios recogidos en el capitulo II para evaluar la viabilidad de varios
sistemas quimicos para determinar, por un lado la concentracion total de niquel, y por
otro diferenciar las distintas fracciones de niquel en aguas naturales, principalmente en

aguas marinas donde las dificultades de analisis se acentuan. Una vez demostrada la
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viabilidad de estos sistemas, en el capitulo 11l se expone como se traslada el sistema
quimico elegido para la especiacion a uno basado en el uso de una membrana liquida
de volumen, que por su propia configuracion, con facil acceso a las disoluciones
acuosas, muestra mayor facilidad para optimizar las variables fisico-quimicas que
influyen en el sistema asi como para ver el efecto de diferentes agentes complejantes
en la extraccion. Ademas, en el capitulo IV se presenta el estudio de separacidn de las
distintas fracciones de niquel presentes en muestras reales con el sistema de
membranas liquidas de volumen optimizado. Por tltimo en los capitulos V y VI, con el
objetivo de mejorar los factores de preconcentracion obtenidos con la membrana
liquida de volumen y reducir el impacto en el medio ambiente debido a los altos
volumenes de disolventes usados en este tipo de membranas, se presentan dos sistemas
de microextraccion en fase liquida (LPME, Liquid Phase Microextraction), uno para
contenidos totales de niquel y otro para su especiacion. De este modo conseguimos
desarrollar un método englobado dentro de la llamada “Quimica Analitica Verde”
(GAC, Green Analytical Chemistry), siendo una alternativa para reemplazar las
metodologias contaminantes por otras denominadas “limpias”, con menores efectos

negativos sobre el medio.

LI. CONTAMINACION METALICA EN EL MEDIO AMBIENTE

Hace algunos afios, Nriagu y Pacyna, en uno de sus trabajos publicados en
Nature indicaban que “el considerable aumento en la circulacion de metales toxicos a
través del suelo, agua y aire, se ha convertido en un asunto medioambiental que entrafia
riesgos desconocidos para las generaciones venideras” [5]. Posiblemente ésta sea una
de las causas principales por la que hoy en dia son muchos los trabajos desarrollados
en muy diversas areas (quimica, geologia, biologia, ecologia, fisica, medio ambiente,

regulacion, sectores productivos, etc.) que se basan en el estudio de los contenidos de
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metales pesados en los distintos compartimentos ambientales en general, y en el medio
acuatico en particular.

Actualmente como consecuencia de la actividad humana y el cambio climatico
los ciclos biogeoquimicos mas importantes de la Tierra, como el del agua, carbono,
nitrégeno, azufre, etc estan siendo modificados, lo que va a producir cambios en los
ciclos globales de los contaminantes metalicos ya que se encuentran interrelacionados
entre si [6]. De hecho, el trabajo de Rauch y Pacyna muestra la gran influencia que
tiene el ser humano en la contaminacioén por metales pesados, siendo el responsable de
la movilizacién de practicamente la mitad de la masa en los ciclos globales de estos
elementos en la tierra [7]. No obstante, los metales pesados en las aguas naturales
pueden tener dos origenes diferenciados, uno natural y otro antrépico.

Entre los aportes naturales de estos elementos, podemos nombrar los
procedentes de los fondos a través de procesos de lixiviacion por las corrientes marinas
o por los rios durante su camino hacia su desembocadura en los océanos. Por otro lado,
pueden tener una procedencia atmosférica a través de deposicion de polvos terrestres.
Incluso, en ciertos casos, estos elementos pueden aparecer en los distintos
compartimentos ambientales a través de la biota.

El origen antrdpico de los metales pesados en los ecosistemas acuaticos puede
producirse a través de varias fuentes. Estos elementos pueden llegar a la atmosfera
como particulas 0 como vapores, por combustion de combustibles fosiles, produccion
de cemento y la industria metalargica extractiva [8]. Por ejemplo, es conocido que
ciertos metales, como Hg, As, Se, Sn y Pb pueden ser metilados y/o llegar a la
atmoésfera en estado vapor, alcanzando los océanos como vapores inorganicos
procedentes de la quema de carbon. Desde un punto de vista global, esta fuente de
contaminacion antropogénica por via atmosférica supone un flujo anual a los
ecosistemas marinos por deposicién seca o humeda de mas del 70% de plomo y

vanadio, sobre el 30% de mercurio y el 20% de cadmio. A modo de ejemplo, Nriagu
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sefala que mas del 50% de los flujos de los metales traza en los Grandes Lagos se
producen a través de la atmoésfera [9].

Por otro lado, las descargas humanas procedentes de aguas tratadas en
depuradoras, procedentes de la industria y de la agricultura, contienen cantidades
relativamente grandes de metales pesados en comparacion con sus valores naturales en
los ecosistemas acuaticos. Es por ello, que existen varios trabajos enfocados a la
evaluacion de las distintas aportaciones antropogénicas de metales a las aguas naturales

[10-13].

Niquel en el medio ambiente

Entre los distintos metales traza usados por el hombre el niquel es un elemento
de notable importancia para la industria moderna, como actividades mineras o
industriales en la metalurgia, electronica y construccion, siendo su uso mas importante
el proceso de fabricacion de aceros y otras aleaciones. Este metal tiene un papel
importante en el medio ambiente, ya que a pesar de ser un elemento esencial para
diversos organismos, puede actuar como toxico cuando se encuentra en
concentraciones superiores a las naturales [14-15]. Las concentraciones normales a las
que se encuentra este metal en los medios acuaticos suelen ser relativamente bajas, en
torno a 0,2-0,7 pg-l" en océanos y menor a 2 pgl” en rios [16]. Sin embargo, en la
ultima década, wvarios investigadores han detectado un incremento bastante
significativo en la concentracion de niquel en las aguas naturales [17-19]. Estas altas
concentraciones de niquel encontradas en los diversos compartimentos acuaticos son
de origen principalmente antropogénico, siendo alguna de las fuentes mas
contaminantes de niquel el proceso de combustion de aceites y combustibles
residuales, la extraccion de niquel y la refineria, y la incineracion de residuos
municipales, la cual representa el 90% del total de las emisiones de niquel globales al

medio ambiente [16].
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Debido al gran impacto ambiental producido por el aumento en la
concentracion natural de niquel y otros metales en los ecosistemas acuaticos, ha
surgido el interés de desarrollar nuevos métodos para su deteccion y remediacion. Por
ello, con el objeto de reducir costes y evitar la contaminaciéon de los ecosistemas
acuaticos se han desarrollado varios sistemas de extraccion y/o preconcentracion para
la recuperacion de niquel total en diversos tipos de muestras como bafios procedentes
de los tratamientos superficiales de piezas metalicas, asi como en muestras de aguas
naturales que pueden proceder de vertidos [20-23]. Sin embargo, una vez que el metal
ha llegado al medio, es importante establecer los niveles del mismo para valorar su
toxicidad para los organismos acuaticos. En este sentido, mucho mas importante que
conocer el contenido total de metales es diferenciar las distintas especies quimicas que
se forman, pues tan soOlo aquellas que sean asimilables por los organismos vivos
causaran efectos nocivos en los mismos, mientras que aquellas que no se asimilen
presentaran evidentemente un menor interés. En este sentido, la geoquimica,
biodisponibilidad y toxicidad de los metales en el medio acuatico dependen
fuertemente de las caracteristicas fisicoquimicas de las diferentes formas en las que
¢éstos se encuentran presentes, es decir, de su especiacion. A su vez dicha especiacion
depende no s6lo de la concentracion total del metal sino de las caracteristicas fisico-
quimicas del medio y de la interaccion entre los distintos compartimentos ambientales
(agua, sedimento, biota), por lo que el conocimiento de los ciclos biogeoquimicos en

los que pueden participar los metales es de especial interés.

Ciclos biogeoguimicos de los metales en el medio acuatico

Los metales son contaminantes de tipo persistente, por lo que una vez que se
encuentran en el medio acuatico se van a distribuir entre los distintos compartimentos
naturales aire-agua-sedimento-biota, que a su vez se encuentran interrelacionados entre

si. Esta distribucion va a depender de su reactividad y de las condiciones
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fisicoquimicas del medio acuatico en el que se encuentren. Es por ello que el impacto
ambiental producido va a estar relacionado con su especiacion y distribucion entre los
compartimentos que constituyen el ecosistema en el que se encuentren, por ejemplo
por cambios en su estado de oxidacion o por su incorporacion a los seres vivos [24].

Un aspecto importante de los ecosistemas acudticos es que son sistemas
dinamicos, existiendo un equilibrio quimico entre las diferentes especies formadas, que
ademas incluye la interconversion entre especies debido a cambios por procesos de
transporte o consumo de las mismas por reacciones quimicas o asimilacion por los
organismos [25]. Es por ello, que para determinar el destino de los metales en estos
ecosistemas se deben definir los procesos biogeoquimicos que gobiernan su
distribucion, como son los de adsorcion, reacciones redox, volatilizacion y los procesos
de meteorizacion. A su vez estos procesos se van a encontrar afectados por muchos
factores propios del medio en el que se encuentren, como el pH, la fuerza iénica, las
condiciones redox y la concentracion de ligandos organicos e inorganicos del medio,
junto con la salinidad que es un factor destacado a tener en cuenta en los sistemas
estuaricos [26-28].

El proceso de meteorizacion de los suelos y rocas proporciona una de las
principales fuentes naturales de metales al medio acuatico. Este proceso consiste en el
desgaste fisico, quimico o bioldgico que sufren las rocas bajo la accion de diferentes
agentes naturales, como el agua o el viento. Durante este proceso de fragmentacion de
las rocas y suelos se pueden obtener desde los metales en disolucion, a la lixiviacion o
lavado de determinados componentes, que deja un residuo insoluble enriquecido en
determinados elementos o compuestos metalicos, los cuales van a ser transportados por
el agua o el viento siendo distribuidos entre los compartimentos de los ecosistemas
acuaticos [29].

Otro proceso importante en la distribucion de los metales entre los
compartimentos del medio acuatico es la volatilizacion de los metales traza,

determinando si se van a encontrar en el agua o en el aire. A pesar de que la mayoria de
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los metales poseen valores de presion de vapor y fugacidad bajos, el mercurio y los
compuestos organometilicos como el metilmercurio (CH;Hg") tienen tendencia a ser
transportados desde al agua al aire por su baja presion parcial [30].

En la figura 1.1 se puede apreciar de forma esquematica los principales
procesos que van a controlar la movilidad y distribucion de las distintas especies que

pueden formar los metales en los ecosistemas acuaticos [31].

M(H0)," Adsorcion
ion metalico Desorcion

= ":" i Coaqulacion
M-coloide M-particula

Disaregacion

Intercambio Resuspension, -
i6nico Toma organismos Deposicion
bentdnicos

Sedimentacion

SEDIMENTO - Diagénesis ]
Difusion 13
Bioirrigacion \

Figura 1.1. Principales procesos que controlan la distribucion de metales entre los
compartimentos sedimento-agua-biota y su especiacion en los ecosistemas acuaticos.
ML;: complejos con ligandos organicos e inorganicos, MX;: otros complejos
formando especies ternarias. Tomado de Bianchi [31].

Los metales pueden llegar a depositarse en los sedimentos a través de la
adsorcion y/o formacion de complejos en el medio acudtico con particulas en

suspension que rapidamente van a ser depositados en los fondos del ecosistema, sitio
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donde se pueden encontrar los mayores niveles de concentracion de estos
contaminantes [32]. Estos procesos de adsorcion/desorcion cobran especial
importancia en los sistemas estuaricos, tanto en el sedimento como en la columna de
agua debido a la interaccion entre ambos compartimentos. Por ejemplo, la
movilizacidon de elementos como el Mn procedente del agua intersticial de los poros
del sedimento y su posterior adsorcion en las particulas presentes en la columna de
agua es uno de los mecanismos que controlan los cambios estacionales de las
concentraciones de Mn disuelto en aguas estuaricas [33]. El control de las
concentraciones de cobalto disuelto en sistemas estudricos también se debe
principalmente a los procesos de adsorcion y desorcion [34]. Entre otras particulas en
suspension, los coloides tanto inorganicos como organicos intervienen en los procesos
de adsorcion de metales, mostrando una gran importancia en el comportamiento de
estos elementos en los ecosistemas acuaticos [35,36]. En este sentido varios autores
han observado que la transferencia de niquel y hierro disuelto hacia la fase particulada
es facilitada a través de las particulas coloidales [37,38].

Estos procesos de adsorcion/desorcion junto con otros procesos que tienen
lugar una vez que el metal se encuentra en el sedimento, como la floculacion,
coagulacion, resuspension, bioturbacion y bioirrigacion van a determinar la
distribucién de los metales entre los compartimentos agua-sedimento [39,40].

Los procesos de diagénesis pueden producirse por reacciones redox mediadas
por microorganismos o por reacciones predominantemente abidticas como difusion,
disolucion y precipitacion que tienen lugar en la fase liquida del sedimento. En cuanto
a los procesos de bioturbacién se van a producir en la fase solida del sedimento a través
de transferencia continua de particulas entre distintos estratos por organismos que
habitan en el mismo [41]. La bioirrigacion tiene lugar en la fase liquida del sedimento,
transportdndose de forma activa el agua del fondo por los organismos. Como se puede
apreciar en estos procesos los microorganismos bentdnicos van a jugar un papel

importante en los ciclos de los metales [42,43].
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Una vez en el medio acuatico, la forma termodindmica mas estable de estos
metales va a ser determinada por el potencial de oxidacion. Un ejemplo claro es el del
hierro que en un ambiente andxico se encuentra como i6n ferroso Fe(Il) disuelto, pero
en presencia de oxigeno el hierro se oxida al i6n férrico Fe(Ill) que rapidamente
precipita, disminuyendo la concentracion de hierro en la columna de agua [44]. De
hecho, el reparto de la concentracion de cobre entre las fases disuelta y solida en el
sedimento parece estar controlada por el enlace con 6xidos durante la reduccion
microbiana de los 6xidos de Fe y Mn [45]. Por otro lado, el potencial de oxidacion del
medio puede jugar un papel importante en la toxicidad de los metales, siendo un claro
ejemplo la diferente toxicidad que presentan las especies de arsénico, siendo As(III)
mucho mas toxica que As(V) [39,40].

La presencia de distintos ligandos en el medio también juega un papel
fundamental en la forma en la que el metal se presenta y por tanto en su toxicidad,
dependiendo de la disponibilidad de los complejos ML; o MX; que se formen.

En general puede decirse que el metal de la columna de agua va a encontrarse
mas disponible para la biota que aquel que se encuentra en el sedimento. Sin embargo,
cualquiera de los procesos antes mencionados puede ocasionar que el metal del
sedimento pase a la columna de agua siendo asi mas disponible para los organismos. A
continuacion se explica en mas detalle la influencia de las distintas formas quimicas

del metal sobre la biota.

LII. ESPECIACION Y TOXICIDAD DE_LOS METALES EN _EL MEDIO
ACUATICO

El término especiacion conlleva cierta confusion al ser utilizado por los
investigadores indistintamente con diferentes connotaciones. Como Bernhard y col.
explican en su estudio sobre la importancia de la especiacion quimica en los procesos

medioambientales, este concepto ha sido utilizado con diferentes acepciones [46]:
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= Descripcion de las distintas transformaciones que tienen lugar durante los
ciclos geoquimicos de los elementos. Por ejemplo, las fracciones de metal separadas
mediante los procedimientos de extraccion secuencial en un sedimento: fraccion
soluble en agua/acido, intercambiable, reducible, oxidable y residual [47,48].

= Actividad analitica de identificar y medir las especies presentes en las
muestras. Por ejemplo con voltametria de redisolucién anddica (ASV) se puede realizar
con éxito la especiacion de cobre en sus fracciones 14bil y no labil en aguas naturales
[49].

= Distribucidén entre las distintas especies de un elemento. Por ejemplo la
diferenciacion entre las especies As(Ill) y As(V), analizando la especie electroactiva
As(IIl) y posterior analisis de As total después de reducir el As(V) a As(Ill) con
reactivos del tipo de la L-cisteina [50].

Siguiendo las recomendaciones de la IUPAC, el térmico “especiacion” debe
ser utilizado unicamente para referirse a la Gltima acepcion, es decir, al proceso de
distribucion entre las distintas especies de un elemento, siendo los dos anteriores
denominadas como transformacién de especies y distribucion de especies,
respectivamente [25]. Como “especie” se entiende una forma quimica de un elemento
definida por su composicion isotopica, electronica o estado de oxidacion y/o estructura
molecular. En el caso de muestras de aguas naturales, las diferentes especies metalicas
que podremos encontrar dependen de numerosos factores, tales como el pH, potencial
redox, concentracion de ligandos, concentracion del metal de interés, concentracion de
otros metales susceptibles de formar complejos con los ligandos presentes, etc. Todos
estos factores serdn pues decisivos en el comportamiento y por tanto en la
biodisponibilidad de un determinado metal.

Por otro lado existe la posibilidad de diferenciar entre las distintas fracciones
de uno o varios elementos presentes en la muestra estudiada segin sus propiedades
fisicas (tamafio, solubilidad, etc) o quimicas (reactividad, enlace, etc), denominandose

a este proceso “fraccionamiento” [25]. Este término conlleva la dificultad de definir

17



Capitulo [. Introduccién

dichas fracciones, teniendo dos connotaciones diferentes cuando se realiza la
separacion entre las fracciones labiles y no labiles de un metal, una de ellas funcional y
otra operacional. Es decir, desde un punto de vista funcional podemos identificar una
especie que, por ejemplo, sea mas toxica o se encuentre mas disponible para los
organismos que otra. Por el contrario podemos identificar y distinguir una especie por
discriminacién electroquimica y/o cinética, es decir, de una forma operacional. La
mayoria de los investigadores tienden a realizar una definicion de las especies de tipo
operacional, por lo que la “labilidad” de las especies definidas de este modo va a
depender de la técnica utilizada para su analisis y de las condiciones bajo las que se
realice el analisis. Esto significa que las distintas fracciones presentes en la muestra
pueden variar de una metodologia a otra, por lo que es indispensable definirlas bien en
cada caso, asi como las condiciones en las que el analisis ha sido realizado.

No obstante, es habitual realizar esta separacion entre la denominada fraccion
labil y no 1abil de un metal. La proporcion existente entre la fraccion labil y no labil
sera lo que determine en muchos casos que dicho metal actue como toéxico o como
nutriente. De un modo sencillo se puede definir la fraccion labil de un metal como
aquella que aparece en forma de iones libres hidratados o como complejos facilmente
intercambiables. Este tipo de complejos se relacionan principalmente con aquellos que
el metal forma con los principales ligandos inorganicos presentes en las aguas naturales
como cloruros, carbonatos, sulfatos, hidroxidos y fluoruros y cuyas constantes de
formacion son débiles [51,52]. Por otro lado, como fraccion no labil se entiende
aquella en la que el metal se encuentra formando complejos mas estables, cuyas
constantes de formacion son mucho mas altas y que habitualmente incluyen la mayoria
de los complejos organicos [53].

Esta fraccion no 1abil es una de las mas dificiles de caracterizar debido a que
los ligandos organicos pueden ser de muy diversa naturaleza, lo cual puede condicionar
el comportamiento de los iones metalicos en las aguas naturales. En general, la mayor

parte de la materia orgénica disuelta en las aguas naturales se compone de sustancias
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himicas, con un contenido en carbono de mas del 50% en muestras marinas y
fluviales, y otros compuestos organicos bien definidos, como acidos carboxilicos,
fenoles, aminoacidos, carbohidratos e hidrocarburos [54,55].

El origen de las sustancias himicas en el medio acuatico puede ser autoctono,
formandose a partir de la unidon quimica de moléculas de bajo peso molecular
procedentes de la degradacion de biopolimeros (proteinas, carbohidratos, etc.) que a su
vez proceden de la degradacién de organismos muertos, o bien aldctono, siendo
extraidas de los suelos por lixiviacién de los continentes. La gran hetereogeneidad de
las sustancias humicas dificulta en gran medida su definicion, la cual suele realizarse
desde un punto de vista operacional. De este modo, Thurman y col. las definen como
acidos organicos polielectroliticos coloreados que pueden ser separados del agua
haciéndolos pasar por una resina XAD, una resina basica de intercambio i6nico u otro
proceso similar [55]. No obstante, en general pueden dividirse en 3 fracciones: los
acidos humicos, que precipitan a pH 2 o menor y son solubles a pH basicos, los acidos
falvicos, que son solubles a pH acidos y basicos, y la humina, que consiste en la
asociacion fuerte de los acidos hiimicos con la materia mineral, siendo por lo tanto
insoluble a cualquier pH. En general los acidos himicos y humina se encuentran
asociados a los suelos y sedimentos como parte de la fase solida, mientras que los
acidos fulvicos constituyen una fraccion de las sustancias hlimicas mas movil y se
corresponde principalmente con el carbono organico disuelto (COD) presente en la
fase acuosa [54]. Del total de las sustancias humicas en aguas superficiales, los acidos
falvicos comprenden el 80% de los mismos, siendo el resto acidos himicos (20%)

[56].

Reacciones de formacion de complejos

Los metales una vez que llegan al medio acudtico van a encontrarse en un

estado de oxidacion determinado, pudiendo enlazar con otros elementos en disolucion
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con pares de electrones libres (bases de Lewis) como O, N y S gracias a su caracter
electrofilico y conseguir una capa electronica externa completa [31]. A este fenomeno
se le denomina coordinacion del metal. De este modo, se van a formar enlaces
covalentes mas fuertes que los electrostaticos formados con las moléculas de agua.

En general, los metales se encuentran en disolucion formando enlaces fuertes
con los atomos de oxigeno de las moléculas de agua, dando lugar a la especie
M(H,0),"", donde las moléculas de agua van a actuar como ligandos inorganicos. Estas
especies se denominan acuocomplejos y se corresponden con la especie conocida como
i6n libre del metal.

Existe la posibilidad de que otras especies diferentes a las moléculas de agua
presentes en disolucion, tanto organicas como inorganicas, puedan reemplazar a una o
varias moléculas de agua como ligandos en la esfera externa de hidratacion formando
complejos o complejos multidentados, respectivamente. Por tanto, es posible
diferenciar dos tipos de complejos [54]:

= Complejo de esfera externa o par idnico (figura 1.2.a), en el cual la
coordinacion con el ligando se realiza a través de la esfera de coordinacion externa
formada por moléculas de agua, unido al metal por fuerzas de tipo electrostaticas y
puentes de hidrogeno.

= Complejo de esfera interna o “complejo” (figura 1.2.b), si existe un enlace
de tipo covalente entre el metal y un ligando diferente de la molécula de agua que
contenga atomos con pares de electrones que pueda donar al metal, como O, Ny S. En
este caso es posible la formacion de complejos en los que se han reemplazado dos o
mas moléculas de la esfera externa del metal, donde a los ligandos que lo forman se les
denomina agentes quelantes, los cuales pueden enlazar con el metal por mas de una

posicion de enlace. Este tipo de complejos se denominan multidentados o quelatos.
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» »

a) Par idnico b) Complejo

Ni-H;0...SO4 Ni-SO,

Figura 1.2. Tipos de coordinacion de metales en disolucion acuosa, a) coordinacion de
esfera externa o par ionico, b) complejos de coordinacién interna o “complejo”. La
parte circular indica la esfera interna de coordinacion del agua [54].

En general, podemos escribir la reaccion que describe la interaccion entre un
cation metalico M™" con un ligando L con las siguientes reacciones, donde las cargas se

han omitido por simplicidad [54]:

M+L = ML K,
[ML; ]

ML+L = ML, K, M+iL=ML B =
[M][L]

(L1)

donde K;, K, son las correspondientes constantes sucesivas de formacion de los
complejos formados en el equilibrio metal-ligando y B es la constante global de
formacion del complejo. A mayor constante de formacion del complejo, mayor
estabilidad y fuerza de enlace.

Como se ha comentado, los complejos pueden ser de tipo monodentado,
bidentado, tridentado, etc. Por ejemplo, como ligandos que forman complejos
monodentados estan el amoniaco (NHj3) o los hidréxidos (OH"), como los que forman
complejos bidentados el oxalato, ftalato y etilendiamina (EN), y como ejemplos de
ligandos que formen complejos multidentados el 4acido etilendiaminotetraacético

(AEDT) y el acido trimetilenodiaminotetraacético (TMDTA). En la figura 1.3 se
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muestran las constantes de formacion de complejos entre distintos metales y estos

ligandos.
NH; OH Oxalato | Ftalato EN EDTA TMDTA
Cu* 4,00 6,30 6,20 4,00 10,50 18,70 18,82
cd* 2,60 3,90 3,90 3,30 5,40 16,36 13,83
Pb** 1,60 6,30 4,90 3,60 5,00 17,88 13,70

Tabla 1.1. Constantes logaritmicas de formacion de complejos metalicos con distintos ligandos.
Datos tomados de Tipping, 2002 [54].

Como se observa en la tabla 1.1, para un mismo metal los complejos
bidentados muestran mayor estabilidad que los monodentados, y los hexadentados mas
que los bidentados. En general, cuantos mas enlaces se formen entre el ligando y el
metal mas estable sera el complejo.

En este caso de ligandos que formen complejos multidentados se encontrarian
las sustancias humicas, las cuales son ligandos organicos polifuncionales y
polielectroliticos, que contienen en su estructura varias posiciones de enlace con las
que puede enlazar con el cation metalico. Entre los muchos trabajos realizados para
intentar caracterizar a las sustancias htimicas, Oliver y col. observaron que estas
sustancias contenian varios grupos funcionales diferentes en su estructura molecular,
como carboxilo, fenodlico e hidroxilo, encontrandose en mayor proporcion los
carboxilicos [56]. A pesar de los esfuerzos realizados por muchos investigadores, atin
existe poca informacion sobre estas posiciones de enlace y como les afectan los
distintos factores quimicos a la interaccion metal-himicos. Como consecuencia las
sustancias humicas presentan una gran heterogeneidad en las fuerzas de enlace y
selectividad por los cationes entre los sitios de enlace [57]. Es por ello que varios
autores han planteado distintas aproximaciones tedricas que intentan explicar las
interacciones entre la materia organica y los cationes en los ecosistemas acuaticos y dar

cuenta de las constantes de formacion observadas experimentalmente. En algunos
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casos se utiliza un modelo discreto con uno o dos tipos de grupos funcionales y en
otros se usa una funcion de distribucién continua para definir estas constantes de
formacion [58-61]. Sin embargo, es atun dificil predecir la especiacion de los metales
traza en las aguas naturales debido a la gran variabilidad de la composicion de la
materia organica y de sus constantes asociadas en este tipo de muestras

medioambientales.

Formacion de complejos organicos en aguas naturales

Debido a la complejidad y heterogeneidad de los ligandos organicos presentes
en aguas naturales son numerosos los estudios realizados en los ultimos 30 afios para
entender mejor el rol de la materia organica en la especiacion de los metales en las
aguas naturales, cuyos resultados han llevado al planteamiento de diferentes teorias que
intentan ajustar los comportamientos de los metales observados experimentalmente en
este tipo de muestras. Estas teorias se basan en la diferenciacion de los distintos tipos
de ligandos organicos presentes en las aguas naturales para explicar sus interacciones
con los metales a través de las distintas fuerzas de enlace mostradas por los complejos
organicos formados. Entre ellas, la mas extendida es la teoria de la existencia de dos
tipos de ligandos denominados L1 y L2, determinados con técnicas voltamétricas muy
sensibles, que poseen constantes de formacion logaritmicas en un rango de 12-14 para
L1 y concentraciones de ligando 1-40 nmol-I" y entre 8-10 para L2 y concentraciones
de ligando entre 6-150 nmol-1" [62].

En este sentido, Hirose presenté un estudio de los trabajos realizados desde
1980 encontrando la existencia de 3 tipos de ligandos orgénicos en la especiacion de
cobre en agua de mar, denominando L1 a los que formaban complejos de mayor
fuerza, con logK > 13, L2 a los que formaban complejos fuertes, con logK ~ 12 y L3 a
los que formaban complejos débiles, con logK < 10 [63]. Sin embargo, explica que en

las condiciones del agua de mar no se forman complejos de cobre con el tercer tipo de
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ligando, siendo L1 y L2 los unicos que formarian este tipo de complejos. Ademas al
determinar las constantes de estabilidad de estos ligandos asocia el ligando L1 con el
acido dietilentriaminopentaacético (DTPA) y el ligando L2 con el 4acido
etilendiaminotetraacético (EDTA).

Del mismo modo, Donat y col. en un estudio de especiacion de niquel y cobre
realizado a través de la aplicacion de varias metodologias de analisis en una muestra de
agua de mar, encuentran la existencia de un 27% de complejos organicos de cobre
formados con los ligandos L1 (logK > 13,5) y el 52-65% con L2 (logK = 9-9,6), sin
embargo para el niquel encontraron la formacion de un s6lo complejo extremadamente
fuerte con logK > 17 que suponia un tercio de la mitad de la concentracion total de
niquel presente en la muestra, encontrandose el resto del niquel formando complejos
inorganicos labiles [64].

Moffet y col. ademas de utilizar la teoria de los dos tipos de ligandos para
explicar la especiacion de cobre en agua de mar, demostraron que el ligando organico
fuerte L1 tiene un origen biologico pudiendo ser exudado por la cianobacteria
Synechococcus cuando entra en contacto con el cation metalico [65]. Los intentos de
identificar este ligando de naturaleza bioldgica suelen llevar a la idea de que se
corresponderia con algun componente intracelular, tal como metalotioneinas,
fitoquelatinas, porfirinas y granulos de fosfato excretados por el organismo después de
su muerte [66-69].

Ademas de los estudios anteriores que demuestran la naturaleza bioldgica del
ligando L1, se han desarrollado trabajos en este mismo sentido, que ademas introducen
un mecanismo de desintoxicacion de los microorganismos expuestos a los metales.
Entre ellos, podemos citar el trabajo realizado por Bruland y col. en el que desarrollan
ademas un modelo en el cual explican la creacion por los microorganismos marinos de
los ligandos fuertes de clase L1 [70]. Este modelo explica como el microorganismo es
capaz de responder a diferentes condiciones de biodisponibilidad de cobre, es decir, si

se encuentra con mayor concentracion de cobre libre que es biodisponible y por tanto
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puede entrar en la célula, induciria la sintesis de dicho ligando para controlar la
concentracion de cobre biodisponible en el medio acuatico.

Aunque el modelo basado en la existencia de dos ligandos se encuentra
ampliamente aceptado, existen autores que han intentado desarrollar otras alternativas.
En este caso, Zirino y col. han desarrollado un modelo de cebolla que considera que los
metales se encuentran en forma coloidal asociados a la materia orgéanica [71]. El
modelo consiste en asimilar las particulas coloidales a una estructura de capas o de
esferas concéntricas, estando las capas formadas por moléculas organicas unidas por
puentes de hidrogeno. Las interacciones con los metales se explican a través de enlaces
de coordinacion entre el metal y el &tomo donador del ligando orgéanico presente en
cada capa. La reactividad de las capas va disminuyendo conforme el metal se acerca al
centro de la cebolla debido a impedimentos estéricos producidos por las capas mas
externas.

Por otro lado el modelo L1 y L2 ha sido criticamente valorado por Town y
Filella, mostrando que no existe la necesidad del uso de esta teoria para explicar la
especiacion de metales en aguas naturales y que no se tiene la suficiente informacion
para definir la naturaleza de los ligandos [62]. De hecho, apuntan que a pesar de los
esfuerzos realizados por varios autores no se ha conseguido identificar o aislar estos
ligandos, los cuales han llegado incluso a ser descritos como “misteriosos” [72-74].
Para apoyar sus conclusiones Town y Filella realizaron un analisis exhaustivo de los
datos publicados en los ultimos 34 afios sobre la complejacion de los metales traza
Cu(Il), Zn(II), Pb(Il) y Cd(II) en aguas naturales, observando que con los resultados
obtenidos no existen evidencias sobre la naturaleza especifica de los ligandos que
entran en juego en la complejacion, ni se puede asegurar que sea el mismo ligando el
que forme complejo para cada i6n metalico.

Una alternativa a los modelos discretos descritos anteriormente, como el de los
ligandos L1 y L2 o el de las capas de la cebolla, seria los modelos que ajustan los datos

obtenidos experimentalmente de las interacciones metal-materia orgéanica a través de
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isotermas empiricas. Estos modelos parten de isotermas como las de Freundlich y
Langmuir, para describir la adsorcion de los iones a superficies solidas (entendiendo a
la materia organica como dicha superficie) [75]. Estas isotermas se pueden desarrollar
de una manera unimodal, es decir que pueden tener en cuenta la adsorcion localizada
con grupos de sitios idénticos que se encuentran distribuidos en la superficie de la
materia organica [76-78], o bimodal en la que la adsorcion se encuentra localizada en
dos grupos de sitios diferentes presentes en la superficie heterogénea [79,80]. Esta
ultima puede ser creada por combinacidon de dos isotermas mono-componentes, como
las de Freunlich y To6th [79]. Sin embargo, hay pocas aplicaciones de estos modelos
para la explicacion de las interacciones entre los iones metalicos y las sustancias
humicas, aunque han contribuido al desarrollo del modelo conocido como NICA
desarrollado por Koopal y col. [79]. Estos autores estudiaron la aplicabilidad de esta
isoterma al estudio de las interacciones metal-sustancias humicas, ya que puede ser
utilizada para describir el enlace competitivo multicomponente en el que la adsorcion
de cada componente por separado sigue una isoterma de tipo Langmuir. Para ello,
utilizan los resultados obtenidos por Saar y Weber, los cuales analizaron la
complejacion de Cd con los acidos flvicos a cuatro pH diferentes [81], comparando
los resultados con los obtenidos con la ecuacion NICA encontrando que los datos
experimentales se ajustan bastante bien a los resultados predichos por el modelo
propuesto. En cambio, dejan claro que necesitan realizar un trabajo mas extenso en la
aplicacion de esta isoterma a las interacciones metal-acidos humicos, lo cual
consiguieron posteriormente a través del modelo de especiacion quimica NICA-
Donnan que se detallara en un apartado posterior [82].

Finalmente, Buffle y col. utilizan otro modelo, basado en una distribucién
continua incluyendo la diferenciaciéon entre sitios de enlace mayoritarios y
minoritarios, en los ligandos organicos heterogéneos presentes en las aguas naturales
[83]. Estos autores observaron que los sitios minoritarios, que suponian del 1 al 9% del

total de sitios presentes, poseian valores de constantes de formaciéon mayores y por
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tanto formaban complejos mas fuertes, influyendo en mayor medida en el control de la
especiacion de los metales traza en medios acuaticos. Estos sitios se encuentran
formados por los grupos con atomos de N y S de las sustancias himicas, los grupos —
SH de las proteinas y los grupos -Mn-OH de hidroxidos de hierro con impurezas de
manganeso. En cuanto a los sitios mayoritarios los describen como los grupos
funcionales carboxilatos y fenolatos de las sustancias humicas, los grupos carboxilatos
de polisacaridos y proteinas o los grupos Fe-OH de los hidréxidos de hierro. Estos
grupos representan el 90-99% del total de sitios presentes en los ligandos organicos y
poseen constantes de formacion de complejos con los metales menores.

Esta distribucion de los sitios de enlace ha sido también encontrada por
Guthrie y col. al realizar un estudio cinético con dos técnicas diferentes para
determinar las distintas especies de niquel formadas en las aguas naturales y sus
constantes de estabilidad [84]. Los resultados obtenidos corroboran la existencia en las
sustancias humicas de no mas de un 1% de sitios fuertes, con el resto formado por
sitios débiles. Ademas observaron con estos estudios que los sitios fuertes eran
ocupados inicialmente por los iones Ni*" y que el exceso pasaba a ser enlazado con los
sitios mas débiles formando complejos débiles. La cantidad de complejos organicos
menos labiles dependia de la relacion [Ni(I)]/[AH], ya que al disminuir esta relacion
molar disminuyen las posiciones labiles ocupadas y con ellas la concentracion de la
fraccion 1abil (entendida como la suma de las especies Ni*" mas los complejos
organicos labiles) aumentando la proporcion de los menos labiles. También
compararon las capacidades enlazantes de acidos humicos con fulvicos para el niquel,
encontrando que la disociacion de los complejos Ni-AH es significativamente mas
lenta, siendo mas estables y por ello fuertes que los formados con los fulvicos. Este
hecho lo explican por la diferencia existente en los grupos funcionales de ambos
compuestos, teniendo los himicos mas cantidad de C, N, H y S en su estructura,

aunque menos O que los fulvicos, por lo que se pueden formar complejos mas fuertes.
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Varios estudios realizados en aguas naturales incluyendo sistemas marinos han
mostrado que estos complejos organicos fuertes de niquel juegan un papel importante
en la especiacion de este metal. Donat y col. observaron que practicamente del 30 al
50% de la concentracion de niquel total disuelto en el sur de la Bahia de San Francisco
se encontraba formando este tipo de complejos organicos con log K > 17 [64]. Por otro
lado, Sedlack y col. encontraron el mismo fenémeno en efluentes de vertidos de
plantas de tratamiento con un 75% de la concentracion de niquel disuelto formando
complejos organicos fuertes y un 25% formando complejos moderadamente fuertes en
los residuos de la superficie, con log K > 12 [85]. Posteriormente, Bedsworth y Sedlak
observaron que estos complejos fuertes formados en aguas estuaricas afectadas por
efluentes de residuos industriales pueden estar formados por la especie NNEDTA? [86].

Martino y col. encontraron que el 70% del niquel disuelto en la muestra se
encontraba formando complejos fuertes con constantes de estabilidad logaritmicas del
orden de 18 [53]. Ademas observaron que la relacion entre la fraccion de niquel 1abil y
la fraccion no labil era uniforme en todo el gradiente de salinidad del estuario durante
los analisis realizados, aunque la magnitud de esa relacion mostré diferencias
estacionales.

Worms y col. realizaron la determinacién de la especie Ni** en presencia de
distintos ligandos organicos, como citrato, diglicolato, sulfoxina, oxina,
dietilditiocarbamato, acido hiimico acuatico estandar (SRHA) y acido fulvico (SRFA),
encontrando que los complejos hidrofobicos formados, como Ni(DDC),’, resultaban
ser labiles dando una sobreestimacion de la especie libre del metal medida con la
técnica utilizada [87]. En cambio los valores de concentracion medidos en presencia de
complejos amfifilicos formados con las sustancias htimicas utilizadas se correspondian
con los valores predichos por un programa de especiacion quimica en equilibrio

utilizando el modelo NICA-DONNAN, siendo complejos no labiles.
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De estos trabajos se desprende la existencia en las aguas naturales de dos tipos de
complejos organicos principalmente con distinta biodisponibilidad, que van a influir en
gran medida en la especiacion de los metales traza en aguas naturales.

En general, como muestra la figura 1.3., el niquel en las aguas naturales se
encuentra mayoritariamente como el i6n libre o formando complejos inorganicos, de
los cuales la mayor parte la constituyen los complejos formados con los cloruros y
carbonatos. Dentro de los complejos organicos, como muestran los distintos trabajos
expuestos anteriormente, es posible diferenciar dos grupos segun la estabilidad de los

mismos, siendo en general mas abundantes aquellos més estables.
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Figura 1.3. Especiacion de niquel en aguas naturales. Datos tomados de Martino y col. [53],
Donat y col. [64], Turner y col. [88], Achterberg y col. [89].

El efecto generalizado de la presencia de estos compuestos estables es de

reduccion de la toxicidad por la disminucion de la concentracion de metal libre disuelto
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por formacion de complejos fuertes y por tanto no disponibles para los organismos
acuaticos. Sin embargo, este efecto puede ser contrarrestado debido a que si la
concentracion del metal disuelto aumenta demasiado aumentara la presencia de
complejos labiles, debido a que el metal se enlazard a los sitios mas fuertes
saturandolos, con lo que a partir de este momento se empezaran a formar complejos
con los sitios débiles y por tanto serdn mas biodisponibles para los organismos

aumentando la toxicidad del metal.

Toxicidad vy biodisponibilidad de los metales para los organismos
acuaticos

Como se ha comentado anteriormente, a mediados del siglo XX las sustancias
himicas comenzaron a adquirir un gran interés debido a que se observdé que su
presencia en las aguas naturales afectaba a la diferente biodisponibilidad de los metales
traza para los organismos acuaticos. En este sentido, se han desarrollado dos modelos
matematicos para determinar la toxicidad y biodisponibilidad de los metales para los
organismos acuaticos, el modelo de actividad del i6n libre (FIAM, free ion activity
model) y el modelo del ligando bidtico (BLM, biotic ligand model). Ambos modelos
afirman que la toxicidad aguda producida por un metal sobre la biota no se debe a la
concentracion total del metal, sino a la concentracion del metal en su forma libre que es
capaz de interaccionar con el ligando bidtico que se encuentra presente en la superficie
de la pared celular de los organismos.

Segun el modelo BLM esta concentracion de metal libre se encontraria
limitada por efectos de competencia entre el metal y otros metales en disolucion por
unirse con el sitio activo del ligando, como el calcio y magnesio, y entre ligandos por
enlazar con el metal en cuestion. Dicha competencia afectara a la concentracion de
niquel libre y por tanto a su toxicidad al considerar que esta especie es la responsable
de la misma. De este modo, los cationes causantes de la dureza del agua como calcio y

magnesio junto con la materia organica natural (MON) van a afectar a la toxicidad del
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metal sobre los organismos acuaticos, ya que si el metal se encuentra unido a la materia
organica se encuentra menos biodisponible y por lo tanto se reduce la toxicidad del
metal, como ha sido observado para el organismo Daphnia pulex [90].

Este modelo presenta la ventaja de poder ser utilizado para determinar las
cargas contaminantes maximas de un vertido debido a que es capaz de predecir los
efectos toxicos que puede ocasionar sobre el organismo. Ademas, minimiza el nimero
de organismos utilizados para realizar los test tradicionales y resulta econdémico y
rapido [91]. En cambio presenta el inconveniente de no poder ser aplicado de forma
genérica a todos los sistemas acuaticos, ya que responde a condiciones sitio
especificas, es decir, en este modelo el ligando biotico se encuentra localizado en sitios
diferentes dentro de la fisonomia del organismo de estudio, afectindole de forma
diferente las condiciones quimicas del medio. Por ejemplo, en peces el ligando bidtico
se encuentra localizado en las branquias [92-94]. Es por ello, que la informacion
necesaria para aplicar este modelo debe ser generada para cada cuerpo de agua
particular. De hecho, Niyogi y col. al desarrollar un modelo de ligando biodtico (BLM)
para determinar la toxicidad de cadmio en la trucha arcoiris, han encontrado que este
modelo esta limitado y no puede tener en cuenta los efectos de altos valores de pH y
alcalinidad [95].

El modelo FIAM se basa en la misma idea que el anterior incorporando ciertas
matizaciones, por ejemplo para que un metal se acumule y/o provoque una respuesta
bioldgica sobre un organismo debe interaccionar o atravesar la pared celular del
mismo. En este modelo se incorpora la especie metal-ligando (ML) como posible
fuente de concentracién de metal libre toxico a través de su previa disociacion en el
seno de la disolucion. Los complejos tienen lugar con el ligando bidtico, como en el
caso del modelo anterior. En este modelo se supone que la respuesta biologica va a ser
proporcional a la concentraciéon de complejo formado entre el metal y la superficie
celular, y que esta respuesta biologica va a depender unicamente de la concentracion de

i6n libre presente en la muestra que podria incluir el procedente de la disociacion de las
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especies labiles en disolucion en caso de que se viera favorecida la formacion del
complejo en la superficie de la pared celular.

Entre las limitaciones observadas en este modelo, se encuentran las
relacionadas con algunos ligandos organicos e inorganicos presentes en el medio
acuatico, ya que pueden causar toxicidad a través de mecanismos no contemplados por
el modelo. En cuanto a los ligandos orgéanicos, Phinney y col. observaron que aquellos
que forman complejos lipofilicos con los metales Cu, Cd y Pb aumentan la toxicidad
producida en los organismos, debido a que atraviesan facilmente la membrana celular,
como el caso de la 8-hidroxiquinolina o los xantatos [96]. Otro ejemplo de esta
limitacion del modelo fue la detectada para Cd y Zn en presencia del ligando de bajo
peso molecular citrato, ya que este ligando forma complejos hidrofilicos que el modelo
supone que no van a contribuir directamente a la toxicidad del metal debido a su
incapacidad de atravesar la membrana bioldgica. Sin embargo se observd que si
contribuian al flujo de metal a través de la membrana celular del Selenastrum
capricornutum ocasionando un aumento de la biodisponibilidad de los metales [97,98].
Este hecho podria ser explicado por el transporte inespecifico del complejo a través de
sistemas de transporte que utilizan otros cationes metalicos no toxicos y
fisiologicamente importantes, como el Ca o el Mg a través de la membrana celular. Por
ultimo, la materia organica disuelta (MOD) forma también complejos hidrofilicos que
no pueden atravesar la membrana, en cambio si entre la MOD se encuentran acidos
falvicos, éstos han mostrado su capacidad de interaccionar con la membrana celular y
se tienen evidencias de su participacion como proveedores de fosforo para las algas
[99]. Debido a este hecho la aplicacion de este modelo en sistemas acuaticos con
presencia de MOD es complicada, debido a la heterogeneidad de la misma y a la
dificultad de determinar analiticamente la concentracion de la especie libre del metal
en su presencia. Por otro lado, también se observd una menor toxicidad al usar el

modelo para los complejos inorganicos de aluminio con fluoruro, siendo la mayor
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toxicidad observada experimentalmente debida a la capacidad del complejo formado
para ocupar sitios activos en la membrana celular [100].

Finalmente, Van Leuween también observd que la biodisponibilidad de
metales procedente de los complejos del medio en el modelo FIAM se encuentra
limitada, por lo que desarroll6 un modelo que incorpora varios aspectos cinéticos para
ajustar mas adecuadamente las observaciones experimentales con los organismos
[101]. De este modo, se tienen en cuenta los efectos simultaneos de cinética de
bioconversion entre especies y el transporte del metal a través de la pared celular
acoplado a la cinética de disociacion del metal.

Esta dependencia de la toxicidad de los metales con las distintas especies
metalicas que proponen los modelos anteriormente descritos intenta explicar hechos
experimentales que han sido observados en numerosas ocasiones. Poniendo como
ejemplo el niquel, es posible citar el trabajo de Mandal y col., los cuales han observado
en muestras contaminadas por niquel en Sudbury (Canadd) que la toxicidad producida
en el alga Pseudokirchneriella subcapitata se encontraba relacionada con la relacion
Ni/COD, la suma de las concentraciones de las especies libres y labiles y el coeficiente
de velocidad de disociacion de los complejos organicos formados [102]. El aumento de
la toxicidad de niquel con la relacion Ni/COD se explica de modo que al aumentar la
concentracion de niquel aumentara la cantidad de complejos organicos labiles o
biodisponibles por los organismos y con ellos aumentara la toxicidad del metal.

Por otro lado, Doig encontré que los ligandos organicos no influyen en gran
medida en la especiacion de niquel a concentraciones del metal toxicas (5 mg-1") para
el organismo Hyalella azteca y concentraciones de COD representativas de las aguas
naturales (~10 mg-1"). Sin embargo, a concentraciones inferiores de niquel (0,2 a 0,5

ug-l'l), que son conocidas como no téxicas para los organismos, la materia organica

disuelta afecta a la especiacion de niquel, decreciendo la concentracion de la especie

Ni*" con el aumento de la concentracion de COD [103].
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De lo expuesto anteriormente se entiende la necesidad de determinar las
diferentes especies de un metal presentes en las aguas naturales para evaluar la posible
toxicidad del mismo. Sin embargo, actualmente existen solo algunas técnicas que
permiten evaluar la fraccion 1abil y no 1abil de un metal en el medio acuatico y el

desarrollo de nuevas metodologias en este sentido es un campo de creciente interés.

LIII. MODELOS TEORICOS PARA LA INTERACCION METAL-SUSTANCIAS
HUMICAS

Debido a la gran dificultad de determinar las distintas especies metalicas en el
medio acuatico es habitual recurrir a bases de datos de constantes de formacion de
complejos que nos permitan calcular, bajo unas condiciones fisico-quimicas
determinadas, la distribucion de especies. No obstante, hay que tener en cuenta que
estas constantes nos informan sobre la distribucion de las especies quimicas en el
equilibrio, y los sistemas medioambientales son dindmicos, por lo que solo
proporcionan una idea aproximada de la situacion real. Esta aproximacion resulta
ademas muy compleja cuando hablamos de la interaccion entre el metal y los ligandos
organicos en las aguas naturales, debido a la dificultad de conocer la naturaleza y
caracterizacion de la materia organica en dichos sistemas. Por ello, es necesario
recurrir al uso de modelos matematicos que explican este tipo de interacciones
partiendo de distintas teorias, como las comentadas anteriormente del modelo discreto
con uno o dos tipos de grupos funcionales y una constante especifica para cada uno
(por ejemplo carboxilico y fendlico) o un modelo multidentado o continuo con un
rango de valores de constantes para cada sitio [58-61]. Sin embargo, recientemente se
han realizado la aplicacion de modelos de especiacion en equilibrio que ajustan mejor
los datos en los ecosistemas acuaticos, utilizando un modelo discreto. En general, entre
estos modelos los mas utilizados son el Humic lon-Binding Model V, VI y VII
desarrollados por Tipping y col. [104-106] y el NICA-Donnan descrito por Kinniburgh

y col. [82], los cuales se describen en detalle a continuacion.
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Modelo V (Humic lon-Binding Model V)

En este modelo las sustancias humicas, incluyendo acidos hiimicos y fulvicos,
se aproximan a esferas rigidas de tamafio uniforme que pueden enlazar con los iones
metalicos con una coordinacion tanto monodentada como bidentada. Las interacciones
producidas entre los iones se describen en términos de constantes de equilibrio
intrinsecas y términos electrostaticos [104].

Los acidos hiimicos poseen en su conformacion grupos funcionales de tipo
acido carboxilico o fendlico, con protones que serian intercambiados por los iones
metalicos para formar el complejo. Es posible definir la disociacién de un protén con la

siguiente reaccion:
(HumH)* — (Hum)*"' +H" (1.4)

donde Hum representa al compuesto humico y Z a la carga.

El modelo asume la existencia de 8 puntos de disociacion del proton diferentes
entre si, y por lo tanto con constantes de acidez diferentes. Las posiciones de la 1 ala 4
seran posiciones fuertes denominadas de clase A y por otro lado del 5 al 8 seran
posiciones débiles de clase B. Las posiciones fuertes se asimilan a los grupos
funcionales carboxilicos, mientras que las débiles a los fendlicos. Otra asuncion que se
realiza en el modelo es que existen la mitad de sitios tipo B (ng) que de tipo A (na),
aunque dentro de cada clase todos los puntos se presentan en igual niamero.

Las fuerzas de enlace de cada posicion se determinan con los valores de pK de
los cuatro grupos tipo A o B, que se describen como valores medios, pK, o pKg, y un
factor, ApKa o ApKs, que describe la dispersion de los valores de pK; respecto de los
valores medios (pK4 o pKg) [104].

Para i = posiciones 1 — 4 pK, =pK, + Q-ApK A (1.6)
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(21—-13)

Para i = posiciones 5 — 8 pK, =pK; + ‘ApK (L7
Observando las ecuaciones 1.6 y 1.7, podemos deducir que al aumentar el valor
de i va a disminuir los valores de las constantes de acidez de los sitios dentro de cada
grupo siendo ademas, como se ha comentado antes, los sitios tipo A posiciones de
enlace mas fuertes que las de tipo B.
Como se ha comentado anteriormente las reacciones de un metal con las
sustancias organicas pueden tener lugar por la formacion de un complejo de

coordinacion interna o bien mediante atraccion electrostatica formando un par ionico,

por lo que el modelo recoge ambas interacciones.

Formacion de complejos entre el cation metadlico y las sustancias humicas

El metal en este modelo y su primer producto de hidrélisis van a competir por
los sitios de enlace presentes en la molécula de acido humico. Van a existir dos tipos
de complejos entre el metal o su primer producto de hidrélisis y las posiciones antes
descritas, uno monodentado en el que el enlace con el metal se va a producir por
disociacion de un proton en un sitio concreto y otro bidentado si el enlace se produce
por disociacion de un par de protones en dos sitios concretos.

Para los complejos monodentados la reaccion se explica como un intercambio

entre el metal y el proton del sitio A (6 B) a través de la siguiente reaccion:
(HumAH)* + M* == (HumAM)*"* '+ H" (1.8)

Por lo que la constante de equilibrio de formacion del complejo vendra descrita

por la siguiente ecuacion:

K
Ky == (L9)

1
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Siendo Ky, la constante de reaccion entre el metal y la molécula de acido
humico en la posicion i, Kyya constante del intercambio metal-proton y K; la constante
de acidez del sitio i. Por lo que para los complejos monodentados la fuerza de enlace
del metal con la sustancia humica va a depender principalmente de la fuerza de

disociacion del proton en la posicion i.
logK s = PK; —pKya (I.10)

Los complejos bidentados se forman por union del metal o de su primer
producto de hidrolisis con dos sitios desprotonados, realizando combinaciones de los
sitios A 'y B (tanto A-A como A-B) estando igualmente representadas todas las

combinaciones posibles de estos sitios.
(Hum&! ) + M7= (HumiM )™ +2H" (L11)

En este caso las constantes de equilibrio de formacion del complejo bidentado
con los sitios A y B, vendrd dada por los productos de los valores de los sitios

individuales.
KMHZAB = Kyia Kz (1.12)

Hay que tener en cuenta que solo se van a formar los complejos con los sitios
desprotonados mas cercanos, definiendo por tanto un factor de proximidad (f,;) como
la probabilidad de que existan pares de protones disociables con la proximidad
suficiente (menor o igual a 0,45 nm) para poder formar enlaces bidentados con los
cationes metalicos. La proximidad se estima estadisticamente asumiendo que los

puntos se encuentran aleatoriamente distribuidos en la superficie de la esfera. El
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modelo tiene en cuenta so6lo 12 sitios bidentados representativos de los 36 posibles y

con la misma probabilidad de producirse.

Enlace no especifico de los cationes por acumulacion de contraion

Las sustancias humicas presentan habitualmente cierta carga negativa debido a
la disociacion de los protones y su reemplazo incompleto por iones metalicos
coordinados. Para contrarrestar esta carga la molécula se rodea de contraiones
denominando a la zona donde se sitan estos, capa de difusion. Estos contraiones se
encuentran enlazados con la molécula himica por interacciones electrostaticas. En
disoluciones diluidas todos los contraiones tienen la misma capacidad de formar parte
de esa capa, por lo que la selectividad definida por dicha capacidad de encontrarse en
la capa de difusion se fija en 1 para todos los iones. El tamafio de esa capa depende de
la fuerza ionica del medio y del tamafio de la sustancia humica y se calcula aplicando
distintos modelos como el Donnan [54,82]. No obstante, para otras disoluciones puede
darse una sobreestimacion de esa capa de modo que practicamente todo el volumen de
muestra formara parte de ella, por lo que habria que asumir condiciones adicionales al

modelo.

Modelo VI vy VII

El modelo VI surgi6 en 1998 como mejora del modelo anterior en dos sentidos
[105]:

= Ampliar el rango de afinidades de las moléculas hiimicas por los iones
metalicos introduciendo la posibilidad de formar complejos tridentados.

» Mejorar la explicacion de las interacciones con los metales, introduciendo
constantes metal-molécula humica (Kya 0 Kyg) en vez de utilizar las constantes de

intercambio metal-proton (Kyua 0 Kwvug) del modelo V. Para ello en este nuevo
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modelo la reaccion de interaccion del metal con la sustancia humica es descrita por la

ecuacion 1.13.
Hum” + M* = (HumM)*"™ (I1.13)

De forma analoga al modelo anterior las constantes de equilibrio metal-
sustancia humica para la formacion de complejos monodentados se definen como
[105]:

Para i = posiciones 1 -4  logK(1) = logK,,, + (21-5)

‘ALK, (1.14)

Para i = posiciones 5 - 8 logK(1) = logK,; + (21-13)

‘ALK g, (L.15)
Los valores de logK(i) se encuentran espaciados alrededor de la media de
logKwa, mientras que ALK, y ALKg; no se corresponde con el valor de ApK, o ApKg,
siendo constantes estimadas a través de ajustes realizados de datos experimentales.
Los complejos bidentados en este modelo tienen unas constantes de asociacion
dadas por las constantes de enlace de cada punto enlazado, definidos como j y k,

pudiendo ambos sitios tomar valores entre 1-8.
logK(j,k) = logK(j) + logK(k) + yALK, (I.16)

donde ALK, es un parametro ajustable para introducir heterogeneidad a estos sitios de
enlace en la formula de la constante de asociacidon con el i6n metélico. Dependiendo
del valor de y podemos diferenciar tres tipos de sitios: fuertes, moderados y débiles. De
este modo, y tiene el valor de cero para los débiles que suponen un 90,1% de los sitios,
1 para los moderados que son un 9% y 2 para los fuertes suponiendo s6lo un 0,9% de

sitios.
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En este modelo ademas del factor de proximidad para los sitios bidentados
(fyrs) aparece el correspondiente para los tridentados (fj,r), definido como la fraccion de
sitios individuales que se encuentran lo bastante cerca para formar un complejo
tridentado. Al igual que en el modelo anterior las posiciones de enlace que pueden
formar complejos bidentados o tridentados se encuentran distribuidos de forma
aleatoria en la superficie de la molécula humica esférica. Para los acidos fulvicos los
valores de estos factores son de 0,42 y 0,03, mientras que para los humicos son de 0,5
y 0,065 respectivamente [105].

Muy recientemente se ha realizado una revision del modelo generandose el
modelo VII mediante una reevaluacion de los parametros utilizados por el modelo VI,
debido a que encuentran un error en la codificacion de las variables optimizadas. Este
modelo se basa por tanto en los mismos conceptos que los anteriores modelos
desarrollados por Tipping [106]. La necesidad de realizar esta reevaluacion surge
debido a que en el modelo VI se ajusta el parametro ALK, a un valor de 2,8 cuando en
realidad el parametro optimizado realmente, debido al error de codificacion, era el
(pKa - ALK,). A pesar de ello los valores experimentales se ajustaban correctamente
con el modelo. La reevaluacion correcta del modelo permite eliminar ALK, al observar

que su valor es préximo a cero.

Modelo NICA-Donnan

Este modelo utiliza ecuaciones matematicas empiricas para describir los datos
obtenidos de enlaces entre los metales y la materia orgdnica, como la isoterma de
NICA (Adsorcion competitiva no ideal). Estas isotermas explican la adsorcion
competitiva de los iones en una superficie continua heterogénea, en este caso los acidos
humicos, a través de una ecuacion empirica local no ideal especifica del componente o

grupo enlazante (NICA).
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En este modelo la materia organica se define como una fase gel, denominada
fase Donnan. Ademas en este modelo se diferencian dos fases: la disolucion y “la
humica-gel”, entre las que se distribuyen los iones metalicos segiin un equilibrio de
Donnan [82]. Ademas, este modelo hace uso de la isoterma de NICA, explicada
anteriormente, que se utiliza de un modo bimodal, es decir se consideran dos sitos de
enlace: uno carboxilico “débil” y uno fendlico “fuerte”, cada uno con su conjunto de
parametros, pero compartiendo la misma fase Donnan.

Al igual que ocurria en el modelo V se van a producir interacciones
electrostaticas con contra-iones para compensar la carga negativa de la sustancia
humica debido a la ocupacion parcial de los sitios de enlace, incluida en la denominada
fase Donnan. La selectividad de los iones por los sitios de enlace se asume igual para
todos los iones en los casos de los acidos htimicos y fulvicos.

La mayor diferencia del modelo Donnan con el modelo V, VI'y VII es que usa
formulas matematicas muy distintas a las reacciones quimicas convencionales descritas
por la ley de accion de masas que si usan los otros modelos. Es por ello que los
parametros definidos por el modelo V, VI y VII son mas facilmente interpretables
desde un punto de vista quimico convencional.

Por otro lado, aunque ambos modelos asumen la formacion de los complejos
entre los metales y las sustancias himicas a través de grupos enlazantes (fendlicos, B o
carboxilicos, A) con distinta fuerza de enlace en los cuales los protones presentes
compiten con los metales para enlazarse, en el modelo NICA-Donnan los metales
enlazan con las sustancias htimicas de una manera monodentada, mientras que los otros
modelos permiten enlaces bidentados y tridentados. Por ello el modelo NICA-Donnan
no llega a ser capaz de explicar correctamente la competicion entre el metal y el proton
presente en el sitio enlazante, cosa que el modelo V y VI consigue explicar

satisfactoriamente con la introduccion de sitios multidentados [54].
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Ademas el modelo NICA-Donnan introduce la afinidad y heterogeneidad de
los sitios a través de una distribucion continua que contiene dos parametros, uno propio
del metal analizado k; y otro que describe la heterogeneidad de la sustancia humica K; .

A pesar de las diferencias existentes entre los modelos, a la hora de ajustar los
datos obtenidos con los observados experimentalmente, Tipping encontré que ambos
modelos se ajustaban bastante bien con los resultados experimentales y con

coeficientes de correlacion muy parecidos entre si, para Ca, Cuy Cd [54].

Aplicacién de los modelos a la especiacién de aguas naturales

Debido al elevado numero de parametros y ecuaciones que definen cada
modelo se han desarrollado numerosos programas informaticos basados en ellos que
facilitan enormemente su aplicacion a los sistemas reales. Entre los programas que se
pueden encontrar para realizar los calculos de las distintas especies formadas en
disoluciones acuosas los mas utilizados son los programas WHAM, CHEAQS,
WinHumic V y Visual Minteq. Los dos primeros utilizan el modelo VI descrito en el
apartado anterior, mientras que el tercero utiliza el modelo V y el ultimo permite
utilizar tanto el modelo NICA-Donnan, como el Stockholm Humic Model (SHM) o el
Gaussian [60,107].

A la hora de realizar la aplicacion de estos programas a muestras
medioambientales es necesario conocer la composicion de la muestra, incluyendo la
concentracion de COD y su naturaleza. Ademas es necesario suponer que las especies
se encuentran en la muestra en equilibrio, ya que los calculos con estos programas se
basan en esa premisa. Por ello hay que simplificar la composicion de la muestra
definiendo los distintos iones presentes en ella como especies sencillas del tipo Ni*",
OH’, HCOy5, etc, y reducir el estudio a las especies mas relevantes en el caso a tratar, es
decir, a los componentes de la muestra que vayan a influir en los resultados calculados

con el programa, principalmente por competicion con otros metales o ligandos.
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Generalmente lo mas correcto para modelizar la especiacion de una muestra
concreta es utilizar los parametros establecidos en el modelo por defecto e intentar
realizar el mejor ajuste de los datos experimentales cambiando las concentraciones de
las sustancias hiimicas “activas”, entendida como porcion que es capaz de enlazar con
los iones. En general, el contenido total de sustancias humicas es aproximadamente el
doble del contenido de COD, ya que el contenido en carbono de las sustancias humicas
es aproximadamente el 50% en peso, por lo que la proporcion activa de la materia
huimica sera igual o menor a dos veces la concentracion de COD [54].

A continuacidén se presenta un breve resumen de los trabajos realizados
utilizando estos programas de especiacion quimica en equilibrio para realizar estudios
de especiacion en aguas naturales, los cuales utilizan el modelo V y VI y el NICA-
Donnan, debido a que son los que mejor ajustan los datos experimentales obtenidos.
Entre las diversas aplicaciones realizadas para entender el rol de la materia orgdnica en
la toxicidad y biodisponibilidad de los metales en el medio acuatico, la mayoria
realizan la comparacion de los resultados obtenidos experimentalmente con los datos
calculados con los programas quimicos de especiacion.

En este sentido, Chakraborty y col. utilizaron el modelo VI con el programa
WHAM (The Windermere Humic Aqueous Model) para predecir las fracciones labil y
no labil de los metales Co, Ni, Cu y Zn en efluentes de minas y compararlos con los
resultados obtenidos con AACSV-CLEM, considerando la fraccion 1abil como la suma
de las concentraciones de los metales libres mas los complejos inorganicos [108]. Uno
de los parametros que encontraron mas relevantes a la hora de hacer la modelizacion
fue la concentracion de COD “activa” seleccionada para ajustar sus resultados. Para
ello, realizaron los calculos dando varios valores a este parametro: 40, 50, 60, 67 y 80
%, siendo el valor de 67 % el que mejor ajustaba los datos calculados con los
resultados experimentales. Sin embargo, el ajuste realizado cuando la muestra del
mismo efluente era diluida no se ajustaba correctamente con los datos predichos por

WHAM. Este fendmeno es explicado por un cambio en la conformacion de la molécula
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de COD debido a la baja fuerza idnica dejando mas accesibles los sitios de enlace, lo
cual no era tenido en cuenta en el modelo.

Por otro lado, Mandal y col. han observado con el mismo programa (WHAM)
el efecto de competicion de los iones Ca(ll) y Mg(Il) al estudiar las propiedades
enlazantes de los acidos fulvicos con Ni(Il) [109]. Estos autores afirman que al
aumentar la concentracion de estos iones en la muestra se forma mas cantidad de
complejos débiles con niquel aumentando con ello la toxicidad producida por este
metal en disolucion. Este hecho lo explican por la capacidad que tienen estos iones Ca
y Mg de enlazarse con mas sitios, ya que pueden encontrarse en la doble capa de
difusion y enlazados a sitios monodentados, mientras que las predicciones con WHAM
muestran que para el Ni(Il) los enlaces con la materia organica ocurren casi
exclusivamente con los sitios bidentados.

También mediante el programa WHAM, Doig y col. detectaron al aplicar el
modelo VI que a concentraciones en las que el niquel muestra toxicidad aguda para el
organismo de estudio ([Ni],w = 5 ppm) las concentraciones de COD tipicas de aguas
superficiales ([COD] = 10 mgl"') no afectan a la especiacion del niquel, no
encontrando diferencias estadisticamente significativas entre los experimentos con
COD vy en ausencia de COD. Sin embargo, para concentraciones menores de niquel
([Ni]totar = 0,2 2 0,5 ppb) la especiacion sufre un cambio disminuyendo la concentracion
de la especie niquel libre al aumentar la concentracion de COD [103]. Ademas, la
fraccion correspondiente a los acidos humicos (HA) complejaba mas al Ni(Il) que la
correspondiente fraccion de acidos fulvicos (FA) para una relacion dada de Ni:COD.
De hecho, este fendémeno ha sido observado anteriormente en varios estudios para el
niquel y el cobre [110-112].

Como ejemplo de la aplicacion del modelo NICA-Donnan para realizar la
modelizacion de las especies de niquel en aguas naturales se encuentra el trabajo
realizado por Worms y col. [87]. Estos autores compararon los resultados obtenidos

. . . D+ . .
con el programa Visual Minteq con las concentraciones de Ni~ determinadas mediante
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una resina de intercambio i6nico en aguas que contenian distintas concentraciones de
varios ligandos organicos (citrato, diglicolato, sulfoxina, oxina, dietilditiocarbamato y
sustancias humicas). Ambos resultados presentaban una buena correlacion para los
complejos formados con las sustancias himicas, sin embargo para los complejos
hidrofébicos neutros formados, como el Ni(DDC),’, se producia una sobreestimacion
de la especie Ni*", ya que eran retenidos por la resina pudiendo considerarse labiles.
Finalmente, Romero y Jonsson realizaron la modelizacion de las especies
presentes en muestras reales de aguas naturales con el programa Visual Minteq para
realizar la especiacion en ausencia de ligandos organicos y con el WinHumic V y
CHEAQS para estudiar el efecto en la especiacion de cobre de la presencia de distintos
ligandos organicos, como EDTA, acido ftalico y acidos htimicos [113]. Los datos
calculados los compararon con las concentraciones del metal libre obtenidas utilizando
un sistema de membranas liquidas, observando una buena correlacion entre ambos
valores. Por ultimo, realizaron la aplicacion del método desarrollado a la determinacion

del metal libre a varias muestras reales de aguas naturales con buenos resultados.

LIV. TECNICAS ANALITICAS PARA LA ESPECIACION DE METALES EN
AGUAS NATURALES

En general, el analisis de metales traza en aguas naturales presenta importantes
dificultades debido principalmente a la baja concentracion a la que aparecen dichos
elementos y a las interferencias producidas por la alta salinidad y complejidad de la
matriz, especialmente en agua de mar. Para el analisis de contenidos totales estas
dificultades se salvan mediante la realizacidon de una etapa previa de
preconcentracidon/separacion que permita por un lado aislar el analito de interés de la
matriz de la muestra y por otro aumentar su concentracion antes del analisis. Esto
implica aumentar la manipulacion de las muestras y con ello el riesgo de
contaminacion de las mismas. Si se tiene en cuenta las bajas concentraciones a las que

aparecen estos metales la contaminacién producida durante su manipulacién podria
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ocasionar serios errores en su cuantificacion. Por ello el analisis de metales pesados en
aguas naturales requiere en general de la aplicacion de técnicas de ultralimpieza, tanto
en el proceso de muestreo como en el necesario tratamiento de preconcentracion. Estos
procedimientos exigen el estricto seguimiento de una serie de protocolos sobre los que
se trabajé intensamente en las décadas de los 60 y 70, y deben realizarse en
instalaciones apropiadas, como Salas Blancas, lo que dificulta y encarece notablemente
el proceso [114]. Dichas técnicas, junto a protocolos de preconcentracion basados en la
extraccion con mezcla de ditiocarbamatos y la posterior medida con espectroscopia de
absorcion atdémica con atomizacion electrotérmica (GF-AAS), constituyen la
alternativa analitica mas utilizada para la cuantificacion de ultratrazas de metales en
aguas marinas [115-118]. Aunque estos principios son validos para el andlisis de las
distintas especies metalicas en aguas naturales, en este caso es preciso que el
pretratamiento de las muestras no modifique el equilibrio y composicion metalica de
las mismas. Por ello la técnica ideal para realizar estudios de especiacion de muestras
reales seria aquella que no modificara la muestra determinando directamente las
especies metalicas [25]. Actualmente es posible realizar una primera clasificacion
general de las metodologias utilizadas en este campo en técnicas electroquimicas y

técnicas no electroquimicas [119], las cuales se detallan a continuacion.

Técnicas electroguimicas

Entre las técnicas electroquimicas que se han utilizado ampliamente para
realizar estudios de especiacion destacan las técnicas voltamétricas. En general, estas
técnicas se basan en que el analito presente en una disolucion diluida se concentra en
una pelicula fina de mercurio (Hg) o de otro material electrédico (microelectrodo)
normalmente por electrodeposicion. Posteriormente, la especie electroactiva se
disuelve o libera del electrodo, invirtiendo la direccion del barrido de voltaje o

potencial [120].
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En general, en estudios de especiacion metalica realizados con técnicas
voltamétricas podemos diferenciar entre dos grupos [121]: las técnicas que no
perturban la muestra durante el analisis o técnicas directas y las técnicas que modifican

quimicamente la muestra durante el analisis o técnicas indirectas.

Técnicas directas

En el primer grupo encontramos técnicas de medida directa del ién metalico en
disolucion. En este sentido la técnica de voltametria de redisolucion anddica ha sido
ampliamente utilizada para diferenciar especies labiles y no labiles de plomo, cobre,
cadmio y zinc en muestras de agua de mar y estuaricas [49,122,123]. Para ello, esta
técnica determina la fraccion metalica de interés electroactiva presente en la muestra,
que sera la formada por las especies del metal libre junto con los complejos
inorganicos y organicos cuyas cinéticas de disociacion sean lo suficientemente rapidas
para que sean labiles y detectados como especies electroactivas. De este modo,
Andrade y col. determinan la concentracion de cobre enlazada a los compuestos
organicos fuertes, medida a través de la diferencia entre la concentracion total presente
en la muestra y la medida como 1abil con esta técnica [49].

Por otro lado también podemos encontrar en este grupo una técnica bastante
prometedora en este campo, como la Cronopotenciometria de Redisolucion (SCP,
stripping chronopotentiometry) o Cronopotenciometria de Redisolucion de barrido de
Potencial de deposicion (SSCP) para determinar la especiacion de metales en aguas a
niveles muy bajos de concentracion (nanomolar) [124,125]. En este caso tras el periodo
de preconcentracion, los metales depositados en la membrana del electrodo son
oxidados quimicamente, siendo registrada la variacion del potencial producido durante
este proceso de oxidacion del electrodo de trabajo en funcion del tiempo.

Otra técnica que recientemente ha mostrado buenos resultados en la medida de

iones de metales libres es la Redisolucion en Ausencia de Gradiente y Equilibrio
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Nernstiano (AGNES, Absence of Gradients and Nernstian Equilibrium Stripping). Al
igual que las técnicas anteriores esta técnica se basa en los mismos pasos de operacion,
a excepcion de que la redisolucion se realiza cuando se llega a una situacion en la que
no haya un gradiente de concentracion en la interfase o capa de difusion del electrodo,
y se alcance un equilibrio Nernstiano [126]. La concentracion del metal es
proporcional a la corriente, facilitando la interpretacion de los resultados. Esta técnica
ha sido aplicada para determinar el grado de complejacion de Zn y Cd con &cidos
hiimicos, midiendo la concentracion del metal libre que es comparado con los
resultados obtenidos con el modelo NICA-Donnan [127].

Aunque como se ha comentado, las técnicas voltamétricas son las mas
utilizadas para los estudios de especiacion metalica en aguas naturales, los electrodos
selectivos de iones permiten determinar directamente el i6n libre, lo que en ocasiones
resulta mas 1util que identificar las fracciones labiles y no labiles, las cuales son
dependientes de la metodologia utilizada. Los electrodos selectivos de iones en estado
solido fueron desarrollados en los 60 por la compaiiia de instrumentacion Orion, para
los iones Cd, Cu, Pb y Ag [128]. Esta técnica se basa en un electrodo de membrana que
responde selectivamente a ciertos iones en presencia de otros, siendo la medida
realizada a través de la relacion cuantitativa descrita por la ecuacion de Nernst. Sin
embargo, estos electrodos comercializados poseen altos limites de deteccion, del orden
de 10°-10® M, limitando su aplicacion para realizar la especiacion en aguas naturales
[129]. Aun asi, esta técnica ha sido utilizada para realizar estudios de especiacion de
metales como Cu(Ill) o Pb(Il) y para la validacion de otras técnicas utilizadas para
realizar estudios de especiacion [130-133] asi como en el campo de la ecotoxicologia

[134].
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Técnicas indirectas

En este segundo grupo se encuentran las técnicas de intercambio por
competicion de ligando (CLEM, Competing Ligand Exchange method) desarrolladas
en los ultimos 20 afios [135]. En este caso la muestra es modificada por la adicion de
un ligando sintético que va a competir con el ligando naturalmente presente en la
muestra para formar complejos bien establecidos con el metal a determinar, pudiendo
ser de tres tipos [136]:

* Complejos solubles voltamétricamente labiles: Como por ejemplo el
complejo formado entre el Cd(Il) y el ligando etilendiamina (EN) [137]. Al ser este
complejo 1abil, cuando se afiade a la muestra un exceso del ligando EN comparado con
los ligandos organicos débiles presentes naturalmente en la muestra, se llega al
equilibrio de intercambio de ligando, siendo los contribuyentes a la sefial medida en la
muestra los iones Cd*", los complejos inorganicos de cadmio y los complejos organicos
Cd-EN, siendo la suma de todas estas especies la fraccion 1abil de la muestra. A partir
de los balances de masas y la constante de formacion del complejo Cd-EN es posible
estimar la proporcion de las distintas especies.

= Complejos solubles voltamétricamente inertes. Como ejemplo puede citarse
el formado entre el Zn(Il) y el ligando EDTA [138]. Los complejos formados entre el
Zn y el ligando EDTA son no labiles, aunque menos fuertes que otros presentes en la
muestra (L1), por lo que al ser afadido en la muestra competird con los ligandos
inorganicos y organicos labiles por enlazar con el Zn, mientras que los complejos no
labiles no intercambiaran los ligandos con el EDTA afiadido. Por tanto la
concentracion del complejo Zn-EDTA se determinara por diferencia entre el pico de
corriente en la muestra original y el producido después de equilibrar la muestra con el
ligando EDTA afiadido. A partir de la concentracion de complejos Zn-EDTA se
determinan las concentraciones de las especies de Zn*", complejos organicos labiles y

complejos inorganicos.
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» Complejos adsorbidos en el electrodo, como el de Ni(Il) con
dimetilglioxima (DMGQG) utilizado para medir el niquel mediante la técnica de
voltametria de redisolucion catodica adsortiva (AACSV) [139]. Esta técnica se utiliza
para determinar la concentracion de niquel formando complejos fuertes con ligandos
naturales. Para ello, el ligando DMG es anadido a la muestra como ligando competitivo
formando el complejo Ni(DMG), que es adsorbido en la superficie del electrodo de
mercurio y cuantificado por la medida de la corriente producida cuando el complejo es
reducido. Esta medida correspondera a la fraccion labil de la muestra, como Ni%,
complejos inorgénicos y organicos débiles. Como en los casos anteriores a partir de la
formacion del complejo se estiman las proporciones de las distintas especies.

Entre estas técnicas se encuentra la de redisolucion catédica con competicion
de ligando (CLE-AdCSV) muy utilizada para determinar las distintas fracciones de
metales traza en aguas naturales. Esta técnica permite diferenciar entre la cantidad total
y la fraccion labil del metal, realizando un tratamiento previo de la muestra por
oxidacion con radiacion UV y posterior acidificacion para determinar totales y sin
pretratamiento para la fraccion 1abil [140]. Martino y col. realizaron la especiacion de
niquel en muestras estuaricas (Mersey, UK) con esta metodologia, definiendo la
fraccion labil analizada como la concentracion de niquel que es capaz de formar
complejos con la cantidad de DMG afiadida a la muestra para su analisis. Por otro lado
la cantidad total de niquel es determinada realizando una digestion UV previa a la
muestra acidificada y filtrada para su analisis con CLEM-AdCSV [53]. Con esta
misma técnica, Turner y col. desarrollaron un modelo utilizando dimetilglioxima como
ligando competitivo para determinar las fracciones labiles y no labiles de niquel en
muestras estudricas ricas en materia organica [140]. Para ello utilizan la técnica
desarrollada por Pihlar y col. en 1981 para determinar capacidades de complejacion y
constantes de estabilidad condicionales para los complejos organicos con niquel en
agua de mar, obteniendo que esta fraccion suponia del 15% al 60% del total de niquel

presente en la muestra analizada [141].
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Finalmente, Chakraborty y col. utilizaron esta misma metodologia para realizar
la especiacion de Co, Ni, Cu y Zn en efluentes de minas. Las cantidades totales las
analizaron con I[CP-MS e ICP-OES y utilizaron la AdCSV para realizar la distincion de
las distintas fracciones presentes en las muestras. Para ello, utilizaron distintos ligandos
sintéticos, DMG para Ni(Il) y Co(II), 8-hydroxiquinolina (8-HQ) para Cu(II) y amonio
I-pirrolidinditiocarbamato (APDC) para Zn(Il), siendo capaces de determinar la
fraccion labil del metal ademds de la cinética de disociaciéon de los complejos

organicos formados [108].

Técnicas no electroguimicas

A pesar de las ventajas que muestran las técnicas electroquimicas presentan
igualmente inconvenientes, y s6lo han podido aplicarse a la determinacion de unos
pocos metales, especialmente Cu, Cd, Zn, Pb, Ni y Co, por lo que se han buscado otras
alternativas. Entre las técnicas no electroquimicas mas empleadas para realizar la
determinacion de metales en aguas naturales se encuentran, entre otras, las técnicas
basadas en el uso de plasma acoplado inductivamente como ICP-OES o ICP-MS. Sin
embargo estas técnicas no permiten un andlisis directo, debido a las bajas
concentraciones que presentan estos elementos en las aguas naturales y a las
interferencias producidas por las matrices de estas muestras. Es por ello que es
necesaria la aplicacion de una etapa previa de separacion y/o preconcentracion de los
metales a analizar en la muestra. Entre las distintas metodologias utilizadas para
realizar esta etapa previa y diferenciar entre las distintas fracciones de metales en aguas
naturales se encuentran la extraccion en fase solida, como las resinas de intercambio
ionico [87,142] y la extraccion liquido-liquido, aunque en este Ultimo caso se puede
recurrir a una configuracion de membranas liquidas, las cuales permiten realizar la

extraccion y reextraccion de forma simultanea [143,144].
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La extraccion liquido-liquido es una de las técnicas de separacion mas
importantes en los laboratorios medioambientales, clinicos e industriales. Como es
bien sabido, esta metodologia se basa en la extraccion de un soluto desde una fase
acuosa a otra organica, siendo ambas inmiscibles entre si. Este reparto entre ambas
disoluciones va a depender de la constante de equilibrio para el reparto del soluto entre
ambas fases. Generalmente cuando se aplica esta metodologia a la separacion de
metales en muestras acuosas se realiza un proceso de reextraccion con una disolucion
acuosa acida que posteriormente se determina entre otras técnicas por espectrometria
de absorcion atdémica (AAS). Este sistema quimico presenta una gran versatilidad
debido a la facilidad de modificar tanto agente extractante como disolvente orgénico,
mientras que su principal inconveniente se encuentra en la complejidad para trabajar en
continuo, con vistas a abordar estrategias de automatizacion. Otro inconveniente que
presenta esta metodologia es su alto consumo de disolventes organicos, como es
recogido en los protocolos de preparacion de muestras SW-846, que es un resumen de
métodos analiticos y de muestreo evaluados y aprobados por el cumplimiento de las
regulaciones de la Ley de Recuperacion y Conservacion de Recursos (RCRA) de la
EPA (US Environmental Protection Agency) [145]. Es por ello que las membranas
liquidas presentan una alternativa cada vez mas utilizada para sustituir a la clasica
extraccion liquido-liquido, gracias a que sus multiples configuraciones permiten
desarrollar sistemas que utilicen menor volumen de disolventes organicos que se
ajusten mas a las lineas de la “Quimica Verde” (Green Chemistry). Aunque estos
sistemas se desarrollan en detalle en un apartado posterior, hay que sefialar que han
sido bastante utilizadas para realizar trabajos de especiacion en aguas naturales, aunque
la mayoria de ellos se encuentran centrados en la determinacion de las fracciones
labiles y no-labiles de cobre y en menor medida de plomo y cadmio [144,146,147].
Estos sistemas de separacion y/o preconcentracion ofrecen grandes ventajas frente a la
metodologia de extraccion liquido-liquido, como es la reduccion de la contaminacion

de la muestra al realizarse los procesos de extraccion y reextraccion en un solo paso,
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ademas de la mejora de los factores de preconcentracion, lo que la hace una
metodologia bastante interesante para su aplicacion a muestras acuosas
medioambientales.

Otras técnicas de separacion ampliamente usadas en especiacién en aguas
naturales son aquellas que utilizan el intercambio i6nico [87,103,142]. Esta técnica se
basa en el intercambio de iones presentes en una matriz sélida (resina), contenida
habitualmente en una columna, por los iones de interés presentes en la muestra al hacer
pasar la misma a través de la resina. Una vez que el i6n de interés se encuentra retenido
en la resina se hace pasar a través de ella una disolucion que permite su elucion para su
analisis por ICP-OES, ICP-MS u otra técnica instrumental.

La especiacion conseguida mediante esta metodologia suele ser de tipo
operacional, ya que dependiendo de la resina utilizada es posible retener distintas
fracciones mas o menos labiles del metal, ya que como Chakrabarti y col. observaron,
la fraccion de metal complejada afecta a la capacidad extractante/quelatante de la
resina [148]. Adicionalmente es posible la determinacion de los contenidos totales
mediante un tratamiento previo de acidificacion y fotdlisis UV de la muestra para
destruir los complejos del metal. En este sentido, Point y col. desarrollan una
metodologia para diferenciar los contenidos totales y la fraccion labil de distintos
metales mediante una resina de intercambio cationico acoplada a un ICP-MS [149].
Para la determinacion de los contenidos totales desarrollan un sistema in situ
automatizado con previa fotolisis UV y preconcentracion en la resina. En este caso se
considera como fraccion cinéticamente 1abil aquella que es retenida en la resina al
pasar la muestra sin tratar y que la constituyen los iones libres y los complejos de metal
débiles.

El uso de esta metodologia es también habitual para la determinacion del metal
libre, como por ejemplo los trabajos realizados por Worms y col. y Doig y col. para la
determinacion de Ni** en aguas naturales [87,103]. Estos autores observaron el mismo

efecto de reduccion de la capacidad de quelacion de la resina con el aumento de COD
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en la muestra y por tanto de la fraccion de metal complejado con la materia organica
que encontrd Chakrabarti para los metales Cd, Cu y Pb en muestras de rio y nieve
[148]. De este modo, consiguieron diferenciar entre la especie libre Ni*" y la fraccion
de niquel que se encuentra formando complejos con compuestos organicos estables,
incluso en presencia de sustancias hiimicas.

Sin embargo, Worms detect6é que los complejos hidrofoébicos neutros presentes
en la muestra pueden ser retenidos por la resina junto con el metal libre, hecho que
también fue observado por Sweileh para el cobre [150], lo cual confirma la
dependencia de este tipo de fraccionamiento de la resina utilizada y de las condiciones
quimicas del método.

En general, las técnicas convencionales de extraccion en fase solida mejoran
varios inconvenientes encontrados en las técnicas de extraccion liquido-liquido. En
este sentido consiguen reducir los residuos producidos durante el proceso y como
consecuencia generan menor contaminacion ambiental, reducen los tiempos de
extraccion y manipulacion reduciendo los posibles riesgos de contaminacion de la
muestra, evitan la formacion de emulsiones que dificultan la separacion de las fases y
mejoran los factores de preconcentracion [151]. Sin embargo las nuevas técnicas
desarrolladas en los ultimos afios de microextraccion han mostrado mejores factores de
preconcentracion, mejor reproducibilidad y disminucion de los volimenes de
disolventes utilizados [152,153]. Entre estas técnicas se han desarrollado los métodos
de microextraccion utilizando adsorbentes solidos o liquidos como la microextraccion
en fase solida (SPME) y la microextraccion en fase liquida (LLME), basados en los
mismos principios quimicos que la extraccion en fase soélida (SPE) o extraccion
liquido-liquido (LLE), respectivamente [154,155]. Estos métodos reducen
notablemente los volimenes de disolventes organicos reduciendo por tanto los residuos
toxicos producidos y su impacto medioambiental. Su principal interés en estudios de
especiacion se debe a que la alta relacion de volumenes entre la muestra y la disolucion

donde los metales son concentrados permite unos altos factores de preconcentracion
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sin que exista practicamente un cambio en la concentracion del metal inicial de la
muestra, y por tanto en la especiacion del mismo, durante la extraccion. Aunque su
aplicacion aun no se encuentra muy extendida para estos estudios de especiacion, el
interés actual por desarrollar tecnologias mas limpias estd aumentando los estudios
realizados en este sentido [156-158].

Una ultima técnica de separacion que recientemente ha adquirido una gran
repercusion en el estudio del fraccionamiento de metales en aguas naturales es la
difusion por gradiente en capa delgada o DGT (Diffusive gradient in thin film).
Desarrollada a mitad de los afios 90 por Davison y Zhang [159,160], este sistema se
basa en el transporte mediante difusion molecular de la fraccion 1abil a través de una
capa de gel que se encuentra entre la muestra y una capa de resina de intercambio
ionico. Como fraccion labil se entienden las especies libre, inorganicas y algunas
organicas del metal. Dicha difusion de las especies depende del tamafio de poro y del
tipo de gel y resina seleccionados para el analisis. Posteriormente el metal retenido es
eluido con acido nitrico de la resina y medido con técnicas de analisis convencionales
como el ICP-MS. El sistema permite diferenciar entre las especies labiles, tanto
inorganicas como organicas, optimizando el tamafio de poro utilizado en la capa de gel,
ya que las especies organicas formadas por las sustancias humicas difundian mas

lentamente y podian por tanto cuantificarlas por separado [161].

Es preciso sefalar que una ventaja adicional que ofrecen la mayoria de las
técnicas mencionadas, tanto electroquimicas como no electroquimicas acompaifiadas de
una previa separacion, es que permiten realizar estudios cinéticos, aportando
informacion sobre las constantes de formacion de los complejos presentes en aguas
naturales. En este sentido, las constantes de formacion de mas interés son las de los
complejos formados con la materia organica, debido a que representan una herramienta
muy util para el mejor entendimiento del papel que juegan estas sustancias en la

movilidad y biodisponibilidad de los metales en los ecosistemas acuaticos. El
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inconveniente es la gran heterogeneidad de la naturaleza de dichas sustancias en las
aguas naturales, traduciéndose en la aparicion de una gran amplitud de valores para
dichas constantes. A esta dificultad se une la necesidad de definir la “ventana analitica”
del método en cada caso, la cual se corresponde con el rango de valores de una
determinada propiedad del compuesto o elemento a determinar (como por ejemplo
reactividad para la complejacion, absorcion ultravioleta, etc.) al que la técnica analitica
en cuestion es sensible y que va a condicionar en gran medida los resultados obtenidos
[62]. Por ello, es preciso definir claramente la técnica utilizada para el calculo asi como
las condiciones bajo las que se ha llevado a cabo el analisis. No obstante una gran parte
de los estudios realizados sefialan unas constantes de formacion para los complejos de
niquel con falvicos (Ni-AF) y humicos (Ni-AH) de 10**-10%° M y 10°°-10%° M
respectivamente, utilizando un amplio rango de condiciones de trabajo y técnicas
diferentes como las metodologias de IET o CLEM-AdCSV [87,89]. Para otros metales
como el cobre, se han obtenidos constantes de formacion para los complejos formados
con himicos y falvicos de 9,2:10° M y 4,7-10° M™' a pH 7 utilizando la técnica de
voltametria de redisolucion anddica (ASV) [110]. Otro trabajo realizado con esta
técnica ha determinado que las constantes de formacion de los complejos para el plomo
son de 0,78-10° M™! y 0,15-10° M, para los humicos y fulvicos respectivamente, para
un valor de pH de 4,5 [162]. Por ultimo, Van Ginneken y col. encontraron valores de
las constantes de formacion de cadmio con dos tipos de acidos hlimicos comerciales de
10%° M y de 10%* M con un modelo de enlace unidentado y de 10%** para L1 y
10>* para L2 con un modelo bidentado, utilizando la metodologia de competicion de
ligando seguida de una extraccion liquido-liquido [143]. De estos resultados obtenidos
por varios autores con tecnologias diferentes se desprende que en general los acidos
hiimicos forman complejos mas estables con los iones metalicos tenidos en cuenta que
los acidos fulvicos. Este hecho ha sido ademas observado por Guthrie y col. en su
trabajo realizado con dos técnicas diferentes: IET y AdCSV [84]. Como se comento

anteriormente este hecho lo explican por los grupos funcionales presentes en la
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molécula de los acidos humicos que pueden formar complejos mucho mas fuertes con

el metal.

L.V. METODOLOGIAS DE MEMBRANAS LIQUIDAS

Como se ha comentado anteriormente, las membranas liquidas ofrecen una
alternativa como sistema de separacion y preconcentracion a los sistemas clasicos de
extraccion liquido-liquido para el analisis de metales traza en aguas naturales, tanto de
contenidos totales como para su especiacion. Por un lado, permiten realizar la
extraccion y reextraccion de especies de forma simultanea reduciendo la
contaminacion de la muestra. Por otro, permiten realizar trabajos en continuo con
vistas a automatizar el sistema.

Una membrana liquida (ML) es, esencialmente, una barrera liquida que separa
dos disoluciones inmiscibles con ella y a través de la cual se realiza un transporte de
especies quimicas. La disolucion donde se encuentra inicialmente la especie que se
quiere transportar se denomina disolucion cargada, y la disolucion de destino se
denomina disolucién receptora. El transporte tiene lugar, como se ha mencionado
anteriormente, mediante la simultaneidad de los procesos de extraccion y reextraccion.
Es decir, nos encontramos ante un proceso cinético, en el cual, a diferencia de los
procesos de extraccion liquido-liquido, no llega a alcanzarse el equilibrio entre las

distintas especies que intervienen en el proceso [163,164].

Mecanismos de transporte

Los mecanismos de transporte utilizados en esta metodologia se pueden
diferenciar basicamente en aquellos mecanismos basados en la solubilidad del soluto
en la membrana (permeacion) y los que utilizan un agente extractante para realizar el
transporte (transporte asistido). El primero (figura 1.4.a), denominado transporte

simple, tiene lugar cuando el soluto es soluble en la membrana liquida siendo
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transportado a través de ella sin producirse ninguna reaccion quimica. De este modo, el

soluto se encontrara en la misma forma quimica en las tres fases.
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Figura 1.4. Mecanismos de transporte de un soluto en sistemas de membranas liquidas O
disoluciones acuosas O membrana [165].

En el caso del transporte asistido, que aparece en la figura 1.4.b, el soluto
interacciona con el reactivo extractante, presente en la fase organica, al entrar en
contacto con la interfase cargada-organica, formando un complejo que difunde a través
de la membrana hasta llegar a la interfase membrana-receptora, donde el complejo se
disocia permitiendo que el soluto pase a la disolucidon receptora. Sin embargo existen

dos variaciones del transporte asistido o facilitado, la primera es el que aparece en la
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figura 1.4.c, en la que el transporte del metal se favorece por un contratransporte de
iones en sentido opuesto a éste, es decir, pasando de la disolucion receptora a la
cargada. En este caso, al producirse la disociacion del complejo en la interfase
membrana-receptora el extractante es regenerado con estos contra-iones difundiendo
en sentido contrario hasta la interfase cargada-membrana, donde vuelve a reaccionar
con el i6n metalico.

La segunda forma de transporte facilitado seria el realizado con cotransporte
acoplado, que aparece en la figura 1.4.d, en el que un anion presente en la disolucion
cargada es co-transportado junto al soluto hacia la disolucioén receptora.

Por ultimo se encuentra el mecanismo de transporte denominado “activo” que
aparece en la figura [.4.e, cuya fuerza impulsora es una reacciéon de oxidacion-
reduccion, reaccion catalitica o conversiones bioquimicas en la interfase de la
membrana. Este tipo de transporte es altamente selectivo, debido a que la tnica especie
extraida va a ser la que sufra la reaccion quimica en la interfase de la membrana. Como
ejemplos, es posible citar el transporte de cobre por tioéteres [166].

Generalmente, el mecanismo de transporte facilitado con el uso de agentes
transportadores en las membranas liquidas presenta varias ventajas sobre el de
permeacion, entre las que destacan [163]:

- Es posible alcanzar mayores flujos de materia.

- Es posible realizar separaciones muy selectivas. La naturaleza selectiva del
transportador permite obtener mejores separaciones que aquellas basadas
solo en la solubilidad y difusion de la especie quimica de interés.

- Los iones pueden ser concentrados, ya que el transporte acoplado permite el
paso de iones en contra de su gradiente de concentracion. Este es el caso del
transporte de metales de transicion producido por extractantes como el
DEHPA [165].

De hecho, Schlosser y col. desarrollaron un sistema de membrana liquida en el

que el fenol era extraido por permeacion simple en una membrana de n-alcanos. Sin
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embargo, observaron que al afiadir el agente extractante sulfuro de tributilfosfina

(TIPS) en la disolucion de n-alcanos obtenian un coeficiente de distribucion para los

fenoles 13,5 veces mayor que cuando usaban solo n-alcanos [167]. Asi, mediante la

correcta seleccion del agente extractante, las MLs pueden ser utilizadas para la

separacion y/o preconcentracion de numerosos metales presentes en diferentes tipos de

muestras. En este caso, el transporte tiene lugar en tres etapas:

1.

Reaccion metal-extractante en la interfase de las disoluciones cargada-
organica.

Difusion del complejo metal-extractante en la disolucion organica
Reaccion de disociacion del complejo metal-extractante en la interfase

organica-receptora.

Por todo ello, la eleccion del agente extractante sera de suma importancia en

este tipo de transporte. De este modo, las principales caracteristicas a tener en cuenta a

la hora de realizar la seleccion del extractante a utilizar en la membrana liquida son

[165]:

Alta selectividad por las especies a extraer.

Alta capacidad de complejar y extraer el soluto en la interfase cargada-
membrana liquida, es decir, alto coeficiente de distribucion o constante de
particion.

Rapida cinética de formacion del complejo con el soluto en la interfase
cargada-membrana y de disociacion del mismo en la interfase membrana-
receptora.

Rapida cinética de difusion del complejo soluto-agente extractante a través
de la membrana liquida.

Buena estabilidad en la membrana liquida y baja solubilidad en las fases
acuosas.

Que no existen reacciones paralelas del extractante con otras especies

presentes en el sistema ni reacciones de degradacion del mismo
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7. Ser facilmente regenerable durante el proceso.

8. Buenas caracteristicas fisicas, tales como viscosidad, densidad y tension
superficial.

9. Baja toxicidad y corrosividad.

10. Bajo coste.

Ademas, estos mecanismos de transporte pueden ser mejorados utilizando
reactivos en la disolucion receptora que reaccionen con el soluto mejorando su
solubilidad en dicha disolucion [168]. En este sentido, Pathasarathy y Buftle estudiaron
el efecto de varios ligandos en la disolucion receptora en la extraccion de cobre con el
extractante 22DD, obteniendo los mejores resultados cuando utilizaban el ligando
pirofosfato de sodio, debido a que analizando la disolucion cargada observaron que el
i6n pirofosfato no era transportado a través de la membrana desde la disolucion

receptora, y si lo eran el resto de los ligandos estudiados [169].

Configuraciones de membranas liquidas

Por lo que respecta a su configuracion, existen principalmente tres alternativas
para la aplicacion de las membranas liquidas: Membranas liquidas de volumen (MLV),
membranas liquidas soportadas (MLS) y membranas liquidas de emulsion (MLE)
[163,164,170]. Mientras que la ultima de ellas encuentra su principal aplicacion en el
tratamiento de grandes volumenes de muestra (por ejemplo en hidrometalurgia), las
dos primeras son aplicadas para estudios a escala de laboratorio y para pequefios

volumenes de muestra.

Membranas liquidas de volumen

Las membranas liquidas de volumen utilizan, en comparacidon con otras
configuraciones, un volumen relativamente alto de fase organica (del orden de los

mililitros), y por su facilidad de manejo y accesibilidad a las tres disoluciones
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empleadas, son ideales para los estudios de optimizacion de las variables que controlan
los sistemas de transporte, como tipo de extractante y mecanismo de transporte que
utiliza [163]. En este sentido, Ledn y Guzman han realizado el estudio cinético de dos
sistemas de contra-transporte facilitado para Cu y Co utilizando celdas de agitacion con
transferencia de tipo Lewis [171,172]. El inconveniente que presentan, es que debido al
volumen de la membrana la velocidad de transporte de la especie de interés es
relativamente baja. Se han utilizado distintos tipos de celdas para construir este tipo de
membranas, alguna de las cuales se muestran en la figura 1.5, existiendo alternativas

para disolventes organicos de mayor densidad que el agua (I y II) o de menor (III).
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Figura 1.5. Distintos tipos de celdas utilizadas para membranas liquidas de volumen. A:
disolucion cargada, B: membrana liquida, C: disolucion receptora.

Membranas liguidas soportadas

Al contrario de las membranas liquidas de volumen, las membranas liquidas
soportadas utilizan un volumen mas pequeno de fase organica, en este caso
impregnando el interior de los poros de un soporte polimérico hidrofébico poroso (de
polipropileno (PP) o fluoruro de polivinilideno (PVDF)) generalmente de forma plana
o tubular (capilares de fibra hueca). Las principales configuraciones de este tipo de

membranas se encuentra representadas en la figura 1.6 donde se observa que la
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membrana se encuentra en los poros del soporte polimérico actuando de barrera
semipermeable entre las disoluciones acuosas. Como puede observarse, es posible
diferenciar dos configuraciones principales: una laminar o plana, en la que el soporte
donde se encuentra la membrana tiene forma laminar y se coloca entre las disoluciones
acuosas contenidas en distintos recipientes, y una configuracion de capilares de fibra
hueca, en la que el soporte es un capilar que contiene una de las disoluciones acuosas
en su interior, generalmente la receptora y que es sumergido en la otra disolucion
acuosa, generalmente la cargada [165]. Ambas configuraciones se pueden utilizar con
flujo continuo de una o de las dos disoluciones acuosas, que serian recirculadas

continuamente durante la extraccion.

Soporte microporoso
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Figura 1.6. Esquema de una membrana liquida soportada con geometria laminar y capilar de
fibra hueca. (C) Disolucion cargada; (R) Disolucion receptora.

Este tipo de configuracién presenta como ventajas principales su mayor
velocidad de transporte, debido al uso de una membrana liquida muy fina, y la
posibilidad de recirculacion de las disoluciones acuosas, lo que permite la utilizacion
de volimenes de muestras mucho mayores que los volimenes de disolucion receptora,
consiguiéndose asi altos factores de preconcentracion en el tratamiento de muestras
reales. Sin embargo, el contacto con las fases acuosas puede causar pérdidas de la fase

organica del interior de los poros, pudiendo llegar a perderse por completo entrando asi
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en contacto las dos disoluciones acuosas. Debido a ello resulta conveniente que tanto
disolvente como transportador presenten alta hidrofobicidad. Otro inconveniente que
presenta esta configuracion radica en las bajas tasas de transporte global que se
obtienen debido a su inestabilidad como consecuencia de la pérdida de la fase organica
de los poros. No obstante, gracias a sus ventajas, las membranas liquidas soportadas
son indudablemente las mas utilizadas, pudiendo realizar separaciones de muy diversa
naturaleza, como por ejemplo compuestos gaseosos [173], recuperaciones de metales
toxicos [174] y de compuestos organicos [175] o desalinizacion de aguas [176].

Como ejemplo, Marchese y col. han utilizado el tipo de configuracién laminar
para estudiar el transporte de cobre, niquel y cobalto a través de una membrana liquida
formada por DEHPA disuelto en keroseno, asi como para determinar la influencia que
el pH de las disoluciones acuosas ejercia sobre dicho transporte, consiguiendo una
recuperacion mayor del 90% para estos metales [177].

En los ultimos aflos esta aumentando el interés en el impacto medioambiental
producido por las metodologias analiticas. Es por ello, que se estan desarrollando
nuevas metodologias de analisis que se ajusten mas a los principios que establece la
“Quimica Verde”. En este sentido, los sistemas de microextraccion en fase liquida
(LLME) que se basan en la utilizacion de membranas soportadas con capilares de fibra
hueca son una alternativa adecuada que reduce en gran medida la cantidad de
disolvente utilizado y como consecuencia el volumen de residuos toxicos generados
durante el analisis [178,179]. De hecho, forman parte de las denominadas técnicas
“solventless” debido al reducido volumen de disolvente utilizado.

Gracias a su conformacion estas membranas liquidas presentan ademas varias
ventajas frente a las membranas de volumen, como:

= Posibilidad de automatizar el sistema.
= Posibilidad de usar disolventes y agentes extractantes caros debido al pequefio

volumen necesario de fase organica.
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= Menores cantidades de residuos producidos durante el proceso, por lo que se
reduce la contaminacioén ambiental.

= Disminucion de la contaminacion de la muestra durante el montaje.

* Disminucion del tiempo de funcionamiento del sistema.

= Posibilidad de conseguir mayores factores de separacion.

= Posibilidad de realizar el andlisis con flujo continuo o discreto, entendiendo
por continuo cuando la disolucién receptora es bombeada durante el proceso
de extraccion.

=  Menor cantidad de muestra necesaria para realizar el analisis, lo que es
bastante 1til cuando se analizan muestras caras o se dispone de poco volumen
de muestra.

= Menor coste y facil manejo.

Membranas liquidas de emulsion

Este tipo de membranas se prepara dispersando una fase liquida receptora en
un liquido inmiscible, que constituye la membrana, para formar una emulsion (figura

1.7).

Disolucion receptora

Membrana liquida

&Y = SR
-~
> ° & s
5 &y :
% % <4— Disolucién cargada

Figura 1.7. Esquema de membrana liquida de emulsion.
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La ventaja de esta configuracion consiste en la gran superficie que presentan y
su escaso grosor, lo que implica tasas de transporte mas altas [180]. Al mismo tiempo
la elevada relacion de volimenes entre las fases acuosas permite obtener un alto grado
de preconcentracion. Su principal inconveniente es la necesidad de romper la emulsion
para recuperar la fase receptora, una vez que se ha completado el transporte, debido a
su estabilidad [163]. A pesar de ello, esta configuracion ha sido utilizada ampliamente

para realizar la separacion de metales en multitud de muestras acuosas [181-183].

Aplicaciones a la especiacion de metales traza en aguas naturales

En el campo de la quimica analitica se han desarrollado multitud de
aplicaciones de las membranas liquidas, especialmente para la determinacion de varios
compuestos en los distintos compartimentos ambientales [184]. Su interés en este
campo procede de la posibilidad de eliminar las complejas matrices ambientales donde
se encuentra el analito de interés y de la posibilidad de realizar simultaneamente un
paso de preconcentracion. Es por ello, que las membranas también se han aplicado
como paso previo de preconcentracion y/o separacion de metales traza en muestras
reales donde se encuentran presentes en bajas concentraciones o la matriz de la muestra
interfiere en su determinacion como en agua de mar [185-189].

En cuanto al estudio de especiacion de metales a través de membranas liquidas
cabe destacar los trabajos realizados por Parthasarathy y col. para la especiacion de
cobre. En este sentido, Parthasarathy y Buffle desarrollaron un sistema de membrana
soportada con geometria laminar utilizando como agente extractante un éter corona, el
22DD [190]. Estos autores determinaron la fraccion libre de cobre y la influencia de la
presencia de ligandos organicos como el Tyron (Ty) y el oxalato (OX) en el transporte
de dicha especie a través de la membrana, encontrando que los complejos formados
con estos ligandos neutros, como el CuOX, eran capaces de pasar parcialmente a través

de la membrana debido a su caracter liposoluble mientras que los cargados
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negativamente como el Cu(OX),” no podian hacerlo. Por tanto estos autores explican
que este hecho conlleva un error en la estimacion, mediante esta metodologia, del
grado de complejacion del metal en las aguas naturales que contienen complejos
organicos neutros, siendo mayor cuanto mayor sea el grado de complejacion del metal.
Es por ello que este efecto podria limitar la aplicacion de esta metodologia a estudios
de especiacion. En la misma linea Parthasarathy y col. realizaron un estudio similar
con el mismo metal y extractante, estudiando la influencia de distintos ligandos
organicos entre los que se encontraba los acidos fulvicos (AF) en un sistema de
membrana soportada con geometria laminar y capilares de fibra hueca [191]. Utilizaron
estos ligandos debido a que poseen grupos funcionales parecidos a los de las sustancias
humicas, ademas de formar complejos cargados negativamente y neutros. Al igual que
el trabajo expuesto anteriormente, las especies cargadas no eran transportadas, siendo
en este caso la unica especie transportada el cobre libre. De este modo la técnica
permitia diferenciar entre el metal libre y los complejos orgénicos estables presentes en
las aguas naturales.

Otro trabajo realizado por Parthasarathy y col. sobre la especiacion de cobre a
través de sistemas de membrana liquida de permeacion (MLPs) en presencia de
distintos ligandos organicos que forman complejos neutros o lipofilicos mostraron que
no todos los complejos lipofilicos pasan a través de la membrana [146]. En este caso su
transporte dependera de su coeficiente de particion en la membrana lipofilica, ya que el
cobre extraido en presencia de estos ligandos aumentaba con el aumento del
coeficiente de particion del complejo organico. Por tltimo aplicaron esta metodologia a
diferentes muestras de aguas naturales encontrando que la fraccion medida con esta
técnica, que correspondia a la fraccion de iones libres mas los complejos labiles o
liposolubles del metal, era siempre menor que la correspondiente a la concentracion
total presente en las muestras, siendo esta técnica adecuada para realizar estudios de

especiacion en este tipo de muestras.
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También para el cobre, Romero y Jonsson utilizaron un sistema de membrana
liquida soportada de configuracion laminar con otro éter corona, el 1,10-dibencil-1,10-
diaza-18-corona-6 para estudiar el efecto en el transporte de este metal de la presencia
de ligandos organicos como AEDT, acido ftalico y acidos humicos [113]. La
concentracion de la especie Cu®" determinada con esta técnica en presencia de estos
ligandos orgénicos la compararon con datos teodricos calculados con programas de
especiacion quimica como CHEAQS V L20.1 para los ligandos AEDT y acido ftalico,
y el WinHumic V para los acidos humicos, encontrando que existia una correlacion
lineal entre ambas concentraciones. Por ultimo, realizaron la aplicaciéon del método
estudiado a la especiacion de cobre en muestras de arroyos y lixiviados obteniendo que
entre el 30 y el 50% del cobre total disuelto era extraido, siendo el resto asociado a la
fraccion de cobre formando complejos organicos que no son extraidos bajo las
condiciones estudiadas.

Por ultimo, Gunkel-Grillon y Buffle, han utilizado un sistema de membrana
liquida soportada similar a los anteriores con el éter corona Kryptofix 22DD para
determinar selectivamente los complejos de cobre labiles y no labiles, en un sistema de
flujo a través de una celda de membrana liquida de permeacioén desarrollado para este
estudio [147]. Para ello, prepararon disoluciones sintéticas con ligandos organicos
hidrofilicos que forman complejos con Cu(Il) tanto inertes, como el acido
nitriloacético, como labiles como los acidos tartarico o malonico. Encontraron que este
sistema mostraba una selectividad suficiente para separar las fracciones mencionadas,
sin embargo mostraba menor sensibilidad que los sistemas desarrollados en capilares
de fibra hueca aunque eran suficientes para realizar su aplicacion a aguas naturales
[157]. Detectaron que una de las limitaciones para la correcta determinacion de dichos
complejos es el efecto de la presencia de complejos denominados semi-labiles
(lipofilicos) en el flujo a través de la celda, que se encontraba ligado a sus velocidades

de disociacion en la disolucion.
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También se han usado otros extractantes como el Lasalocid A para el estudio
de la especiacion de cobre en aguas marinas con un sistema de membrana soportada en
presencia de ligandos organicos como el AEDT y los acidos himicos [192]. En este
caso se realiza la especiacion de cobre, diferenciando entre las fracciones labiles, como
aquellas capaces de formar complejos estables con el extractante para ser transportadas
a través de la membrana, incluyendo las especies libre del metal, complejos
inorganicos y organicos cuyas velocidades de disociacion sean lo suficientemente
rapidas para permitir su extraccion, y la fraccion no labil de cobre incluyendo los
complejos organicos estables cuyas cinéticas de disociacion son lentas para ser
transportados y entre las que se encontraban los complejos formados con los ligandos
AEDT y acidos humicos.

Los éteres corona también han sido utilizados en membranas liquidas para la
especiacion de otros metales como el cadmio. En este sentido, Bayen y col. estudiaron
un sistema de membrana liquida con el reactivo extractante 22DD para evaluar la
especiacion de este metal en aguas naturales utilizando una configuracion de
membrana liquida soportada laminar [193]. Este método lo validaron utilizando un
electrodo selectivo de iones cadmio comprobando la validez de la metodologia para la
determinacion del cadmio libre en el rango de concentraciones de 10® a 10* M. El
estudio de especiacion lo realizaron a través de medidas de los flujos de Cd(Il) en
ausencia y presencia de distintos agentes complejantes como citrato, malonato,
nitrilotriacetato y los acidos humicos estandar del rio Suwannee. Realizando una
comparacion con calculos tedricos de especiacion obtenidos con el programa
MinteqQA2 demostraron que en las condiciones quimicas estudiadas solo la especie
Cd** era transportada a través de la membrana y las especies labiles con los ligandos
citrato o malonato no lo eran, pudiendo por tanto diferenciar entre las especies
presentes en la muestra.

En el caso del Pb, Bautista-Flores y col. estudiaron el efecto producido en el

transporte de este metal en un sistema de membrana liquida con capilares de fibra
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hueca en presencia de los principales ligandos inorganicos y orgéanicos usando Kellex
100© como agente extractante en aguas naturales [158]. Los complejos formados con
los ligandos inorganicos fueron en su mayoria labiles siendo transportados junto al i6n
libre. Por otro lado, el ligando CN™ mostr6 una capacidad catalizadora de la velocidad
de permeacion de plomo, debido a que acelera el intercambio de las moléculas de agua
de la capa externa de coordinacion del cation metalico por los aniones presentes en la
muestra aumentando su transporte a través de la membrana incluso cuando la
concentracion de plomo disminuia en la disolucion cargada. Por el contrario, al igual
que otros autores observd que los complejos fuertes formados por el plomo con los
acidos huimicos, asi como los complejos organicos inertes no eran transportados por la
membrana.

Existen muy pocos trabajos que estudien la especiacion de niquel en aguas
naturales con esta metodologia, siendo el trabajo de Bayen y col. practicamente el
unico realizado en este campo de investigacion [194]. Al igual que en los estudios
comentados para Cu(Il) y Cd(I) utilizaron el éter corona 22DD, con la salvedad de que
afiadieron a la membrana liquida el extractante DEHPA, para realizar la determinacion
del transporte de niquel libre a través de la membrana en presencia de distintos
ligandos organicos, como tartrato, oxalato, glicina y acido nitrilotriacético. En todos
los casos detectaron que la unica especie transportada era la del ion libre, siendo las
demas (los complejos organicos de niquel) retenidas en la disolucion cargada.

Finalmente, Bayen y col. realizaron la aplicacion de las membranas liquidas a
estudios de especiacion de los metales Cu(Il), Cd(Il) y Pb(I) en presencia de los
ligandos inorganicos mayoritarios en las aguas naturales como sulfato, carbonato y
cloruros bajo las condiciones quimicas en las que se pueden formar complejos neutros
(més del 73% de los complejos presentes en la disolucion) [195]. De los resultados
obtenidos por estos investigadores en presencia y ausencia del agente extractante en la
disolucion organica se deduce que no se produce un transporte ni activo ni pasivo de

las especies neutras formadas por el sulfato a través de la membrana para los tres
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metales estudiados. Por el contrario, los complejos de carbonato para los tres metales y
los de cloruro so6lo para el Pb y Cd, si se transportan de forma activa aunque no pasiva,
ya que no se observaba el transporte en ausencia del agente extractante en la membrana
liquida. En este sentido, el transporte activo de los complejos clorurados de Pb y Cd no
se explica por el transporte del complejo inorganico del metal, sino que proponen que
el anién cruza la membrana junto con el extractante y el catiébn sodio o con el
extractante protonado. Sin embargo, en el caso del transporte activo de los complejos
carbonatados no consiguieron realizar ninguna hipdtesis para su explicacion, debido a
que detectaron un transporte pasivo de CO, mucho mayor que el flujo del metal.

En ocasiones los estudios con membranas liquidas simulan las condiciones
encontrada en las membranas bioldgicas y estudian como los diferentes complejos
pueden atravesar las membranas celulares evaluando asi su mayor o menor toxicidad.
Este es el caso del trabajo de Slaveykova y col. enfocado a la prediccion de la
biodisponibilidad del Pb por el alga Chlorella kesslerii, midiendo los flujos de este
metal a través de la membrana liquida en presencia y ausencia de diversos ligandos
organicos como tyron y los acidos nitrilotriacético, iminodiacético, maldnico, citrico,
poliacrilico y acidos fulvicos [196]. Los autores sefialan que los flujos calculados con
la membrana eran proporcionales a la cantidad de especie de plomo libre, mas que a su
concentracion total por lo que so6lo esta fraccion seria biodisponible. Sin embargo, los
flujos biologicos calculados con la membrana bioldgica en presencia de acidos fulvicos
era mayor que los observados con la membrana liquida de permeacion estudiada
pudiendo haberse producido una interaccion directa entre este ligando y el
microorganismo [197]. También se ha estudiado la biodisponibilidad de Cd para este
mismo organismo mediante comparacion de los resultados obtenidos con una
membrana liquida y los flujos del metal a través de la membrana bioldgica [193].

En cuanto a la aplicacion de las metodologias de membranas a la especiacion
de metales en sus diferentes estados de oxidacion podemos encontrar numerosos

trabajos realizados para diferenciar entre las especies de selenio, cromo y arsénico,
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diferenciando entre las especies mas toxicas de estos metales, como Cr(VI) y As(Ill) y
las especies de Cr(IIl) y As(V) [198-200]. A modo de ejemplo es posible comentar el
trabajo realizado por Djane y col. con un sistema de membrana liquida soportada con
configuracion laminar en un sistema con dos celdas acopladas para realizar la
separacion entre las especies de Cr(III) y Cr(VI) [201]. En este sistema, en la primera
celda se separaba selectivamente las especies de Cr(Ill), siendo principalmente
Cr(H20)40H2+, utilizando DEHPA disuelto en keroseno. Posteriormente la muestra
pasaba a la segunda celda donde las diferentes especies de Cr(VI), HCrO4*, CrO4* y
Cr2072', eran separadas utilizando el reactivo Aliquat© en dihexileter manteniendo el
pH a valores del pH fisioldgico para evitar que estas especies se redujeran durante el
proceso de extraccion. Otro trabajo que realiza la aplicacion de membranas liquidas
soportadas de configuracion plana para realizar la especiacion de cromo en muestras de
aguas naturales es el llevado a cabo por Alguacil y col. [202]. Estos autores
encontraron que con este sistema el flujo de Cr(VI) a través de la membrana con el
agente extractante Cyanex 9230© era 29 veces mayor que el de Cr(Ill), permitiendo la

separacion entre ambas especies.

LVI. EXTRACTANTES DE METALES EN MUESTRAS ACUOSAS

A la hora de realizar estudios con membranas liquidas uno de los aspectos mas
importantes a tener en cuenta es la adecuada seleccion del agente extractante disuelto
en la disolucién organica, debido a que realizando una buena eleccion se puede
conseguir una alta selectividad de los metales a separar y mejorar la estabilidad de la
membrana liquida en el sistema.

Una clasificacion general desde un punto de vista quimico de los extractantes
utilizados para realizar la separacion y/o preconcentracion de metales en muestras
acuosas los divide en tres grupos, segun si durante el proceso de extraccion actiian

como ligandos que intercambian cationes, aniones o forman especies neutras [165]
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Extractantes que intercambian cationes

Este tipo de extractantes recoge algunos de los reactivos mas utilizados en los
estudios de metales en aguas naturales, asi como en procesos de recuperacion de
metales de aguas residuales industriales. Puede ademas dividirse en dos grandes
grupos, aquellos que contienen grupos funcionales tipo acido carboxilico (-COOH) o
sulfonicos (-SOs;H) llamados extractantes acidos, como DEHPA, Cyanex 273, etc. y
los extractantes de quelacion que contienen grupos donadores capaces de formar
complejos con iones metalicos, como hidroximas, derivados de oxinas, Kelex 100,
serie LIX y Acorga. El proceso de extraccion para este tipo de extractante se basa en la

siguiente reaccion general [203]:

M" e + 2(HA)zpe = MRy g+ 2H (1.19)

donde R representa al extractante organico y M"" al i6n metélico.

Extractantes acidos

Aunque los extractantes acidos han sido ampliamente usados para la
determinacion de contenidos totales de metales en aguas naturales su uso para estudios
de especiacion se encuentra bastante restringido debido a que las reacciones de
extraccion suponen el intercambio de protones por los iones metalicos que se acumulan
en la muestra modificando su pH y por tanto la especiacion del metal.

Dentro de este grupo es posible encontrar una gran cantidad de reactivos
disponibles comercialmente, lo que explica su popularidad para la extraccion de
metales en diversos tipos de muestras acuosas.

En este sentido el DEHPA ha sido utilizado en varios sistemas de extraccion
basados en el uso de membranas liquidas (MLs) para el analisis de Cu y Cd en agua de

mar [185,186]. Sin embargo esta misma ausencia de selectividad implica la extraccion
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no deseada de otros cationes, como Ca y Mg, que disminuyen la eficacia de la
extraccion de los analitos de interés pudiendo en algunos casos minimizar este efecto
usando enmascarantes quimicos como el acido citrico [186].

Como se ha comentado de forma general, el caracter acido de este extractante
no permite su aplicacion en estudios de especiacion de metales debido al cambio de pH
en la muestra que causa cambios en los equilibrios naturales de la misma, y las
distintas especies presentes del metal son modificadas [113]. Sin embargo, Trtic-
Petrovic y Jonsson han utilizado este extractante para investigar los complejos
formados de cobre con los &cidos humicos, ya que observaron que la eficiencia de la
extraccion disminuia con el aumento de la concentracion de acidos humicos presente
en la muestra acuosa, mostrando claramente la formacion de complejos
suficientemente fuertes para no ser extraidos por el DEHPA [204]. El inconveniente de
este trabajo es que el pH de la disolucion acuosa se ajusta en 4 muy lejos del pH
habitual de las aguas naturales (6-8), por lo que no podria utilizarse para realizar la
especiacion completa de este metal en este tipo de muestras.

Por otro lado, se han desarrollado una serie de reactivos organofosforados cuyo
grupo funcional cambia el oxigeno por azufre, por lo que se hace posible la extraccion
de metales a pH menores. De este modo, estos extractantes son normalmente utilizados
para la extraccion de contenidos totales en muestras acidificadas. Entre ellos
encontramos los acidos fosfonicos, fosfinicos y sus derivados que han sido utilizados
principalmente en el campo de la metalurgia.

Dentro de este grupo de extractantes el Lasalocid A, un antibiotico
perteneciente a la familia de los poliéteres policiclicos carboxilicos, ha sido bastante
usado para la extraccion de metales, como Cd(II), Zn(II), Pb(Il), Na(I) y Ag(I) a pH de
las aguas naturales (pH = 8) [205-207]. Ademas Ndungu y col. han realizado estudios
de especiacion de cobre en aguas marinas con este extractante, pudiendo diferenciar

entre las fracciones labiles [192].
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Finalmente, las aroilhidrazonas, con el grupo funcional R,C=NNR, también se
encuentran en este grupo. Se trata de reactivos no comerciales que han demostrado su
capacidad para complejar iones metalicos a valores de pH neutro o ligeramente basico
[208]. De hecho, Podyachev y col. observaron que las bis-hidrazonas presentan una
excelente selectividad hacia algunos cationes metalicos alcalinos y de transicion,
mientras que por el contrario las octa-hidrazonas no extraen cationes metalicos
alcalinos, mostrando una excelente selectividad por los cationes metalicos de transicion
[209]. Teniendo en cuenta estos resultados, las hidrazonas podrian ser ttiles para su
aplicacion en las muestras salinas evitando asi la co-extraccion simultdnea de los iones
mayoritarios presentes en la muestra. En este sentido, el agente extractante sintetizado
piridina-2-acetaldehido benzoilhidrazona (APBH) ha sido usado con éxito para la
extraccion total de cadmio en agua de mar [187].

Para el caso del niquel es posible encontrar varios trabajos en los que se usan
este tipo de extractantes. Por ejemplo, el DEHPA ha mostrado su capacidad para
extraer niquel en un sistema de membranas liquidas para el analisis simultaneo de
varios metales (Cu, Ni, Zn, Mn, Al, Cd y Pb) en agua de mar [210]. Igualmente otros
compuestos organofosforados, como el extractante Cyanex 272© o acido bis(2,4,4-
Trimetilpentil) fosfinico, han sido utilizados para la extraccion de niquel en
disoluciones acuosas [211]. Por otro lado, Reddy y col. han utilizado el Cyanex 272©
junto al TOPS 990©, un equivalente al acido di-(2-etilhexil) fosforico, y al PC 88A©, o
mono-2-etilhexil éster del acido 2-etilhexil fosfonico, para la extraccion de Cd y Ni en
disoluciones acuosas sulfatadas [212]. Estos autores ademas encontraron al realizar
pruebas de sinergismo entre estos reactivos que el TOPS 99© era el que mejor
resultado mostraba cuando se utilizaban como coadyudantes a los reactivos PC 88A©
y Cyanex 272©. Por otro lado, Pashkov y col. utilizaron el acido bis(2,4,4-
trimetilpentil) ditiofosfinico (Cyanex 301©) para realizar la extraccion de niquel en

muestras acuosas sulfatadas [213].
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Entre los agentes extractantes no comerciales, la APBH ha sido utilizada con
¢xito para la determinacion de niquel en agua de mar [188], al igual que la 2-

hidroxibenzoaldehido N-etiltiosemi-carbazona (2-HBET) [189].

Extractantes quelatantes

En cuanto a los agentes quelatantes, los compuestos organicos mas usados son
los formados por hidroxioximas y derivados de la 8-hidroxiquinoleina. Entre ellos, se
encuentra la familia de los LIX, que son reactivos derivados de la hidroxima y
quetoximas. Principalmente estos reactivos han sido utilizados en hidrometalurgia para
recuperar y eliminar metales de las disoluciones de los bafios acidos [214,215].
Ademas estos reactivos han sido muy utilizados para extraer varios metales de
disoluciones amoniacales utilizadas para obtenerlos de las reservas naturales [216].
Estos reactivos son utilizados generalmente para la extraccion de concentraciones
totales de metales mientras que los reactivos derivados de la 8-hidroxiquinoleina han
sido utilizados para realizar estudios de especiacion de metales en aguas naturales. Este
hecho es debido a que son capaces de formar quelatos sin carga, los cuales pueden ser
rapidamente extraidos a la disolucion orgéanica, ademds de contener grupos
hidrofébicos que reducen la solubilidad en agua del complejo [217]. Como ejemplo,
Bautista-Flores y col. en su trabajo realizado con el extractante conocido como Kelex
100© (7-(4-etil-1-metilocti)-8-hidroxiquinoleina), demostraron su potencial para
realizar estudios de especiacion de plomo, diferenciando entre las especies libre, labiles
y complejos inertes [158]. No obstante también se han publicado trabajos en los que se
usa este reactivo para la determinacion de contenidos totales como el de Farajzadeh y
col., en el que utilizaron el extractante 8-hidroxiquinoleina para la extraccion de cobre
total en diferentes aguas naturales [218].

Finalmente, para la determinacion de contenidos totales de metales en agua de

mar mediante extraccion liquido-liquido se ha extendido el uso de las mezclas de los
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reactivos dietil-ditio-carbamato de sodio (NaDDC) y 1-pirrodil ditiocarbamato de
amonio (APDC) [219,220]. Sin embargo, este método necesita una amplia
manipulacion de la muestra requiriendo el uso de salas blancas para disminuir la
potencial contaminacion de la misma durante el analisis. Ademas, la necesidad de
ajustar el pH de la muestra a 4,5, modifica las condiciones naturales de la muestra y
hace inviable su uso para estudios de especiacion.

Para el caso del niquel también es posible encontrar en la bibliografia
numerosos ejemplos en los que se usan este tipo de extractantes para muestras acuosas.
Por ejemplo, la oxima 2-hidroxi-5-nonilacetofenona (LIX84I©) junto con el acido 2-
etilhexilfosfonico mono-2-etilhexil ester (PC88A©) se ha utilizado como acelerante de
la reaccion para extraer niquel de bafos acidos procedentes de tratamientos
superficiales [214,215]. Sridhar y col. estudiaron la extraccion de niquel y cobre con el
reactivo LIX984N©O, que es una mezcla 1:1 de los reactivos LIX84© y LIX 860N©
(mezcla de 5-dodecilsalicilaldoxima y oxima 2-hidroxi 5-nonilacetofenona),
obteniendo una extraccion cuantitativa de cobre y niquel [216]. La mezcla de los
reactivos dietil-ditio-carbamato de sodio (NaDDC) y 1-pirrodil ditiocarbamato de
amonio (APDC) ha sido ampliamente utilizada para realizar la extraccion de niquel
junto con otros metales (Cd, Co, Cu, Fe, Pb, Ag y Zn) llegando a alcanzar factores de

recuperacion del 100% [221].

Extractantes que intercambian aniones

Los extractantes que intercambian aniones o también conocidos como
extractantes basicos, son reactivos organicos que pueden formar facilmente una sal en
contacto con una fase acuosa acida. Se trata de aminas primarias (RNH,), secundarias
(RoNH) y terciarias (R3N) o sales de amonio cuaternarias (R4N"). La extraccion se

realiza por asociacion ionica al formar un par idénico con el cation metalico [203].

M4 + 1 X e + TRINHX oy == MX(R3NHX ), o0 (1.20)
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donde M representa al metal a extraer y X el aniéon metalico intercambiable. Moore
realizd6 un estudio de aminas de cadena larga y encontré que son excelentes
extractantes para acidos minerales, acidos organicos y complejos metalicos acidos
[222]. Este autor explica que con la utilizacion de este tipo de extraccién anidnica es
posible separar metales como zinc, cobalto y hierro de otros elementos que no formen
complejos clorurados anidnicos. Por ejemplo, la amina primaria N 1923© junto con el
Cyanex 923© ha sido utilizada para eliminar Cd(Il), Zn(Il) y Cu(Il) de muestras
acuosas, debido a la gran toxicidad de estos metales sobre los sistemas bioldgicos,
gracias al efecto sinérgico producido al utilizar la mezcla de estos reactivos en vez de
usarlos por separado [223]. Del mismo modo, la amina tri-iso-octil amina (TIOA) ha
sido utilizada para la separacion de cadmio en aguas residuales [224]. Este tipo de
extractantes han sido valorados ademads para realizar la especiacion y separacion de
metales como el Rh(III) en soluciones cloruradas [225].

Aunque para el niquel son escasos los trabajos realizados con este grupo de
extractantes es posible citar el caso del Alamine 336©, una mezcla de reactivos cuyo
principal constituyente son aminas ternarias alifaticas sustituidas con C8-C10, que ha
sido utilizada para la extraccion de niquel de disoluciones acuosas acidas cloruradas

[226].

Extractantes neutros o solvatantes

Los extractantes conocidos como neutros o solvatantes, son reactivos
organicos, basicos en naturaleza, que contienen grupos donadores de electrones que
utilizan para realizar la extraccion del metal en forma de complejos neutros. Estos
reactivos pueden ser del tipo éteres (C-O-C), ésteres (-COOR), alcoholes (-C-OH),
cetonas (C=0) y compuestos organofosforados neutros. Podemos escribir la reaccion
general a través de la cual estos reactivos extraen a los metales de la siguiente manera

[203]:
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M"™ e + 01X e + qQPorg = MXu(H0)mn'qPorg (1.21)

donde M representa el metal, X al contraion utilizado durante la extraccion y P el
extractante solvatante.

En este grupo se encuentran la mayoria de los extractantes denominados
“Cyanex” entre los que el 6xido de la fosfina Cyanex 923©, ha adquirido mayor
interés en la ultima década debido a que presenta mayor selectividad, estabilidad frente
a la hidrdlisis y mejor separacion de las fases durante la extraccion. Gupta y col.
determinaron la concentracion total de cadmio en muestras cloradas con este
extractante, encontrando que la extraccion se producia a través del complejo formado
CdCl,2Cyanex 923 [227]. Utilizando este mismo reactivo Alguacil y col. han
realizado la extraccion de contenidos totales de cadmio en aguas [228]. Mishra y col.
compararon la extraccion producida por este reactivo con la obtenida usando Cyanex
921© y TBP para Fe (III), obteniendo que el Cyanex 923© era el que mejor resultado
daba para la extraccion de la concentracion total de este metal [229]. También es
posible encontrar aplicaciones de este tipo de extractantes en estudios de especiacion,
como el trabajo de Alguacil y col. para realizar la especiacion de cromo entre las
especies CrO,?, Cr,0,2, Cr"[202].

Por otro lado el Cyanex-471X © (TIBPS), un reactivo ampliamente utilizado
en metalurgia para recuperar plata en medios acidos [230], ha demostrado su utilidad
para realizar el fraccionamiento de Ag asociada a complejos clorurados y organicos de
forma sencilla a partir de los datos de concentracion de COD vy salinidad de las
muestras [231].

Otro tipo de extractantes como los compuestos solvatantes de la clase bis-
triacinil bipiridinas (BTBPs) han demostrado su capacidad para la extraccion de
metales en muestras acuosas. Estos reactivos, como el 6xido trioctil fosfina (TOPO) y

el tributilfosfato (TBP), han sido ampliamente usados para realizar la separacion de
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tierras raras en muestras acuosas [232,233]. Aunque no ha sido utilizado en estudios de
especiacion su caracter de solvatante podria permitir su uso en este tipo de estudios,
como han sido utilizados otros reactivos dentro de este grupo.

Finalmente, el gran grado de selectividad de los éteres corona hacia ciertos
cationes al formar complejos estables con ellos en el interior de la cavidad formada en
su estructura han propiciado el gran interés mostrado para su aplicacion a la extraccion
de metales. Estos reactivos se diferencian segiin los 4&tomos donadores que contienen
en su estructura molecular, asi pueden ser éteres aza-corona, que contienen nitrogeno,
éteres tio-corona, con azufre, y éteres corona, con atomos de oxigeno. Estos atomos
donadores son los que le van a dar la estabilidad correspondiente al complejo formado
con el metal, aunque el tamafio y forma de la cavidad son parametros que van a
determinar la selectividad del éter corona [234]. Gracias a que en la reaccion con los
metales no se produce intercambio de protones, entre sus aplicaciones a la
determinacion de metales traza en aguas naturales destaca su utilizacion para realizar
estudios de especiacion en presencia de distintos ligandos tanto organicos como
inorganicos, siendo una herramienta bastante util para estudiar la biodisponibilidad de
estos elementos [193-197].

Entre las aplicaciones de este tipo de reactivos a la extraccion de niquel en
muestras acuosas se encuentra el uso de los BTBPs para la extraccion de la
concentracion total de este elemento junto con el cromo y hierro [235-237]. Ademas
existen aplicaciones de éteres corona para la extraccion de niquel, como el trabajo de
Cakir y Cicek en el que se estudian dos aza-éteres coronas el 1,10-dioxa-4,7,13,16-
tetra-azaciclo-octadecano (TA-18-corona-6) y su tetrabencil derivado (TBTA-18-
corona-6). Estos autores observan la distinta selectividad de estos compuestos hacia los
metales de transicion estudiados (Fe, Cu, Mn, Co, Cd, Ni y Zn) ya que ambos
compuestos extraian preferiblemente al Fe’* sobre los demas cationes, seguido de Cu**

y Ni** [238].
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Por otra parte, es interesante el uso de estos reactivos solvatantes como
modificadores de fase disueltos en la disolucion organica utilizada para realizar el
proceso de extraccion. Un modificador de fase es una sustancia organica que mejora
las propiedades quimicas de la fase organica, mejorando la solubilidad del agente
extractante o sus propiedades interfaciales o ejerciendo un efecto sinérgico en la
extraccion. De este modo, como consecuencia se optimiza la separacion de las fases,
ayuda a la reutilizacioén de la fase organica y mejora la extraccion de soluto extraido
[203]. El inconveniente de este tipo de reactivo modificador es que debe delimitarse su
concentraciéon, ya que un exceso puede alterar el proceso extractivo. De hecho,
Belkhouche y col. encontraron un efecto sinérgico para la extraccion de cobre al afiadir
TBP a una disolucion extractante de DEHPA disuelto en n-heptano, sin embargo
observaron que al aumentar la relacion TBP:DEHPA por encima de 0,76 disminuia
este efecto debido a la polaridad de la molécula de TBP y a las reacciones producidas
entre DEHPA y TBP, que disminuian la concentracion de moléculas libres de DEHPA
en disolucion [239].

Al poseer los reactivos solvatantes grupos con capacidad de donar electrones y
tener la capacidad de formar enlaces de tipo puentes de hidrogeno, mejoran la
solubilidad de las especies formadas durante la extraccion del metal. Entre los
extractantes solvatantes utilizados como modificadores de fase tenemos al TBP,
TOPO, etc [240]. Ademas de este tipo de reactivos, también son utilizados como
modificadores otros compuestos organicos como decanol, dodecanol y
dimetilformamida (DMF) [230]. Por ejemplo, Rice y Gibson observaron en su trabajo
para la extraccion de niquel con el extractante Cyanex 301, que la adiciéon de varios
alcoholes de cadena larga (octanol, decanol, etc) y reactivos organofosforados como
TOPO aumentaban la fraccion extraida de este metal [241].

Otros modificadores de fase utilizados para realizar la extraccion de metales
traza han sido los acido grasos de cadena larga, mostrando una actividad sinérgica

cuando son utilizados junto con extractantes macrociclicos [242,243]. En este sentido,

81



Capitulo I. Introducciéon

se observo que no existe extraccion de Cu (1) con el éter corona 1,10-didecyldiaza-18-
corona-6 (22DD) a pH naturales en ausencia de acido laurico, mientras que en su
presencia si, debido a que el acido laurico mejora la estabilidad del complejo formado
en la interfase de las disoluciones cargada-membrana [190,244].

Ademas del uso de modificadores para mejorar la extraccion es posible utilizar
mezclas de agentes quelatantes con otro tipo de extractantes, como la mezcla de LIX
860 y acido bis(2-etilhexil) fosforico (DEHPA) que producia un efecto sinérgico en la
extraccion de niquel, resolviendo el problema de la lenta cinética de extraccion del LIX
860 [245]. Esta misma mezcla ha demostrado su utilidad en la extraccién de Ni y Co
[246]. Por otro lado, Saji y Reddy, encontraron que la extraccion de Fe(Ill) era
cuantitativa cuando utilizaban una mezcla de reactivos organicos 70% TBP y 30%
MBIK (metil isobutil cetona), mejorando la extraccion en comparacion con su uso por
separado. Ademas se eliminaban algunos problemas encontrados cuando se utilizaban
estos reactivos por separado, como la baja extraccion conseguida con el MBIK, que
incluso necesita altas concentraciones de acido para ser cuantitativa y la formacion de
una tercera fase cuando se utiliza el TBP, lo que dificulta la separacion de fases

después de la extraccion [237].
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Capitulo I1. Seleccion de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

ILI. INTRODUCCION

Como se ha comentado anteriormente, el analisis de niquel en las muestras de
aguas naturales debe realizarse teniendo en cuenta que éste puede estar presente en
diferentes formas quimicas, ya que dependiendo de la forma en la que se encuentre
puede actuar como un elemento esencial o toxico para los organismos acuaticos [1]. Es
por ello que el analisis del contenido total de la muestra no aporta toda la informacién
necesaria para entender su biodisponibilidad en el ecosistema acudtico a estudiar,
siendo necesario un estudio mas exhaustivo de la especiacion metalica de la muestra.

El facil manejo de la extraccion liquido-liquido, junto a la gran variedad de
agentes extractantes comerciales y no comerciales desarrollados para su aplicacion en
muestras acuosas, hace interesante su uso para elegir el sistema quimico mas adecuado
para realizar el analisis tanto de contenidos totales de metales como de las distintas
fracciones en aguas naturales. Es por ello que en este segundo capitulo se expone el
trabajo previo de extraccion liquido-liquido realizado para estudiar, por un lado la

capacidad de distintos sistemas quimicos para la extraccion de las especies de niquel
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presentes en aguas naturales, y por otro los efectos producidos por los principales
ligandos presentes en este tipo de muestras. De este modo, se podra realizar su
posterior aplicacion a sistemas de membranas liquidas, en los cuales, como se ha
descrito en la introduccion tedrica, los procesos de extraccion y reextraccion se
producen simultdneamente reduciendo la manipulacion de la muestra.

El trabajo se ha enfocado a desarrollar dos sistemas extractantes diferentes para
la determinacién de niquel en aguas naturales, uno de ellos para determinar el
contenido total de niquel, y otro para determinar las distintas especies presentes en las
muestras.

De entre todos los agentes extractantes presentes en la bibliografia para su
aplicacion a la extraccion de niquel en muestras acuosas se seleccionaron dos
compuestos organofosforados comerciales, el acido bis(2-etilhexil) fosforico (DEHPA)
y el tributilfosfato (TBP) y una bisaroilhidrazona sintetizada, la 1,2-ciclohexanodiona
bisbenzoilhidrazona (1,2-CHBBH) [2].

Las aplicaciones del acido bis(2-etilhexil) fosforico (DEHPA) a la extraccion
de niquel a través de sistemas de extraccion liquido-liquido de muestras acuosas son
muy numerosas [3,4], aunque en su mayoria estan centradas en su aplicacion para la
recuperacion y purificacion en la industria metalargica [5-7].

Este reactivo, que presenta una apariencia aceitosa e incolora, es un extractante

no selectivo cuya formula molecular se presenta en la figura I1.1.

Figura 11.1. Molécula del acido bis (2-etilhexil) fosforico
(DEHPA).o atomo de C, atomo de P, e atomo de O.
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Como se aprecia en la figura posee un grupo funcional fosforilo y otro
hidroxilo que puede aceptar o ceder protones.

En la disolucion organica dicho compuesto se encuentra como dimero, por lo
que la reaccion principal que tiene lugar durante la extraccion del metal es la que se

muestra a continuacion:
M* a0y + 2(AH )0 == MA(AH)s(0rg) + 2H (o) (IL1)

donde AH representa al agente extractante y M al cation metalico [8]. Como se observa
en la reaccion, por cada mol de metal que reacciona con el extractante hay dos moles
de protones que pasan a la disolucion acuosa que podrian producir un cambio en el pH
de la muestra. Al mismo tiempo, el propio caracter acido del extractante puede
contribuir a aumentar la concentracion de protones en la muestra al disolverse en parte
durante el tiempo de contacto con la misma. A consecuencia de ambos fendmenos, el
pH resultante de la muestra cambiaria a valores mas acidos durante la extraccion que
podrian no ser los adecuados para que se produzca la misma. Esto podria facilitar por
otro lado que se estuviera produciendo un fenémeno de reextraccion hacia la fase
acuosa de los iones metalicos que hubieran sido extraidos en la fase organica
previamente. Es por ello que el estudio del efecto del pH durante la extraccion y el uso
de tampones apropiados para mantener los valores de pH adecuados seran aspectos
fundamentales de este trabajo.

Por otro lado, uno de los principales inconvenientes que presenta este
extractante es que no es selectivo y por tanto se puede producir la co-extraccion de
otros cationes durante el proceso de extraccion. Este hecho fue observado
anteriormente por Irigoyen y col. para un sistema de extraccion de cadmio con DEHPA
basado en el uso de membranas liquidas de volumen [9].

El segundo agente extractante que se ha utilizado es el tributilfosfato (TBP).

Este reactivo, cuya estructura aparece en la figura 1.2 es un agente extractante
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solvatante organico con grupos donadores, como el grupo fosforilo (P=0), a través del
cual forma un enlace de tipo covalente con el metal. El proceso de extraccion se realiza
a través de la co-extraccion de un anion (CI', NOs', SCN',...) que estabiliza la carga del
cation a extraer formando con el TBP un complejo neutro que puede ser extraido a la
fase organica. Asi, a diferencia del reactivo anterior, no se produce un cambio en el pH

de la disolucion acuosa durante la extraccion.

Figura 11.2. Molécula del acido tributilfosfato (TBP). o
atomo de C, atomo de P, ® atomo de O.

En cuanto a la aplicacion del TBP para la extraccion de metales en aguas
naturales los ejemplos son escasos, reduciéndose su aplicacion para la recuperacion de
dicho metal en muestras 4cidas procedentes de las refinerias [10,11]. En este trabajo se
ha estudiado la aplicacion de este reactivo para la extraccion de niquel en muestras
acuosas en las que el co-anion elegido ha sido el cloruro, debido a su presencia
mayoritaria en muchas aguas naturales. De una manera general podemos escribir la

reaccion que tiene lugar durante la extraccion de la siguiente manera [12]:
M () + 2X (ae) + 2HR (ory == MX,-2HR 1) (11.2)

donde HR es el TBP, X es el contra-anioén (Cl', NO;", SCN,...) y M el metal a extraer.
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El ultimo agente extractante utilizado es un reactivo organico no comercial que
ha sido sintetizado y descrito como reactivo de aplicacion en andlisis
espectrofotométricos de metales [2]. Este compuesto se encuentra dentro de la familia
de las hidrazonas derivadas de las cetonas ciclicas, la 1,2-ciclohexanodiona bis-benzoil
hidrazona (1,2-CHBBH). En la figura I1.3 podemos ver que este reactivo organico
presenta la agrupacion basica (>C=N-NH-) descrita como perteneciente a los
derivados iminicos. Este grupo presenta un proton que puede ser cedido durante el
proceso de extraccion del metal a la disolucion cargada. Como consecuencia este
reactivo podria modificar el pH de la muestra durante la extraccion, siendo necesario el

uso de disoluciones reguladoras.

Figura 11.3. Molécula del 1,2-ciclohexanodiona bis-benzoil hidrazona
(1,2-CHBBH).o atomo de C,e® atomo de N, ® atomo de O.

La reaccion que tiene lugar entre el 1,2-CHBBH con los metales divalentes en

general puede describirse como sigue [13]:
M4y + 2 HR (o) ==MRy(org) + 2H a0y (11.3)

donde HR representa al reactivo y M al metal. Los autores Garcia-Vargas y col.
estudiaron la reactividad del 1,2-CHBBH, observando que se formaban complejos

metalicos con los siguientes iones: Fe(Ill), Fe(Il), Ti(IV), Pd(Il), V(V), Sb(1ll), W(VI),

119



Capitulo [1. Seleccion de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

Mo(VI), Cu(Il) y Bi(Ill), siendo luego extraidos con cloroformo sélo los formados con
Cu(Il), Mo(VI), Bi(III) y Sb(III) [2]. Posteriormente este reactivo ha sido utilizado para
la extraccion de cobre en muestras reales en extraccion liquido-liquido mediante un
sistema de membranas liquidas [13].

Como se ha explicado anteriormente, el DEHPA y el 1,2-CHBBH son
extractantes acidos y como tales van a producir un paso de protones a las muestras
acuosas durante el proceso de extraccion. Ello supone que el pH de la muestra serd una
de las variables mas importantes a controlar especialmente para el desarrollo del
sistema para la especiacion de niquel, ya que si éste varia también lo haran las distintas
especies presentes en la muestra. De este modo, es necesario el uso de disoluciones
tampon para que las condiciones naturales de las muestras reales no se vean afectadas.
Sin embargo, en el caso del TBP, al ser un reactivo solvatante, no modificara el pH de
la muestra durante la extraccion. Sin embargo el estudio del pH de la muestra es
igualmente necesario, ya que si se quiere aplicar el sistema a la especiacion de niquel
en aguas naturales es preciso que la extraccion se produzca en el rango de pH propio de
estas muestras.

Una vez establecidos los dos sistemas quimicos mas adecuados se procedio a
estudiar el efecto de los parametros mas influyentes en la extraccion de niquel, como es
el tipo de disolvente utilizado en la disolucion organica, la concentracion de reactivo en
la misma y la concentracion de acido nitrico en la disolucion de re-extraccion. Por
ultimo, con el objeto de ver si el sistema es capaz de diferenciar entre las distintas
especies de niquel presentes en las muestras se realiz6 un estudio del efecto de los
ligandos mayoritarios presentes en aguas naturales, eligiendo para ello los acidos
hiimicos como representacion de los ligandos organicos y los cloruros como ejemplo
de inorganicos. Los resultados obtenidos se compararon con las concentraciones de las
distintas especies formadas en las muestras acuosas en el equilibrio obtenidas

tedricamente con el programa WinHumic V.
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ILII. DESARROLLO EXPERIMENTAL

A continuacién se describe detalladamente coémo se han realizado los
experimentos necesarios para establecer qué sistema era mas adecuado para la
extraccion de las concentraciones totales de niquel y cudl lo era para su especiacion.
Todas las disoluciones y reactivos utilizados para estos experimentos aparecen

recogidos en el Anexo A.1.

Seleccion del agente extractante

DEHPA como agente extractante

En este caso se utilizdo como disolucion organica DEHPA disuelto en keroseno,
ya que esta disolucion ha sido utilizada anteriormente con eficacia en otro tipo de
estudios de extraccion de metales [8].

En primer lugar se realizaron experimentos de extraccion de niquel para
verificar su aplicabilidad a estudios de concentraciones totales o para diferenciar entre
las distintas especies de niquel. Para ello, se realizé un estudio de pH en un amplio
rango, desde pH 1 a 9, con una relacién de volumenes organica:acuosa de 1:1. Como
primera aproximacion al sistema la disolucion cargada que se utilizd contenia una
concentracion de 1 mg-1" de niquel y 35 g1 de NaCl y la disolucion organica 0,05 M
de DEHPA disuelto en keroseno, que nos aporta una relacion molar DEHPA:Ni de
2940. En teoria, ésta relacion deberia dar un exceso de reactivo suficiente para que se
produzca una extraccion completa del metal. Ademas para mantener el pH durante la
extraccion en el intervalo optimo de trabajo, se utilizé el tampon acético/acetato en una
concentracion final de 0,1 M en la disolucion acuosa.

Para estudiar la viabilidad de este extractante para la diferenciacion de las
distintas especies de niquel al pH propio de las aguas naturales se utilizaron otras

disoluciones reguladoras como el acido 4-(2-hidroxietil)piperacina-1-etanosulfonico
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(HEPES), cuyo rango de pH es de 7,2 a 7,8 y el 2-(N-morfolino)etano monohidrato de
acido sulfonico (MES), cuyo rango de pH es de 5,5 a 6,7. El pH de las disoluciones
acuosas se ajustd con ayuda de distintas disoluciones de hidroxido sédico y acido
clorhidrico y fue controlado midiéndolo antes y después de la extraccion. El tiempo de
extraccion utilizado para estas pruebas fue de 30 minutos, dejando unos minutos al
finalizar la extraccion para que se separen las fases y poder retirar la disolucion

organica superior.

TBP como agente extractante

Del mismo modo que para el reactivo anterior, se realizd una busqueda
bibliografica de los disolventes organicos mas recomendables para disolver este
reactivo, encontrando al keroseno como el disolvente mas adecuado [12].

En este caso al ser un extractante solvatante y realizar la extraccion de niquel a
través de la formacion de un complejo neutro no se van a producir cambios de pH de la
disolucién acuosa, por lo que no se utilizaron disoluciones tampon para regular el pH.
Sin embargo, el pH de la disolucion acuosa fue controlado, al igual que en el caso
anterior, antes y después de realizar la extraccion del metal. Las condiciones quimicas
utilizadas en este caso fueron las mismas que para el DEHPA, con el mismo rango de
pH, relacion de volumenes y concentracion de reactivos en la disolucion acuosa,
aunque en este caso no se adiciond tampon. La concentracion de TBP utilizada fue de
0,05 M disuelto en keroseno. De este modo, al igual que para el caso anterior, la
relacion molar TBP:Ni que se obtenia era de 2940, lo que aseguraba un exceso de

reactivo durante el proceso de extraccion.
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1,2-CHBBH como agente extractante

En primer lugar se sintetizo este extractante no comercial, siguiendo los pasos
descritos en la bibliografia por Garcia-Vargas y col. [2], que aparecen en el Anexo A.2.
Como podemos comprobar en la figura I1.4 en dicha sintesis se hace reaccionar un mol
de la cetona ciclica, en este caso la 1,2-ciclohexanodiona con 2 moles de la bisbenzoil-

hidracida.

L < | -&1 o ' : £
EX éﬁm - }3

1.2-ciclohexanodiona  Bisbenzoil hidracida 1,2-ciclohexanodiona bisbenzoil hidrazona

Figura 11.4. Reaccién de sintesis de la 1,2-ciclohexanodiona bis-benzoil hidrazona
(CHBBH).o atomo de C,® atomo de N, ® atomo de O.

Una vez sintetizado el reactivo no comercial, se realizd un estudio de
solubilidad del mismo en diferentes disolventes, para asegurar la estabilidad del
reactivo en la fase organica. La concentracion de reactivo utilizada para ver su
solubilidad se mantuvo en el rango de 0,5 a 7 mmoll"'. Los disolventes que se
probaron fueron: tolueno, dodecano, hexano, keroseno, dihexileter y octanol. El
estudio se realizé disolviendo la cantidad necesaria del reactivo con un modificador de
matriz para mejorar su solubilidad en la disolucion organica. Los modificadores de
matriz utilizados fueron: acetona, metanol, etanol, dimetilformamida, dodecanol,
hexanol, tributilfosfato y propanol. Una vez disuelto se estudio la estabilidad de la
disolucion con el paso del tiempo, para asi poder ver por cuantos dias era estable la

disolucion a utilizar en los siguientes estudios.
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Los experimentos de extraccion liquido-liquido se realizaron de la misma
forma que en los anteriores estudios. Las muestras acuosas se prepararon con 1 mg-1"
de niquel, 35 g1' NaCl y la disoluciéon reguladora utilizada fue HEPES a una
concentracion final en la muestra de 0,25 M, siendo el rango de pH estudiado en este
caso entre 6 y 9. Al igual que en el caso de las extracciones realizadas con el agente
extractante DEHPA se midieron los valores de pH antes y después de las extracciones,
para asegurar que el pH del medio no ha sido modificado y por consiguiente las
especies en la muestra permanecen invariables. La concentracion de reactivo utilizada
en la disolucion organica fue de 3 mM para garantizar el exceso de agente extractante
en la disolucion organica. Con este exceso de reactivo se obtiene una ratio molar de

aproximadamente 176 (CHBBH:Ni).

Extraccion y reextracciéon liguido-liquido

Las extracciones se realizaron usando tubos de vidrio en los que se afiadieron 5
mililitros de la muestra acuosa de 1 mg1" de niquel en el rango de pH estudiado en
cada caso y 5 mililitros de la disolucion organica preparada como se explico
anteriormente para cada extractante utilizado. Una vez que las disoluciones estan en los
tubos éstos se cierran herméticamente y se colocan en un agitador como el que se
muestra en la figura 1.5, donde se mantienen durante 30 minutos con una agitacion
constante.

Finalizada la agitacion, se dejan en reposo los tubos para que se separen bien
las dos fases. Una vez que la separacion se ha producido, se elimina la fase organica de
cada tubo, siendo la fase acuosa almacenada hasta su analisis por espectroscopia de
absorcion atomica con llama (F-AAS) mediante el equipo que se muestra en la figura

IL.6.
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Figura I1.5. Agitador de tubos utilizado para los procesos de extraccion y reextraccion.

Antes de proceder a la determinacion de niquel en las muestras acuosas se
comprobd el pH de las mismas, ya que durante la extracciéon con los agentes
extractantes acidos se ha podido producir un transporte de protones de la fase organica
a la acuosa, tal y como se ha explicado anteriormente al describir los sistemas en
estudio.

Para calcular el porcentaje de extraccion (E) se midid la concentracion de

niquel antes y después de la extraccion y se aplico la ecuacion 11.4.

[Ni), ~[Ni],

TV

00 (IL4)

donde [Ni]; representa a la concentracion inicial de niquel presente en la muestra y

[Ni]s es la concentracion medida en la muestra al finalizar la extraccion.

125



Capitulo II. Seleccidn de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

Figura 11.6. Espectrometro de absorcion atomica utilizado para medir la fase acuosa.

Posteriormente, se realizo un estudio de la concentracion de extractante en la
disolucion orgénica para cada extractante bajo las condiciones optimizadas
anteriormente de pH, concentracién de tampon y solubilidad de la disolucion organica.
Estas concentraciones de reactivo estuvieron en un rango entre 25 y 100 mmol-I" de
DEHPA disuelto en keroseno y entre 1 y 7 mmol-I" de 1,2-CHBBH disuelto en tolueno
con un 2% de DMF.

Una vez seleccionadas las variables Optimas de extraccion para cada sistema se
realizaron los experimentos de reextraccion del metal desde la fase orgénica una vez
cargada, utilizando distintas concentraciones de acido nitrico. Para ello, tras el proceso
de extraccion se tomd la disolucién organica y se puso en contacto con el mismo
volumen de disolucion acida. Tras la extraccion se midio la concentracion de niquel en
la disolucion acuosa y se obtuvo el porcentaje de niquel transportado. Calculado con la

ecuacion 11.5.
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o [Ni],
R(%) =INT 100 (IL5)

donde [Ni]; es la medida en la disolucidon acuosa después de la extraccion y la [Ni]. es
la concentracién presente inicialmente en la disolucion orgéanica. Por tultimo se
determinod la influencia de la concentracion de &cido nitrico en la disolucién

reextractante en un rango de 0,1 a 1 mol-1” para los extractantes estudiados.

Efecto de los ligandos mayoritarios presentes en aquas haturales

Una vez seleccionadas las condiciones Optimas de extraccion se procedio a
estudiar el efecto de los principales ligandos tanto inorganicos como organicos
presentes en aguas naturales. Como ejemplo de ligando inorganico se utilizo el cloruro,
debido a su importancia en las aguas marinas [14]. Por otro lado, como representante
de los ligandos orgénicos se seleccionaron los acidos humicos (AH). Los intervalos de
concentracion utilizados para estos ligandos fueron de 5-25 g de CI' y de 15-100
mg1" de AH, cubriendo asi los niveles naturales mas frecuentes.

Para cada concentracion de ligando se realizd una extraccién en las
condiciones Optimas y se calcul6 el porcentaje de extraccion con la ecuacion 11.4. En el
caso de los ligandos organicos se repitieron las extracciones después de eliminar la
materia organica de las muestras mediante oxidacion en un digestor de radiacion UV
siguiendo el procedimiento descrito en el anexo A.3. De este modo pudria establecerse
los efectos producidos por los complejos organicos.

Por ultimo se calcularon las concentraciones tedricas de las distintas especies
de niquel en presencia de los ligandos orgénicos e inorganicos mediante el programa
WinHumic V, que utiliza el modelo V desarrollado por Edward Tipping en los afios 90
[15]. Estos datos teoéricos se compararon con los resultados experimentales obtenidos

mediante los procesos de extraccion.
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ILII. RESULTADOS

En este apartado se recogen los resultados obtenidos a partir de los

experimentos descritos en el desarrollo experimental.

Seleccion del agente extractante

A continuacion se presentan los resultados obtenidos para cada uno de los
extractantes utilizados en las condiciones estudiadas con el objeto de obtener dos
sistemas quimicos para la determinacion de niquel en aguas naturales, uno para la
concentracion total y otro para poder diferenciar entre las distintas especies formadas

de niquel.

DEHPA como agente extractante

Como se ha comentado, en primer lugar se estudio el porcentaje de extraccion
obtenido para un rango de pH entre 1 y 9 en muestras salinas tamponadas con una
disolucion de acético/acetato.

Los resultados obtenidos para el primer estudio realizado con este reactivo son
los que aparecen en la figura 1.7, en la que se han representado los valores de
porcentaje de extraccion de niquel obtenidos para los distintos pH estudiados. Las
barras de error se corresponden con la desviacion estandar de dos réplicas distintas del
mismo experimento.

Como puede observarse en la figura, la extraccion fue practicamente
cuantitativa para valores de pH superiores a 5. Sin embargo, al comprobar el pH de las
muestras después de las extracciones se observo una disminucion de pH hasta un valor
de 4,5-5 para valores superiores a 5, como puede observarse en la figura 11.8, donde

ApH representa la diferencia entre el valor del pH final e inicial. Es por ello que estos
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resultados no permiten establecer cual es el comportamiento del reactivo para los

valores de pH superiores a 5.
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Figura I1.7. Variacién del porcentaje de extraccion de niquel frente al pH de
la disolucion acuosa. Disolucién acuosa: 1 mg-17' Ni; 0,1 M Ac/AcH; 35 g1
NaCl; Disolucion organica: 0,05 M de DEHPA en keroseno.

Sin embargo los resultados de la figura I1.7 indican que el pH adecuado para
obtener una extraccion completa del niquel presente en la muestra con este reactivo es
cercano a 5, como se ha visto en otros trabajos realizados con DEHPA [3,4,16].

Estos resultados hacen patente el notable contra transporte de protones que se
produce hacia la muestra, por lo que es necesario el estudio de otros tampones mas
adecuados para realizar la extraccion de niquel a estos valores de pH de 6 a 9. De este
modo, podemos ver si este reactivo es adecuado o no para realizar estudios de

especiacion de niquel en muestras de aguas naturales.
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Figura 11.8. Variacion de pH observada durante el proceso de extraccion
para distintos pH iniciales de las muestras. Disolucién acuosa: 1 mg:1" Ni;
0,1 M Ac/AcH; 35 g-l'l de NaCl; Disolucion organica: 0,05 M de DEHPA
en keroseno.

Para evaluar el funcionamiento del sistema para pH entre 6-9 se probo a
tamponar la muestra con los tampones MES (5,5-6,7) y HEPES (7,2-7,8), manteniendo
las mismas condiciones que en el estudio anterior.

En primer lugar se estudid el porcentaje de extraccidbn para muestras
tamponadas con MES mostrandose los resultados en la figura I1.9.

Como se observa en la figura, la extraccion de niquel fue completa
independientemente del pH de la muestra. Sin embargo, al controlar los valores de pH
en las muestras después de las extracciones se pudo observar el mismo efecto que
cuando se utilizo el tampdn acético-acetato. Es decir, los valores de pH sufren una
disminucion hasta un valor de 5,5, dandose una extraccion completa al ser este el valor

optimo de pH para la extraccion de niquel con DEHPA.
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Figura 11.9. e Variacion del porcentaje de extraccion de niquel frente a
pH de la muestra tamponada con MES. = Variacion de pH producido
durante el proceso de extracciéon de niquel. Disolucién acuosa: 1 mg:1" Ni;
35g1" NaCl; 0,01 M MES; Disolucion organica: 0,05 M de DEHPA en
keroseno.

Posteriormente, se utilizO HEPES para tamponar las muestras con un rango de
pH optimo mas adecuado para los valores que se quieren estudiar. Se probaron tres
concentraciones de HEPES para preparar las muestras: 0,01 M, 0,1 M y 0,25 M, siendo
esta ultima concentracion de HEPES la que mejor controlaba el pH, como puede
comprobarse en la tabla II.1.

En la figura I1.10 se muestran los resultados obtenidos de porcentaje de
extraccion cuando la muestra se tampona con HEPES hasta una concentracion final de
0,25 M, pudiendo observar una disminucion drastica del porcentaje de extraccion a
partir de valores de pH mayores a 6 sin que exista alteracion del pH inicial de la

muestra tras la extraccion.
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0,01M 0,1IM 0,25M

PHinicial HEPES HEPES HEPES
ApH ApH ApH
5,9 -2,1 -1,1 -0,9
6,6 -2.3 -1,1 -1,1
7,1 -2,3 -1,3 -0,3
7,6 -2,2 -0,7 -0,3
8,0 -2,5 -0,7 -0,3
9,0 -3,2 -1,3 -0,7

Tabla I1.1. Variacion de pH observado durante

Disolucion organica: 0,05 M de DEHPA en keroseno

el proceso de
extraccion de niquel para las distintas concentraciones de tampon
HEPES utilizadas. Disolucion acuosa: 1 mgl1"' Ni; 35 g1 NaCl;
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Figura 11.10. & Variacion del porcentaje de extraccion de niquel frente al pH para
muestras tamponadas con HEPES. ® Variacion de pH producido durante el
proceso de extraccion de niquel. Disolucién acuosa: 1 mg:1" Ni; 35g-1" NaCl; 0,25
M HEPES; Disolucion organica: 0,05 M de DEHPA en keroseno.

132



Capitulo IT. Seleccién de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

El aumento observado a pH 9 puede ser debido a la precipitacion del metal en
forma de hidroxidos, que no son cuantificados al realizar la medida con el equipo de
absorcion atomica por llama. Esto puede ser explicado por la forma en la que se mide
la muestra, debido a que al finalizar la extraccion estos precipitados han podido quedar
en la interfase formada acuosa:organica habiendo sido retirados de la muestra al
eliminar la fase organica y por tanto no se cuantifica ese niquel en la medida de la
concentracion final resultando en una aparente extraccion del metal.

Los resultados obtenidos nos indican que la extraccion con DEHPA no puede
ser usada a pH proximos al de las aguas naturales y por tanto no podria ser aplicado el
sistema para la separacion de fracciones labiles. Sin embargo, como se ha visto en
ocasiones anteriores, es posible su uso para cuantificar contenidos totales de niquel una

vez que se ajuste el pH en un rango de 4,5-5,5 [4].

TBP como agente extractante

Una vez establecida la aplicacion de DEHPA para extraer niquel total se
intentd encontrar un extractante que no modificara el pH de las muestras y pudiera
utilizarse en estudios de especiacion. Para ello, se probd en primer lugar el uso de un
agente solvatante, el TBP. Los experimentos se realizaron con una concentracion de
cloruro sédico en las muestras sin tamponar de 35 gI"', actuando asi el cloruro como
especie co-extraida. La concentracion utilizada de TBP fue de 0,05 M disuelto en
keroseno. En la figura I1.11 se observan los porcentajes de extraccion obtenidos para
distintos pH.

Aunque durante la extraccion no se modifico el pH de las muestras, el niquel
transportado a la disolucién acuosa fue insignificante. Este fenomeno fue observado
por Pospiech y col. al estudiar el comportamiento frente a la extraccion de varios
metales en medio acido clorurado con TBP disuelto en keroseno, encontrando que el

Fe(Ill) fue el metal mayoritariamente extraido con un 99% de extraccion, seguido de
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Mn(1I), Ni(IT), Cu(Il) y Co(II) con un 11,2; 5,63; 4,1 y 8,7%, respectivamente [17].
Esto puede ser explicado debido a que bajo las condiciones de estudio el Fe(Ill) forma
varios cloro-complejos, como FeCl*, FeCl,", FeCls, que podrian ser extraidos por el
TBP, mientras que el niquel solo forma un complejo catidénico con cloro (NiCI") més
débil [18]. En vistas de que el TBP no podia tampoco aplicarse a la extraccion de Ni al
pH de las aguas naturales, como alternativa se probé como agente extractante un
reactivo no comercial, el 1,2-ciclohexano bisbenzoilhidrazona (1,2-CHBBH), que ya
habia demostrado anteriormente su capacidad para la extraccion de metales en

disoluciones acuosas [2].
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Figura 11.11. Variacién del porcentaje de extraccion de niquel frente a
pH. Disolucién acuosa: 1 mgI"" Ni; 35 g-I"" de NaCl; Disolucién organica:
0,05 M de TBP en keroseno.
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1,2-CHBBH como agente extractante

En primer lugar se realizo la sintesis del reactivo siguiendo los pasos descritos
en el Anexo A.2. Posteriormente, se preparé una disolucion 1,15-10* M del reactivo
sintetizado en una disolucion acuoetanoélica al 4% de etanol y pH =12,41. Se realiz6 el
espectro UV-VIS de dicha disolucion, que aparece en la figura I1.12, y se compar6 con

el descrito anteriormente para dicho reactivo en las mismas condiciones [2].
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Figura 11.12. Espectro UV-VIS de una disolucién 1,15-10* M de 1,2-CHBBH en
medio acuoetandlico al 4% de etanol y pH =12,41.

Como se observa en la figura I1.12 el espectro coincidié con el descrito
anteriormente, presentando dos picos, uno a 289 nm y otro a 335 nm.
Una vez comprobada la validez de la sintesis se realizaron distintas pruebas de

solubilidad del reactivo en varios disolventes organicos
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Pruebas de solubilidad

Los resultados de las pruebas de solubilidad del reactivo en los disolventes

estudiados se recogen en la tabla I1.2.

Modificador de % Concentracion Estabilidad
Disolvente - modificador maxima de disolucion
matriz - . . o
de matriz | reactivo disuelta organica
Acetona 20 No se disuelve
Presenta
Metanol 5 2 mM turbidez
A los dos dias
Tolueno Etanol 5 4 mM precipita
| 2 mM Al d1ra 51ig31aente
Dimetilformamida Ept e‘tflp
) 7 mM stable una
semana
Dodecano Dodecanol 10 No se disuelve -
Octanol - - No se disuelve -
Hexano Hexanol 7 0,4 mM Al dia 51.g91ente
precipita
Keroseno Tributilfosfato 50 4 mM Estable una
semana
Keroseno: Dimetilformamida 2 2 mM Al dia sigu lente
Tolueno (1:3) precipita
Octanol Propanol 10 0,5 mM Al dia siguiente
precipita

Tabla 11.2. Pruebas de solubilidad realizadas para el reactivo 1,2-CHBBH.

Como se observa en la tabla en todos los casos fue necesario el uso de un
modificador de matriz para poder disolver el reactivo y garantizar la estabilidad del
mismo en la disolucion organica. No obstante se intentd que la cantidad de
modificador fuera la menor posible para evitar su disolucion en la fase acuosa durante
las extracciones, especialmente con aquellos con mayor solubilidad como la DMF,

acetona, etanol, etc.
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De los distintos disolventes que se probaron dos de ellos, octanol y dodecano,
no consiguieron disolver al reactivo, al igual que la mezcla tolueno:acetona al 20% que
ni siquiera podia disolver concentraciones tan bajas como 0,5 mM. Del resto de
pruebas realizadas muchas disoluciones fueron inestables apareciendo precipitados al
cabo de 24 horas, como la mezcla hexano:hexanol al 7%, keroseno:tolueno (1:3) con
DMEF al 2%, octanol con propanol al 10% y tolueno con DMF al 1%.

Las disoluciones que presentaron mejor estabilidad y solubilidad del reactivo
en la disolucion fueron las preparadas en tolueno al 2% DMEF y keroseno al 50% de
TBP. Sin embargo, ésta ultima precisa una cantidad de modificador de matriz muy
elevada y podria darse la formacion de moléculas asociadas entre el TBP y el 1,2-
CHBBH que disminuyan la efectividad de la extraccion del metal. Este hecho fue
observado anteriormente por Gajda y col. en la extraccion de niquel y cobalto con
mezcla de DEHPA/TBP cuando utilizaban cantidades elevadas de TBP, probablemente
debido a que el par de electrones libres del atomo de oxigeno de la molécula de TBP
forma un puente de hidrogeno con el grupo hidroxilo de la molécula del DEHPA [19].
En nuestro caso el puente de hidrogeno podria producirse con el grupo amino (-NH-)
presente en la molécula del 1,2-CHBBH, por este motivo se eligio el tolueno al 2% de

DMF como disolvente mas adecuado para el 1,2-CHBBH.

Pruebas de extraccion

Al igual que con el DEHPA y el TBP se realizaron pruebas de extraccion con
el 1,2-CHBBH con muestras salinas tamponadas con HEPES en el rango 5-9, ya que se
trataba de buscar la aplicacion del reactivo al pH de las aguas naturales para estudios
de especiacion puesto que el sistema Ni-DEHPA funcionaba para la extraccion de los
contenidos totales. Los resultados obtenidos se muestran en la figura I1.13, en la que se

observan porcentajes de extraccion bajos para valores de pH cercanos a 6, aumentando
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los mismos conforme aumenta el pH de la muestra hasta conseguir el 100% de

extraccion a partir de un pH de 7.

O T T T 1
5,5 6,5 7,5 8,5 9.5

pH

Figura 11.13. Variacion del porcentaje de extraccion de niquel frente a pH.
Disolucién acuosa: 1 mg-l'l Ni, 0,25 M de HEPES; 35g-1'1 de NaCl;
disolucion organica: 3 mM de CHBBH en tolueno (2% DMF).

Al medir el pH después de la extraccion se comprobd que no se producian
cambios en el mismo durante el proceso de extraccion. Este hecho implica que el
sistema de extraccion basado en el 1,2-CHBBH como agente extractante permite el
transporte de niquel en muestras a pH natural, pudiendo por tanto ser aplicado en
estudios de especiacion.

A la vista de los resultados obtenidos en los estudios previos de extraccion se
decidié estudiar el efecto de los distintos parametros mas influyentes en la extraccion
para los sistemas Ni-DEHPA y Ni-CHBBH pensando en su aplicacién para la
determinacion de contenidos totales de niquel y de distintas especies de dicho metal,

respectivamente.
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Estudio de los sistemas de extraccion Ni-DEHPA vy Ni-CHBBH

Una vez seleccionados los sistemas de extraccion se estudi6 el efecto de los
parametros quimicos de extraccion, asi como para el caso del sistema Ni-CHBBH la
influencia de los ligandos organicos e inorganicos mayoritariamente presentes en las

aguas naturales.

Efecto de los pardmetros quimicos en la extraccion

Después de realizar el estudio de la viabilidad de los sistemas quimicos y
habiendo establecido el valor de pH optimo de cada sistema, se analizé el efecto de la
concentracion de reactivo en la disolucion organica y la concentracion de acido en la

disolucién de reextraccion para cada uno de ellos.

Sistema de extraccion Ni-DEHPA

En primer lugar se estudi6 el efecto de la concentracion de DEHPA (25 a 100
mM) en la extraccion, mostrandose los resultados obtenidos en la figura I1.14.

Como se observa en la figura, el porcentaje de extraccion aumenta rapidamente
con el aumento de la concentracion de DEHPA, siendo practicamente del 100% a partir
de una concentracion de 0,05 M del extractante. De hecho, Belkhouche y col.
encontraron que con una concentracion de este reactivo tan baja como 0,006 M,
utilizando como disolvente n-heptano, ya obtenian una extraccion de Ni(Il) de un 83%
para pH 6 y de un 94% para pH 4 [4]. Por tanto los siguientes experimentos se

realizaron utilizando una concentracion de DEHPA de 0,05M.
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Figura 11.14. Efecto de la concentracion de DEHPA en la extraccion de
niquel en el sistema Ni-DEHPA. Disolucién acuosa: 1 mgI" Ni; 0,1 M de
Ac’/AcH; pH 5; Disolucion organica: DEHPA disuelto en keroseno.

En segundo lugar se estudio la reextraccion del metal desde la fase organica en
la que se habia extraido el niquel previamente utilizando distintas concentraciones de
acido nitrico (0,05 a 1M). Los resultados obtenidos se muestran en la figura 11.15,
pudiendo observar que se extrajo todo el niquel contenido en la fase organica
independientemente de la concentracion de acido utilizada.

Por ello, una concentracion de acido de 0,05 M fue suficiente para obtener la
reextraccion completa del metal.

Teniendo en cuenta los resultados obtenidos podemos resumir las condiciones
de extraccion del sistema Ni-DEHPA para su uso en la determinacién de contenidos

totales en aguas naturales en la tabla II.3.
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Figura 11.15. Efecto de la concentracion de acido nitrico en la reextraccion
de Ni en el sistema Ni-DEHPA. Disolucién acuosa: 1 mg1" Ni; 35g-1" de
NaCl; 0,1 M Ac/AcH; pH 5; Disolucién orgéanica: 0,05 M de DEHPA en

keroseno.
. .y pH=5
Disolucion acuosa (muestra) [Ac/AcH] = 0,1 M
Disolucion orgénica [DEHPA] = 50 mM disuelto en keroseno
Disolucion de reextraccion [HNO3;]=0,05 M

Tabla 11.3. Condiciones de extraccion del sistema Ni-DEHPA para la
determinacion de contenidos totales de niquel en aguas naturales.

Posteriormente, se tratd de trasladar el sistema de extraccion estudiado a un
sistema de membranas liquidas que permita la extraccidon y reextraccion de niquel de
manera simultanea. Al existir un sistema para la determinaciéon de la concentracion

total de niquel en muestras de aguas de mar utilizando membranas liquidas de volumen
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con DEHPA [20], se paso directamente este sistema quimico a un sistema de

membranas liquidas soportadas con capilares de fibra hueca.

Sistema de extraccion Ni-CHBBH

Al igual que en el sistema Ni-DEHPA se estudi6 en primer lugar el efecto de la
concentracion del extractante 1,2-CHBBH (1 a 7 mM) en la extraccion. Como se puede
comprobar en la figura I1.16 se obtuvo una extraccion cuantitativa del metal para todas

las concentraciones estudiadas.
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Figura 11.16. Efecto de la concentracion de 1,2-CHBBH en la extraccion de
Ni en el sistema Ni-CHBBH. Disolucion acuosa: 1 mg-l'1 Ni; 0,25 M de
HEPES; 35 g~1" de NaCl; pH 8; Disolucién organica: 1,2-CHBBH en
tolueno (2% DMF).

A continuacién se procedio, al estudio de la reextraccion de niquel a distintas
concentraciones de acido nitrico. Los resultados de este estudio se muestran en la
figura I1.17, donde se observa que, al igual que para el sistema Ni-DEHPA, la

reextraccion de niquel fue completa e independiente de la concentracion de acido
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presente en la disolucion receptora. Se decidid por tanto utilizar una concentracion de

acido nitrico intermedia de 0,5 M para los experimentos posteriores.
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Figura 11.17. Efecto de la concentracion de acido nitrico en la re-extraccion
de Ni con el sistema Ni-CHBBH. Disolucién acuosa: 1 mg-1" Ni; 35 g-1" de
NaCl; 0,25 M de HEPES; pH 8; disolucion organica: 3 mM de CHBBH
disuelto en tolueno (2% DMF).

Asi, las condiciones del funcionamiento del sistema de extraccidon se resumen

en la tabla I1.4.

Disolucion acuosa pH=28
(muestra) [HEPES]=0,25M
Disolucion orénica [1,2-CHBBH] = 3 mM disuelto en tolueno
& (2% DMF)
Disolucion de reextraccion [HNOs;]=0,5M

Tabla 11.4. Condiciones de extraccion del sistema Ni-CHBBH para estudios de
especiacion de niquel en muestras de aguas naturales.
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Debido a que este sistema sera utilizado para la separacién de distintas
fracciones de niquel en aguas naturales se estudio la influencia de distintos ligandos en

el sistema.

Efecto de los ligandos inorganicos en el sistema Ni-CHBBH

Como se ha comentado anteriormente, como ejemplo de ligando inorgénico se
eligio el cloruro dada su significacion en los ecosistemas acuaticos, especialmente en
los marinos y estudricos. Para ello se realizaron las extracciones de niquel utilizando el
sistema Ni-CHBBH, adicionando diferentes concentraciones de cloruros a la muestra
en el rango 0 a 25 g1"'. En la figura I1.18 se pueden observar los resultados obtenidos

para el estudio del efecto de este ligando en los porcentajes de extraccion de niquel.
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Figura 11.18. Efecto del ligando cloruro en el sistema de extraccion Ni-
CHBBH. Disolucion acuosa: 1 mg~1’l Ni; 0,25 M de HEPES; pH 8; disolucion
organica: 3 mM de CHBBH disuelto en tolueno (2% DMF).
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Como se puede apreciar en la figura I1.18, la eficiencia de la extraccion fue
independiente de la concentracion de cloruros presente en la muestra. Estos resultados
muestran que el niquel que se encuentra formando complejos con los cloruros en las
disoluciones acuosas podria ser extraido por el sistema. Como se observa en los datos
de especiacion de la tabla II.5 obtenidos a partir del programa WinHumic V, la
presencia de complejos clorurados de niquel en las muestras llegan a suponer el 28%
del total de niquel en aquellas de mayor salinidad y sin embargo todo el niquel es
transportado a la fase orgéanica. Esto puede deberse bien a la extraccion directa del
complejo o bien a una mayor estabilidad del complejo Ni-CHBBH que el NiCl", que
haria que se formara preferentemente este complejo. De hecho, Byrne y col. basdndose
en la clasificacion realizada por Turner donde define al niquel como catién que forma
complejos débiles con los principales iones presentes en el agua de mar, como el

NiCI", con valores de logp de -0,49 [21].

[CIT], g1 | [Ni*]-10°, M | [NiCI']-10°, M | [Ni(OH),]-10°, M | [NiOH']-10%, M
0 1,69 0,00 6,89 12,50
5 1,52 1,69 4,78 9,67
10 1,42 2,74 4,46 9,03
15 1,34 3,54 3,34 7,53
21 1,26 4,34 2,89 6,81
25 1,22 4,75 2,69 6,47

Tabla I11.5. Datos teodricos de la especiacion de niquel en muestras acuosas a pH 8 para
distintas concentraciones de NaCl.

Teniendo en cuenta estos resultados, parece posible la aplicacion de este
sistema a muestras tanto salinas como no salinas debido a que la salinidad no va a

afectar a la extraccion del metal.
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Efecto de los ligandos orgénicos en el sistema Ni-CHBBH

Para estudiar el efecto causado por la presencia de ligandos orgénicos en el
sistema de extraccion se realizé la adicion de diferentes concentraciones de la sal
sodica de acidos humicos a las muestras antes de extraerlas, en un rango de
concentracion de 15-100 mg1'. Una porcién de esas muestras fue digerida con
radiacion UV (Anexo A.3) y extraida posteriormente con el sistema propuesto,
mientras que otra porcion fue extraida directamente. De este modo se establece si el
efecto producido por la presencia de los acidos humicos se debe a la formacion de
complejos organicos que al ser destruidos permitirian eliminar dicho efecto. Los

resultados obtenidos en ambos casos se muestran en la figura I1.19.

100

80 -

60 -

E, %

40 -

20 ~

0 T T T T 1
0 20 40 60 80 100

[Acidos humicos], mg-l'1

Figura 11.19. Efecto de los acidos hiimicos en el sistema de extraccion Ni-
CHBBH. ¢: Muestras sin digerir. m: Muestras digeridas. Disolucion acuosa: 1
mg-l"1 Ni; 0,25 M de HEPES; 35 g-l'1 de NaCl; pH 8; disolucion orgénica: 3
mM de CHBBH disuelto en tolueno (2% DMF).
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Como se observa en la figura I1.19, el porcentaje de niquel extraido disminuye
al aumentar la concentracion de acidos himicos presente en las muestras, llegando
incluso a producir un descenso del 20% para una concentracion de acidos humicos de
100 mg-1" en comparacion con el porcentaje de niquel extraido en ausencia de acidos
himicos. Esto puede estar causado por la formacién de complejos mayoritariamente
anidnicos entre el niquel y los acidos humicos presentes en la muestra que no serian
extraidos por el 1,2-CHBBH. De hecho, al romper dichos complejos mediante la
destruccion oxidativa de la materia organica por digestion ultravioleta y realizar la
extraccion es posible conseguir porcentajes de extraccion similares a los obtenidos
cuando los acidos hiimicos no estdn presentes en la muestra, como se observa en la
figura I1.19.

Estudios realizados en resinas de intercambio ioénico muestran resultados
similares al obtenido con extraccion liquido-liquido, encontrando que al aumentar la
concentracion de carbono organico disuelto (COD) en la muestra disminuye la
concentracion de niquel que puede ser retenido en la resina debido a la formacion de
complejos organicos no labiles [22,23]. En el caso del sistema en estudio los complejos
organicos formados podrian disminuir el niquel que podria ser extraido por el 1,2-
CHBBH.

Para establecer la relacion existente entre el porcentaje de extraccion obtenido
en presencia de los acidos humicos y los complejos organicos formados por el niquel
se calcularon los porcentajes de las distintas especies de niquel presentes en la muestra
en equilibrio con el programa WinHumic V. En la tabla I1.6 aparecen las
concentraciones calculadas de las especies de niquel mayoritarias presentes en las
muestras para distintas concentraciones de acidos humicos, tales como Ni**, NiCl" y

Ni-AH.
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[AH], mg:1" | [Ni*]-10°,M | [NiCI']-10°, M | [Ni-AH]-10°, M
0 1,26 4,34 0
15 1,17 4,03 1,08
30 1,09 3,75 2,04
50 1,00 3,43 3,16
75 0,90 3,09 4,35
100 0,81 2,80 5,35

Tabla 11.6. Datos teoricos de las especies mayoritarias de niquel en el equilibrio
segun las distintas concentraciones de acidos humicos (AH). Disolucion acuosa: pH
=8; 35 g1" NaCl

Como se puede observar en la tabla 1.6, las concentraciones de las especies
Ni*" y NiCI" disminuyen al aumentar la de 4cidos hiimicos, mientras que las de los
complejos organicos aumentan.

De hecho, como muestra la figura I1.20, se observdé una relacion lineal
negativa entre la concentracion de las especies organicas y el porcentaje de extraccion
de niquel. Ademas el coeficiente de correlacion de Spearman calculado entre ambas
variables fue de -1,00.

Este comportamiento indica que probablemente el sistema quimico no extrae
los complejos orgéanicos que se forman entre el niquel y los acidos humicos (Ni-AH).
Sin embargo, la cantidad de niquel que permanece en la disolucion acuosa después de
las extracciones es menor que la cantidad de complejos organicos formados calculada

tedricamente, como puede observarse en la tabla I1.7.
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Figura 11.20. Relaciéon entre el porcentaje de extraccion de niquel y la
concentracion de complejos organicos en la muestra.

[AH], mg-1" | Ni;*, % | Ni-AH**, % | Ni/Ni-AH
0 0,00 0,00 --
15 4,13 6,32 0,65
30 6,57 11,95 0,55
50 10,15 18,52 0,55
75 15,10 25,51 0,59
100 16,49 31,37 0,52

(*) Niquel no extraido de la disolucion acuosa, medido experimentalmente.
(**) Niquel como complejos organicos en la disolucion acuosa, calculados tedricamente.

Tabla 11.7. Porcentajes de niquel no extraido que permanece en disolucion
acuosa y su relacion con la concentracion de Ni-AH.

Teniendo en cuenta la relacion calculada entre el niquel no extraido que queda
en la disolucion acuosa después de la extraccion (Ni;) y la concentracion total de los

complejos organicos (Ni-AH) es posible establecer que, una vez que se alcance el
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equilibrio, el 57,2 (£5,0) % de los complejos organicos son extraidos de la disolucion
acuosa. Este transporte de parte de los complejos organicos puede deberse a distintos
procesos quimicos. Por un lado, algunos complejos podria pasar a la disolucion
organica si poseen constantes de reparto favorables. En este sentido se ha observado la
extraccion pasiva de ciertos complejos organicos lipofilicos a la disolucion organica
en algunos sistemas de membranas liquidas [24]. Por otro lado, puede existir la
posibilidad de que se formen complejos organicos cargados que pueden ser extraidos
activamente por el 1,2-CHBBH. Finalmente, podria ocurrir la disociacién competitiva
de los complejos Ni-AH debido a que se veria favorecida la formacion de los
complejos de niquel con el agente complejante en la fase organica si presentaran
mayores constantes de formacion. En este sentido Mandal y col. estudiaron la cinética
de disociacion de los complejos organicos de niquel en aguas naturales, encontrando
que entre el 30 y el 95% del niquel total se encontraba en las muestras formando
complejos que eran facilmente disociables [25]. Igualmente existen estudios que
demuestran que una mayoria de los complejos organicos de cadmio y cobre que se
forman en las aguas naturales son débiles [26]. En el caso del niquel estariamos ante
un porcentaje de complejos organicos mas labiles que podrian ser extraidos por el
sistema con el extractante 1,2-CHBBH. Este hecho permitiria utilizar el sistema
propuesto para separar y cuantificar las fracciones mas labiles de niquel de la
disolucion acuosa, las cuales suelen ser mas facilmente asimilables por los
organismos. Por tanto, esta fraccidn de complejos inorganicos y organicos labiles
representa una mejor aproximacion de la cantidad de niquel biodisponible en las aguas
naturales y su determinacion es la mejor alternativa para estudiar los efectos que el
niquel presente en el medio acuatico puede tener sobre los organismos [27].

Una vez establecido el efecto de los acidos humicos en la extraccion se
comprob6 que la presencia de este ligando en la muestra no afectaba a la reextraccion

de niquel. Los resultados obtenidos se muestran en la figura I1.21.
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Como cabia esperar, la presencia de acidos hiimicos en la disolucion cargada
afecta al proceso de extraccion del metal, pero una vez en la fase organica el proceso
de reextraccion resulta independiente del contenido inicial de materia organica en la
muestra. Esto es debido a que en el proceso de extraccion se extrae a la disolucion
organica el niquel como complejo Ni-CHBBH procedente de las especies labiles tanto
inorganicas como organicas, que posteriormente puede ser reextraido sin problemas

por la disolucién acida utilizada, segun la ecuacion 11.3.

0 T T T T T
0 20 40 60 80 100

[Acidos humicos], mg-l'1

Figura 11.21. Efecto de la concentraciéon de &acidos humicos en la
reextraccion de Ni con el sistema Ni-CHBBH. Disolucién acuosa: 1 mg-1™
Ni; 35 g'I"" de NaCl; 0,25 M de HEPES; pH 8; disolucion organica: 3 mM de
CHBBH disuelto en tolueno (2% DMF).

Una vez seleccionados los sistemas quimicos para el analisis de contenidos
totales y de la fraccion labil y no-labil de niquel en aguas naturales se procedié a su
traslado a los sistemas de membranas liquidas (ML), ya que permiten aumentar los

factores de preconcentracion y realizar simultaneamente la extraccion y reextraccion.
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En el caso del sistema Ni-DEHPA se aplico directamente a un sistema de
microextraccion en fase liquida con capilares de fibra hueca (HF-LPME) ya que existe
un mayor conocimiento de este sistema en membranas liquidas de volumen [20]. Sin
embargo, en el caso del sistema Ni-CHBBH se traslado en primer lugar a un sistema
de membrana de volumen (MLV) que permite un acceso mas facil a la disolucion
receptora y resulta mas practico para realizar un estudio en profundidad. Una vez
establecidas las condiciones en el sistema de MLV se trasladdo a un sistema de
microextraccion en fase liquida con capilares de fibra hueca (HF-LPME) que permite

reducir el volumen de reactivos y aumentar los factores de preconcentracion.

152



Capitulo IT. Seleccién de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

ILIV. BIBLIOGRAFIA

1. Salbu B., Steinnes E., Trace elements in natural waters, CRC Press, Boca
Raton, Florida, USA, 1995.
2. Garcia-Vargas M., Trevilla S., Milla M., Synthesis and characterization of 1,2-

cyclohexanedione bis-benzoyl-hydrazone and its application to the
determination of Ti in minerals and rocks, Talanta, 33, 209-214, 1986.

3. Van de Voorde 1., Pinoy L., Courtijn E., Verpoort F., Equilibrium studies of
nickel(11), copper(ll), and cobalt(ll) extraction with aloxime 800, D(2)EHPA,
and Cyanex reagents, Solvent Extraction and Ion Exchange, 24, 893-914, 2006.

4, Belkhouche N., Didi M.A., Villemin D., Separation of nickel and copper by
solvent extraction using Di-2-ethylhexylphosphoric acid-based synergistic
mixture, Solvent Extraction and Ion Exchange, 23, 677-693, 2005.

5. Nogueira C.A., Delmas F., New flow sheet for the recovery of cadmium, cobalt
and nickel from spent Ni—Cd batteries by solvent extraction, Hydrometallurgy,
52,267-287, 1999.

6. Sana T., Shiomori K., Kawano Y., Nagayoshi K., Extraction equilibria of nickel
with LIX860 and DEHPA, En: Proceedings of ISEC’99, The Society Chemical
Industry, London, 1999.

7. Bourget C.C., Cox M., Flett D.S. Stoichiometry of the extraction of nickel with
organophosphorus acids, En: Proceedings of ISEC’99 Barcelona, Spain,
Society Chemical Industry, London, 1999.

8. Aguilar M., Graphical treatment of liquid-liquid equilibrium data, En:
Developments in solvent extraction, Alegret S. (ed.) Wiley, New York, 1988.

9. Irigoyen L., Moreno C., Mendiguchia C., Garcia-Vargas M., Application of
liquid membranes to sample preconcentration for the spectrometric

determination of cadmium in seawater, Journal of Membrane Science, 274, 169-

153



Capitulo [1. Seleccion de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

172, 2006.

Ipinmoroti K.O., Komolafe R.T., Extraction of nickel (I1) with methyl isobutyl
ketone and tri-n-butylphosphate, Indian Journal of Chemistry section A-
Inorganic, Bio-inorganic, Physical, Theoretical and Analytical Chemistry, 35,
441-442, 1996.

Sato T., Solvent extraction of nickel(ll) from aqueous thiocyanate solutions by
tributyl phosphate, Solvent Extraction Research and Development, 7, 44-54,
2000.

Danesi P.R., Solvent extraction in the nuclear industry, En: Developments in
solvent extraction, Alegret S. (ed.) Ellis Horwood Ltd, Chichester, 1988.

Pinto J.J., Nuevos sistemas quimicos para la preconcentracion de trazas de
cobre en muestras acuosas. Implementacion al analisis on-line en nuevas
alternativas para la simplificacion y mejora de la metodologia de analisis de
metales pesados en muestras ambientales, Tesis Doctoral, Servicio de
publicaciones de la Universidad de Cadiz, Cadiz, cap 4, 249-299, 2008.

Millero F.J., Chemical Oceanography, 2* ediciéon, CRC Press, Boca Raton,
Florida, USA, 1996.

WINHUMIC V for Win95/98/NT (http://www.lwr.kth.se/english/OurSoftWare/
Win humicV/index.htm).

Preston J.S., Solvent extraction of cobalt and nickel by organophosphorus acids.
I. Comparison of phosphoric, phosphonic and phosphinic acid systems,
Hydrometallurgy, 9, 115-133, 1982.

Pospiech B., Walkowiak W., Wozniak M.J., Application of TBP in selective
removal of iron(lll) in solvent extraction and transport through polymer
inclusion membranes processes, Physicochemical Problems of Mineral
Processing, 39, 89-98, 2005.

Montekaitis R.J., Martell A.E., Speciation of metals in the oceans I. Inorganic

154



Capitulo IT. Seleccién de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

19.

20.

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

complexes in seawater, and influence of added chelating agents, Marine
Chemistry, 21, 101-116, 1987.

Gajda B., Bogacki M.B., The effect of tributylphosphate on the extraction of
nickel(I) and cobalt(ll) ions with di(2-ethylhexyl)phosphoric acid,
Physicochemical Problems of Mineral Processing, 41, 145-152, 2007.
Mendiguchia C., Garcia-Vargas M., Moreno C., Screening of dissolved heavy
metals (Cu, Zn, Mn, Al, Cd, Ni, Pb) in seawater by a liquid-membrane-ICP-MS
approach, Analytical and Bioanalytical Chemistry, 391, 773-778, 2008.

Byrne R.H., Kump L.R., Cantrell K.J., The influence of temperature and pH on
trace metal speciation in seawater, Marine Chemistry, 25, 163-181, 1988.
Worms I.A.M., Wilkinson K.J., Determination of Ni** using an equilibrium ion
exchange technique: important chemical factors and applicability to
environmental samples, Analytica Chimica Acta, 616, 95-102, 2008.

Doig L.E., Liber K., Nickel speciation in the presence of different sources and
fractions of dissolved organic matter, Ecotoxicology and Environmental Safety,
66, 169-177, 2007.

Parthasarathy N., Buffle J., Capabilities of supported liquid membranes for
metal speciation in natural waters: application to copper speciation, Analytica
Chimica Acta, 284, 649-659, 1994.

Mandal R, Hassan N.M., Murimboh J., Chakrabarti C.L., Back M.H., Chemical
speciation and toxicity of nickel species in natural waters from the Sudbury area
(Canada), Environmental Science and Technology, 36, 1477-1484, 2002.

Zhang H., Davison W., Direct in situ measurements of labile inorganic and
organically bound metal species in synthetic solutions and natural waters using
diffusive gradients in thin film, Analytical Chemistry, 72, 4447-4457, 2000.
Ferreira D., Tousset N., Ridame C., Tusseau-Vuillemin M.H., More than

inorganic copper is bioavailable to aquatic mosses at environmentally relevant

155



Capitulo [1. Seleccion de sistemas de transporte para separar fracciones de Ni en aguas naturales

concentrations, Environmental Toxicology and Chemistry, 27, 2108-2116,
2008.

156



CAPITULO III

OPTIMIZACION DEL SISTEMA DE
TRANSPORTE Ni-CHBBH EN
MEMBRANAS LIQUIDAS DE VOLUMEN







Capitulo ITI. Optimizacion del sistema de transporte Ni-CHBBH en ML Vs

IIL.I. INTRODUCCION

Las membranas liquidas constituyen una herramienta de gran utilidad para
desarrollar procesos de separacion de una manera efectiva, a la vez que rapida y limpia,
haciéndola de gran valia para sistemas enfocados al estudio de trazas y subtrazas de
una gran diversidad de compuestos. Es por ello que en nuestro caso, y una vez
seleccionados los sistemas quimicos para el andlisis de niquel se procedié al traslado
del sistema Ni-CHBBH a las membranas liquidas de volumen.

Como se ha explicado en la introduccion tedrica, las membranas liquidas de
volumen suponen una interesante alternativa para separar y preconcentrar metales en
aguas naturales debido a que presentan las siguientes ventajas sobre la técnica de
extraccion liquido-liquido:

= Al ser un sistema de preconcentracion permite determinar las bajas

concentraciones de metales propias de las muestras medioambientales,

permitiendo su analisis mediante técnicas asequibles como la espectrometria

de absorcion atomica [1].
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= Los procesos de extraccion y reextraccion se producen en un sélo paso, por
lo que se consigue reducir la manipulacion de la muestra y por tanto evitar la

contaminacion de la misma durante el proceso.

= Como sistema de separacion permite eliminar los efectos de matriz durante
la etapa de analisis.

= FEl facil acceso a las disoluciones acuosas, hace de las membranas liquidas
de volumen (MLV) la configuracion mas util para realizar estudios de
optimizacion de sistemas quimicos.

= [a amplia variedad de disefnos con distintas relaciones de volumenes entre
la muestra y la disolucién receptora permiten desarrollar sistemas que

presenten mejores factores de preconcentracion.

El presente estudio se ha basado en el estudio de extraccion liquido-liquido
previo, y ha consistido fundamentalmente en un proceso de optimizacion, mediante
metodologia univariante, del sistema en membranas liquidas de volumen,
concretamente de los parametros quimicos que mas influyen en la extraccion, como
son la concentracion de extractante disuelto en la fase organica y la concentracion de
acido en la disolucion receptora. Posteriormente se optimizaron los parametros
hidrodinamicos, como la velocidad de agitacion. Una vez establecidas las condiciones
optimas se estudio el efecto de los distintos ligandos tanto organicos como inorganicos
que se encuentran presentes en las aguas naturales de forma mayoritaria. Finalmente,

en las condiciones optimizadas previamente se estudi6 la eficiencia de la extraccion.

IIL.II. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Al igual que en el capitulo anterior se describen en primer lugar las
condiciones experimentales en las que se realizaron cada uno de los experimentos

necesarios para desarrollar el sistema de membranas liquidas de volumen utilizando el
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1,2-CHBBH como agente extractante. En un apartado posterior se detallan los

resultados obtenidos a partir de estos experimentos.

Descripcion de la celda

Los experimentos que se exponen a continuacion fueron realizados con una

celda de vidrio de fabricacion propia como la que se muestra en la figura I11.1.

Disolucion
organica

Muestra —
Disolucion
receptora

Figura I11.1. Celda de membrana liquida de volumen.

El sistema consiste en dos vasos concéntricos, encontrandose en el exterior la
disolucion cargada y en el interior la disolucion receptora. En este caso el volumen de
disolucion receptora fue de 23,5 ml y el de muestra de 38 ml, lo que permitia conseguir
un factor de preconcentracion de hasta 1,6. Ambas disoluciones acuosas se mantienen
en contacto a través de la disolucion organica que se encuentra sobre ellas, la cual
contiene el extractante utilizado (1,2-CHBBH) disuelto en tolueno al 2% de DMF. De
este modo el metal es extraido de la muestra hacia la fase organica donde se forma el
complejo Ni-CHBBH, el cual difunde hacia la fase receptora donde se produce la
reextraccion del metal en la disolucion acida regenerandose el extractante segun la

reaccion II1.1.
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Ni*" (a0 + 2 HR (01 ==NiR} (o) 72 H' (a0) (IT1.1)

donde HR representa al reactivo 1,2-CHBBH. Para facilitar los intercambios en la
interfase ambas muestras acuosas se someten a agitacion mediante varias barras
agitadoras magnéticas y un agitador magnético, reduciéndose de este modo los
procesos asociados con la capa de difusion, a la vez que se aumenta el transporte por
conveccion. El volumen de la disolucion orgénica se eligié para que fuera el minimo
posible, 7 ml en este caso, y de este modo maximizar la velocidad de transporte del

metal.

Optimizacion del sistema

El parametro elegido para realizar la optimizacion del sistema fue el
coeficiente de permeabilidad (P) que permite cuantificar la eficiencia del transporte de
niquel en funciéon del flujo de masa a través de la membrana. Este parametro
desarrollado por Danesi y col. se encuentra relacionado con el flujo de materia (J) a
través de la membrana liquida en un periodo de tiempo dado [2]. El flujo de materia J

es descrito por la ley de Fick, pudiendo ser representado con la ecuacion I11.2.

J= —Mﬁ (111.2)

dt S
donde J representa el flujo del metal, [Ni*]c y V¢ representan la concentracién de
niquel y el volumen en la disolucion cargada, respectivamente y S el area efectiva de la
membrana. A través de la ecuacidon anterior y sabiendo que la permeabilidad es
definida como el cociente entre el flujo y la concentracion del metal en la disolucion

cargada se puede deducir la ecuacion I11.3.
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- ln[Ni2+ ]C = Vi-P-t — 1n[Ni2+ ]0 (I11.3)

C

donde S es el area efectiva de la membrana, V¢ el volumen de la disolucién cargada y
[Ni*']y y [Ni*']c son las concentraciones de niquel en la disolucion cargada a los
tiempos 0 y t, respectivamente. De este modo, tenemos una relacion lineal de la
concentracion de niquel en la disolucion cargada frente al tiempo de extraccion,
pudiendo obtener el valor del coeficiente de permeabilidad a partir del valor de la
pendiente de la recta de regresion obtenida.

En este caso, para obtener el coeficiente de permeabilidad se tomaron alicuotas
de 1,6 ml de disolucion receptora cada 30 minutos durante dos horas, siendo sustituidas
por porciones nuevas de la disolucion acida. Las alicuotas tomadas se analizaron
mediante espectroscopia de absorcion atomica (AAS) para determinar el niquel que
habia sido transportado a cada tiempo y estimar la concentraciéon de niquel que
quedaba en la disolucidon cargada obteniendo a partir de ella el coeficiente de
permeabilidad con la ecuacion II1.3, como se ha explicado previamente.

Con el objetivo de maximizar el coeficiente de permeabilidad se realizé un
estudio univariante del sistema, variando cada vez el valor de una de las variables de
estudio mientras permanecian constante las demas. Entre las variables optimizadas se
incluyeron tanto las variables quimicas, tales como la concentracion de extractante
disuelto en la disolucion organica y la concentracion de acido en la disolucion
receptora, como las hidrodinamicas.

Las disoluciones cargadas utilizadas para llevar a cabo estas experiencias
fueron preparadas con 1 mgl1' de niquel, 35 g1"' de cloruro sédico y pH 8. Las
disoluciones se tamponaron con una disolucién acido 4-(2-hidroxietil)piperazina-N’-
(2-etanosulfonico) (HEPES) hasta una concentracion final de 0,25 M y la cantidad

necesaria de una disolucion de hidroxido sodico 2 M para alcanzar el pH deseado.
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Efecto de los ligandos

Una vez establecidas las condiciones optimas se procedid a estudiar el efecto
de los ligandos presentes en la muestra en el transporte de niquel en términos de
permeabilidad. Al igual que en el sistema de extraccion liquido-liquido se utilizé para
estudiar el efecto de los ligandos inorganicos presentes en las aguas naturales el Cl' y
como ejemplo de ligandos organicos los acidos hiimicos.

Los experimentos se realizaron de forma analoga a los anteriores. En el caso de
los ligandos organicos se analizo el carbono organico de cada muestra y se repitieron
cada una de las experiencias tras una digestion UV de las mismas, tal como se explica
en los Anexos A.3 y A.4, respectivamente. Al realizar estos analisis se encontrd una
relacion AH:COD de 3:1, proporcion que se corresponde con la definida en la

bibliografia [3].

Eficiencia de extraccion

En las condiciones 6ptimas de transporte se determiné la variacion temporal de
la eficiencia de la extraccion (E.) del sistema entendida como el porcentaje de niquel
transportado a través de la membrana a un tiempo dado. Para ello, se realiz6 un estudio
a lo largo de 24 horas de funcionamiento, en las condiciones optimizadas
anteriormente y en ausencia de agentes complejantes. Cada hora se tomo una alicuota
de 1,6 ml de disolucion receptora hasta las 11 horas, tomando dos alicuotas mas de
control tras 23-24 horas de funcionamiento. A estas alicuotas recogidas durante todo el
proceso se les determind el contenido de niquel, a partir del cual se calculo el valor de
la eficiencia de la extraccion (E.), que representa al porcentaje de niquel transportado,

con la ecuacién 111.4.

m,

E. (%)=

-100 (I11.4)

1’1’1CO
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donde m; es la masa de niquel transportada a través de la membrana a cada tiempo
estudiado y m es la masa de niquel inicial en la disolucion cargada.

Con el objetivo de mejorar la eficiencia de la extraccion, se realizo el estudio
de la influencia sobre este parametro del disolvente y modificador de matriz utilizado
en la disolucion organica, asi como del uso de distintos acidos en la disolucion
receptora.

Por ultimo se estudio el efecto causado sobre la eficiencia de la extraccion por

la presencia de ligandos orgénicos en la disolucidon cargada.

II1LIII. RESULTADOS

A continuacién se discuten los resultados obtenidos en los diferentes estudios
realizados con el sistema de membrana liquida de volumen con el sistema quimico
elegido en el capitulo anterior, Ni-CHBBH, para determinar los contenidos de las

distintas fracciones en muestras de aguas naturales.

Optimizacion del sistema

Como se ha explicado en el desarrollo experimental para la optimizacion del
sistema de membrana liquida se estudio el efecto sobre el coeficiente de permeabilidad
de las variables quimicas e hidrodinamicas del sistema.

La primera variable estudiada fue la concentracion de reactivo (1,2-CHBBH)
extractante en la membrana. Los experimentos se realizaron variando la concentracion
de reactivo en un intervalo entre 0,5 y 3 mM. La figura III.2 recoge los resultados
obtenidos, pudiendo observar cémo se produce un incremento inicial del valor del

coeficiente de permeabilidad al aumentar la concentracion de reactivo.
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Figura 111.2. Efecto de la concentracion de 1,2-CHBBH en el coeficiente
de permeabilidad. Disolucion acuosa: 1 mg'l'1 Ni; 0,25 M HEPES; pH 8; 35
g~l'1 NaCl; Disolucion receptora: 0,7 M HNO;.

Este comportamiento es debido a que existe una mayor relacion molar
CHBBH:Ni que favorece el transporte de los iones niquel a través de la membrana. Sin
embargo, para concentraciones superiores a 2,5 mmol-I"' se produce una disminucion
del transporte, posiblemente relacionada con la aparicion de precipitados en la
interfase, debido al aumento de la concentracion del reactivo 1,2-CHBBH sin
aumentar la proporcion de modificador de matriz DMF. Este mismo comportamiento
fue encontrado por Mendiguchia y col. para la separacion y preconcentracion de cobre
con el reactivo DEHPA en un sistema de membrana liquida de volumen similar [1]. En
su caso, el descenso del transporte del metal se debia al aumento de la viscosidad de la

disolucion organica al aumentar la concentracion de reactivo en la misma.

En vista de los resultados obtenidos, para posteriores experimentos se utilizd

una concentracion de 2,5 mmol-l"! de 1,2-CHBBH.
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A continuacioén se procedid al estudio de la siguiente variable quimica del
sistema, la concentracion de acido nitrico en la disolucion receptora, en un intervalo

entre 0,5 y 2,5 M mostrandose los resultados obtenidos en la figura II1.3.

7,5 A

6,0

-1

P ~103, cm'min

4,5

3,0

1,5

0,0 T T T T T T T
0 04 08 12 16 2 24 28

[HNO;]. mol-1”

Figura 111.3. Efecto de la concentracion de acido nitrico en el coeficiente
de permeabilidad. Disolucion acuosa: 1 mg-1" Ni; 0,25 M HEPES; pH 8; 35
g-1" NaCl; Disolucion organica: 2,5 mM 1,2-CHBBH.

Como se observa, el valor del coeficiente de permeabilidad experimenta un
incremento gradual al aumentar la concentracion de acido nitrico hasta 1,5 M, a partir
de la cual comienza a disminuir. Este comportamiento puede ser debido a que el
aumento de concentracion de acido nitrico mantiene un gradiente de protones mayor
que favorece el transporte de niquel segin la ecuacion de la extraccion, sin embargo
cuando la acidez es demasiado alta es posible que exista una
disolucién/descomposicion parcial del reactivo que ralentiza su transporte. Otros
autores observaron este comportamiento en sistemas similares para la determinacion de

cobre [1].
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Por ultimo, una vez que las variables quimicas del sistema se optimizaron, se
realizé el estudio de las condiciones hidrodinamicas del mismo, variando la velocidad

de agitacion entre 300 y 600 rpm, mostrandose los resultados en la figura I11.4.
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Figura 111.4. Efecto de la velocidad de agitacion en el coeficiente de
permeabilidad. Disolucién acuosa: 1 mg-1" Ni; 0,25 M HEPES; pH 8; 35 gl
NaCl; Disolucién organica: 2,5 mM 1,2-CHBBH; Disolucion receptora: 1,5 M
HNO:;.

Como se observa en la grafica, el transporte de niquel mejor6 al aumentar la
velocidad de agitacion, ya que se favorece la difusion del metal en el seno de la
disolucion acuosa hacia la interfase con la disolucion organica, renovandola y
mejorando con ello la difusion del mismo a través de la membrana liquida hacia la
interfase organica/receptora. Sin embargo, para una velocidad de agitacion de 600 rpm,
ya se produce ocasionalmente la ruptura de la membrana, por lo que se selecciond 500
rpm como velocidad éptima de trabajo. Este comportamiento es similar al observado

anteriormente en otros sistemas de membranas liquidas similares [1,4].
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Efecto de los ligandos

Efecto de los ligandos inorganicos

El siguiente estudio se centro en establecer la influencia sobre el coeficiente de
permeabilidad de los principales agentes complejantes presentes en el agua de mar, en
primer lugar los ligandos inorganicos utilizando como representativo el cloruro. Los
experimentos se realizaron a lo largo de 2 horas en las condiciones optimizadas

anteriormente mostrandose los resultados obtenidos en la figura IIL.5.
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Figura I11.5. Efecto de la concentracién de cloruros en el coeficiente de
permeabilidad. Disolucién acuosa: 1 mg-l'1 Ni; 0,25 M HEPES; pH 8;
Disolucion receptora: 1,5 M HCI; Disolucion organica: 2,5 mM CHBBH.

Como se puede observar existe una disminucion de la permeabilidad cuando
hay cloruros en la muestra, aunque esa disminucion es la misma independientemente
de la concentracion de cloruros usada. Esta disminucion podria estar relacionada con la

formacion del complejo monovalente NiCl™ que podria no ser extraido directamente
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por el agente extractante o cuya velocidad de transporte podria ser diferente a la de la
especie Ni*". Aunque en los experimentos de extraccion liquido-liquido no se observo
este comportamiento hay que tener en cuenta que el contacto entre la fase organica y la
cargada en la membrana es mucho menor y que por tanto la relacion efectiva entre las
moléculas de metal y extractante también lo es, lo que podria influir en el transporte
competitivo de la especie NiCl" a través de la membrana liquida [5].

Si observamos los datos de especiacion de niquel obtenidos teéricamente con
el programa WinHumic V en la tabla III.1 podemos comprobar que la cantidad de la

. . + ., ;g
especie NiCl" aumenta al aumentar la concentracion de cloruro sédico en la muestra.

[CI], | [NiCI']-10° [Ni*]10° [Ni(OH),]-10° [NiOH']-10®
gl M % M % M % M %
0 00 | 00 | 1,7 [992] 69 0,0 0,1 0,0

5 1,7 | 99 | 1,5 | 892 4,8 0,0 9,7 0,6
15 35 (208 | 1,3 |787] 33 0,0 7,5 0,4
2124 | 43 | 255 | 1,3 | 740| 29 0,0 6,8 0,4
25 48 | 279 | 12 |71,6| 27 0,0 6,5 0,4

Tabla I11.1. Datos tedricos de especiacion calculados con el programa WinHumic V para
distintas concentraciones de cloruro.

Sin embargo, no existe una dependencia del coeficiente de permeabilidad con
la concentracién de estos complejos, ya que el efecto se traduce en una disminucién del
coeficiente de permeabilidad de un valor de 7,63-107 + 0,43-10° a un valor medio de
5,64:10° + 0,36:10” cuando existen cloruros en el rango de 5 a 25 g1". Para los
valores de cloruros propios del agua de mar (21,24 g1"'), esta disminucion del
coeficiente de permeabilidad se corresponde con un decrecimiento del 26% respecto a
su valor en ausencia de cloruros, porcentaje que practicamente coincide con el

porcentaje de la especie NiCl™ en este tipo de muestras, como se observa en la tabla
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III.1. Este resultado confirmaria que esta especie podria no estar siendo extraida por el

sistema, como se comento anteriormente.

Efecto de los ligandos organicos

En el caso de los agentes complejantes organicos se estudio el efecto causado
por la presencia de acidos hiimicos en las muestras. Como en el caso anterior, el
estudio se realiz6 para distintas concentraciones de acidos humicos, y se repiti6 tras la
eliminacion de los mismos mediante digestion por radiacion UV (Anexo A.3). Los

datos obtenidos en ambos casos se han representado en la figura II1.6.

-1

P-1 03, cm'min
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Figura I11.6. Efecto de la concentracion de los 4acidos humicos en el
coeficiente de permeabilidad.; Disolucion receptora: 1,5 M HCI; Disolucion
orgénica: 2,5 mM CHBBH; Disolucion cargada: 1 mg~1’1 Ni; 0,25 M
HEPES; 35 g-1" NaCl; pH 8, m: sin digerir, ¢: digeridas.

Para establecer la relacion existente entre los resultados de permeabilidad

observados y los complejos organicos de niquel presentes en la muestra se recurrié a
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los datos de especiacion teéricos obtenidos con el programa Winhumic V y que se

muestran en la tabla I11.2.

[AH], mg 1" | [Ni*]10% M | [NiCI']-10°, M | [NiAH]-10°, M
0 12,3 4,3 0
15 11,7 4,0 1,1
50 9,9 3,4 32
75 9,0 3,1 4,4
100 8,1 2,8 5,4

Tabla I11.2. Datos teéricos de especiacion de niquel para distintas concentraciones
de acidos humicos.

Como se coment6 en el capitulo II, las concentraciones de las especies Ni*™ y
NiCl" disminuyen con el aumento de la concentracion de 4cidos hiimicos en la
muestra, mientras que los complejos organicos de niquel aumentan de forma
proporcional a la disminucion observada en el coeficiente de permeabilidad.

Estos resultados podrian relacionarse con la existencia de complejos organicos
que el sistema quimico Ni-CHBBH no es capaz de extraer, es decir, complejos con
constantes de formacion lo suficientemente elevadas para no poder ser disociados para
formar complejos con el 1,2-CHBBH vy ser transportados por el sistema. Esto ya habia
sido observado en el sistema de extraccion liquido-liquido, en el que aproximadamente

el 50% de los complejos organicos formados no podian ser transportados.

Eficiencia de extraccion

Una vez establecidas las condiciones Optimas de transporte, se determino la
eficiencia del sistema de membrana en términos de la variacion temporal del porcentaje
de niquel transportado a través de la membrana a lo largo de 24 horas, mostrandose en

la figura II1.7 los resultados obtenidos.
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Figura I11.7. Variacion temporal de la eficiencia de extraccion. Disolucion
acuosa: 1 mg-I" Ni; 0,25 M HEPES; pH 8; Disolucion organica: 2,5 mM
1,2-CHBBH; Disolucioén receptora: 1,5 M HNO;.

Como se observa en la figura el porcentaje de extraccion aumenta rapidamente
durante las primeras horas de funcionamiento del sistema haciéndose el transporte
mucho mas lento a partir de las 6-7 horas, y practicamente invariable para tiempos
mayores a 9 horas. Por esta razon se seleccion6 este tiempo como el necesario para
conseguir los mayores porcentajes de extraccion, alcanzando la eficiencia de la
extraccion un valor del 49,8%. Aunque para este tiempo el transporte practicamente ha
finalizado, no es posible extraer todo el niquel presente en la disolucion cargada inicial.

Este hecho indica que existe una fraccion de niquel en disolucion que no llega
hasta la disolucion receptora, quedandose posiblemente en la disolucién cargada o en
la orgéanica, probablemente por causas cinéticas. De hecho, un estudio realizado por
Vajda y col. con un sistema de membrana de volumen parecido a éste, demostro que la
velocidad del transporte del metal estaba determinada principalmente por la cinética de

la reextraccion del metal por la disolucidn receptora [6].
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Cabe destacar que a partir de las tres horas de funcionamiento se observo en el
sistema la aparicion de un precipitado rojizo en la interfase cargada/organica del
sistema, comprobandose experimentalmente que dicho precipitado estaba constituido
por algiin compuesto de niquel.

Mediante la realizacion de distintos blancos, uno de ellos sin reactivo
extractante y otro sin acido nitrico en la disolucidén receptora, se comprobd que el
precipitado sélo aparecia cuando ambos compuestos estaban presentes en el sistema.
Para evitar la aparicion de este precipitado se probaron distintos acidos en la disolucion
receptora comprobando que con acido clorhidrico no se producia la precipitacion de
niquel. En este caso la variacion de la eficiencia de extraccidon permanecia
practicamente idéntica a la observada cuando se utiliza acido nitrico en la disolucion
receptora, finalizando el transporte a las 9 horas de funcionamiento con una eficiencia

de extraccion del 50,14%.

Una vez establecidas las condiciones que permitian un mejor transporte de
niquel hasta la disolucion receptora es posible resumir las condiciones Optimas de

funcionamiento del sistema en la tabla I11.3.

Disolucién cargada 1 mg-1I"' Ni; 0,25 M HEPES; pH 8; 35 g'I'' NaCl

Disolucion organica 2,5 mM 1,2-CHBBH disuelto en tolueno al 2% DMF

Disolucion receptora 1,5 M HCI
Velocidad de agitacion 500 rpm
Tiempo 9 horas
E. 50,14%

Tabla 111.3. Condiciones 6ptimas del sistema Ni-CHBBH en membranas liquidas de volumen.
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Efecto de los ligandos organicos

Finalmente se estudio el efecto de los ligandos orgénicos sobre la eficiencia de
extraccion, puesto que se observo que la permeabilidad disminuia proporcionalmente
con la concentracion de estos ligandos en la disolucion cargada. Para ello se estudio la
eficiencia de extraccion a lo largo de 11 horas para distintas concentraciones de acidos
himicos mostrandose los resultados obtenidos en la figura II1.8 junto a los porcentajes

obtenidos en ausencia de acidos humicos.

100 ~

80

Ee, %

Figura 111.8. Efecto de la concentracion de acidos hiimicos en la eficiencia de
extraccion de niquel. Disolucion acuosa: 1 mg1" Ni, 0,25 M HEPES, 35 g1
NaCl, pH 8 : sin ligandos, m : 0 ppm acidos humicos, 4: 15 ppm acidos

himicos, x: 50 ppm acidos himicos, : 75 ppm acidos himicos, ¢: 100 ppm
acidos humicos; Disolucion receptora: 1,5 M HCI; disolucion orgéanica: 2,5 mM
CHBBH.

Como se observa en la figura, la variacion temporal de la eficiencia de la

extraccion es similar para las distintas concentraciones de acidos humicos, aunque los
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valores de E. disminuyen al aumentar la concentracion de estos ligandos para cada
tiempo, haciéndose esta diferencia mas notable para tiempos mayores de extraccion. Al
igual que ocurre con el coeficiente de permeabilidad, esta disminucion en el porcentaje
de extraccion a medida que aumenta el contenido de acidos humicos en la muestra se
puede relacionar con la formacion de complejos orgéanicos de niquel que no serian
transportados a través de la membrana.

Para establecer la relacion existente entre los porcentajes de extraccion
observados y los complejos organicos de niquel presentes en la muestra se recurrioé a
los datos de especiacion tedricos obtenidos con el programa Winhumic V que se
muestran en la tabla I11.4 junto con los porcentajes de eficiencia de la extraccion para 9

horas de funcionamiento del sistema.

1[;?;]; [i(;_ll)_l]’ E., % | [Ni*']-10°, M | [NiCI']-10°, M | [NiAH]-10°,M
0 0 45,0 +3,5 12,3 43 0
15 37 | 42,1+12 11,7 4,0 1,1
50 122 | 41,5+5.2 9,9 3.4 3,2
75 18,6 | 29,5+7,7 9,0 3,1 4.4
100 26,0 | 32,9+6,6 8,1 2,8 5.4

Tabla I111.4. Datos teéricos de especiacion de niquel y eficiencias de extraccion a 9 horas para
distintas concentraciones de acidos himicos.

Al igual que en el estudio de la variacion del coeficiente de permeabilidad, la
concentracion del complejo organico de niquel (NiAH) aumenta con el incremento de
la concentracion de acidos hiimicos en la muestra, mientras que la eficiencia de la
extraccion decrece de forma proporcional al aumento de dicha concentracion de
ligandos organicos en las muestras. De hecho estos resultados muestran una
correlacion lineal negativa entre la concentracion de los complejos Ni-AH de la

muestra y el porcentaje de E. obtenido para 9 horas de extraccion, con un coeficiente
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de correlacion de Spearman de -0,90 para un nivel de significacion (o) de 0,05. Esta
relacion indicaria que existen complejos organicos que el sistema quimico Ni-CHBBH
no es capaz de extraer, es decir, estos complejos tienen constantes de formacion lo
suficientemente elevadas para no poder ser disociados para formar complejos con el
1,2-CHBBH 1y ser transportados por el sistema. Esto ya habia sido observado en el
sistema de extraccién liquido-liquido, en el que aproximadamente el 50% de los
complejos organicos formados no podian ser transportados.

Con estos resultados es posible ademas establecer una relacion lineal entre la
eficiencia de la extraccion y la concentracion de carbono organico disuelto (COD) en
la muestra con un coeficiente de regresion lineal de 0,75, la cual se muestra en la

ecuacion I11.5.

E. (%) = -0,5 [COD] + 44,7 (IIL5)

De este modo, a partir de la medida de COD en la disoluciéon receptora seria

posible establecer cual es la eficacia de extraccion del sistema.

En vista de los resultados obtenidos parece posible realizar el transporte
selectivo de algunas especies de niquel que podrian definirse como labiles.
Considerando este punto seria posible obtener la fraccion labil de niquel inicialmente
presente en la muestra a partir de la medida de niquel en la disolucion receptora a un
tiempo determinado y teniendo en cuenta el porcentaje de extraccion y la relacion de
volumenes de la celda. Partiendo de este conocimiento inicial del sistema se realizd la
aplicacion del mismo a la especiacion de niquel en aguas naturales utilizando para ello
una celda con mayor relacion de volimenes. De este modo es posible obtener un
mayor factor de preconcentracion, necesario para la aplicacion del sistema al analisis

de muestras reales en las cuales la concentracion de niquel puede llegar a ser menor a 1

ppb.
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Capitulo IV. Separacion y determinacion de fracciones de niquel en aguas naturales con ML Vs

IV.I. INTRODUCCION

Una vez confirmada la viabilidad del sistema quimico Ni-CHBBH como
herramienta de separacion mediante membranas liquidas de volumen, se abordo la
mejora de dicho sistema de membranas, con la finalidad de permitir la aproximacion a
la resolucion de muestras reales de aguas naturales, en las que las concentraciones de
niquel son menores a las utilizadas hasta el momento. Con esta finalidad, se disefi6 una
nueva celda de transporte, con dos objetivos fundamentales: por un lado se permitir un
mayor factor de preconcentracion, mediante la modificacion de la relacion de
volumenes, y por otro lado utilizar un material para su fabricacion que permita
minimizar la contaminacion de la muestra durante su utilizacién, habiéndose utilizado
en este caso materiales poliméricos fluorados, para asegurar la inalterabilidad de las
diferentes fracciones de niquel presentes en la muestra.

Cabe recordar diversos aspectos referentes a las membranas liquidas, algunos
de ellos ya abordados anteriormente. De este modo, al realizar estudios de especiacion
como los que se abordaran en este capitulo, es de gran importancia la propiedad de las

membranas liquidas por lo que respecta a su funcionamiento como una técnica de no
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equilibrio, donde la separacion ocurre por un gradiente de potencial quimico. Es por
ello que la especiacion sera siempre dinamica, es decir va a existir una interconversion
entre las especies naturalmente presentes en la muestra durante el proceso de
separacion [1], lo cual debe ser tenido en cuenta a la hora de interpretar los resultados
de los estudios de especiacion o fraccionamiento realizados.

Por otro lado, un aspecto comun a las técnicas de separacion de fracciones
metalicas en aguas naturales es la necesidad de definir la “labilidad” de las especies
presentes en el sistema [2]. Como se ha comentado en la introduccién es posible definir
las especies labiles y no labiles desde un punto de vista funcional u operacional,
optando la mayoria de los investigadores por éste ultimo, por lo que esta definicion
dependera de la técnica de analisis utilizada y de las condiciones en las que se realizo
el analisis. En este caso se plantea como hipodtesis de trabajo la utilizacion de la
membrana liquida conteniendo el extractante 1,2-ciclohexanodiona
bisbenzoilhidrazona (1,2-CHBBH), como herramienta de discriminacion de las
especies labiles de niquel presentes en el agua.

A la hora de establecer la validez de la metodologia propuesta para separar
fracciones de niquel en aguas naturales se recurrié no solo calculos de tipo tedrico, sino
a la comparacion con los resultados obtenidos con metodologias de referencia bien
establecidas. En este sentido se utilizé la voltamperometria de redisolucion catddica
adsortiva (AdCSV) para analizar la fraccion labil, ampliamente utilizada con este fin
[3,4]. Para la determinacion de los contenidos totales de niquel se utilizo la
metodologia tradicional basada en la extraccion liquido-liquido con mezcla de
carbamatos (APDC/DDDC) utilizada en oceanografia [5].

Por lo que respecta a la utilizacion de célculos tedricos como apoyo a los
estudios de especiacion, cada vez son mas robustos aquellos basados en la utilizacion
de las constantes de formacion de complejos [6-8]. En nuestro caso se realizaron

comparaciones con datos calculados teéricamente mediante programas de especiacion
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quimica en equilibrio, como el WinHumic V [9]. El problema que conlleva esta ultima
actuacion es que los programas de especiacion quimica devuelven datos de la
distribucion de las distintas especies formadas en el equilibrio y como se ha comentado
anteriormente, las membranas liquidas son técnicas de no equilibrio, con lo que hay
que entender que estos programas aportan informacion sobre aproximaciones teoricas

simplificadas de los sistemas reales.

IV. 1. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Como consecuencia del cambio de celda, se llevd a cabo una nueva
optimizaciéon del sistema, realizdndose en esta ocasion mediante una estrategia
multivariante mediante el uso del simplex modificado, para tener en cuenta de este
modo posibles interacciones entre las variables optimizadas [10]. Finalmente se estudio
la influencia de la matriz real de agua de mar en el sistema y se aplicd el mismo a la
separacion y determinacion de las fracciones labiles y no labiles de niquel en aguas
naturales de distinta salinidad.

Al igual que en el capitulo anterior se expondran primero las condiciones
experimentales en las que se realizaron cada uno de los experimentos para la aplicacion
del sistema quimico optimizado con 1,2-CHBBH como agente extractante a la
determinacion de las distintas fracciones de niquel en muestras de aguas naturales.

Posteriormente se detallan los resultados obtenidos en estos experimentos.

Descripcién de la celda

En primer lugar se traslado el sistema optimizado en el capitulo anterior a una
celda de teflon de mayores dimensiones, la cual se muestra en la figura IV.1, que
permitia alcanzar un factor de volumenes de 58,4, con 730 ml de muestra y 12,5 ml de

disolucion receptora. De este modo, se consiguen factores mas altos que permiten el
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analisis de las bajas concentraciones de niquel presentes en las aguas naturales. En este

caso el volumen de disolucion organica fue de 100 ml.

Figura I1V.1. Celda de membrana liquida de volumen.

Al cambiar la relacion de volumenes entre las disoluciones también cambia la
proporcion de Ni:CHBBH, asi como las condiciones hidrodinamicas del sistema, por lo
que se considerd necesario una nueva optimizacion del sistema partiendo del
conocimiento inicial del mismo. Aunque el sistema permite trabajar con
concentraciones de niquel inferiores a 1 pgl' en la disolucion cargada, las
concentraciones utilizadas para el estudio de optimizacion fueron de 100 pg1”, ya que
permitia trabajar con mayor rapidez al poder realizar los andlisis mediante
espectrometria absorcion atomica con llama (F-AAS). Las demas condiciones de esta

disolucion se mantuvieron igual que en experimentos anteriores.
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Optimizacion multivariante del sistema

La optimizacién del sistema con la nueva celda utilizada se realiz6 a través de
una optimizaciéon multivariante mediante Simplex modificado, método introducido por
Spendley en 1962 para realizar la optimizacion de resultados empiricos y que se
explica en detalle en el Anexo A.5 [10]. En este caso, las variables utilizadas para
llevar a cabo la optimizacion fueron la concentracién de agente extractante disuelto en
la disolucion organica y la concentracion de acido en la disolucion receptora. En la
tabla I'V.1 se recogen los valores de referencia y el tamafio de paso para cada una de las

variables estudiadas en el proceso.

Variables Valor de referencia Tamafo de paso
[1,2-CHBBH], mM 1 0,5
[HCI], M 0,5 0,5

Tabla IV.1. Condiciones iniciales del Simplex.

Las respuestas se cuantificaron mediante el valor del coeficiente de
permeabilidad calculado en este caso para cuatro horas de extraccion, ya que en la
celda de mayores dimensiones la difusion del metal serd méas lenta y es necesario un
tiempo de extraccion mayor para calcular correctamente la pendiente de la recta. Para
ello se tomaron alicuotas de la disolucion receptora cada hora y se midio en ellas el

niquel extraido mediante F-AAS.

Blancos del sistema

Una vez optimizado el sistema quimico, se realizo el estudio de los blancos de
extraccion para poder cuantificar la posible contaminacion introducida en el sistema
tanto por los reactivos utilizados como por el propio montaje de las celdas. Para ello, se

realizaron dos réplicas de cada experimento en condiciones de extrema limpieza en una
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sala blanca clase 10.000 y se tomaron alicuotas de la disolucion receptora cada hora
entre las 7 y las 11 horas de extraccion, tomando dos tltimas alicuotas de control a las
23 y 24 horas. Estas muestras fueron medidas por espectrometria de absorcion atomica
con horno de grafito (GF-AAS), debido a las bajas concentraciones que presentaban las
alicuotas. Las condiciones utilizadas para llevar a cabo estos andlisis se recogen en la

tabla IV.2.

Etapas Temperatura, °C | Tiempo, s | Rampa, s | Flujo argon I'min’
Secado 100 30 10 0,2
Secado 130 20 30 0,2
Calcinacion 1000 20 150 0,2
Atomizacion 2400 3 0 0
Limpieza 2600 3 0 0,2

Tabla IV.2. Condiciones de funcionamiento del horno de grafito.

Eficiencia de extraccion

Una vez seleccionadas las condiciones optimas de funcionamiento del sistema
se estudid la eficiencia de la extraccion a lo largo del tiempo para establecer los
factores de preconcentracion y el tiempo de extraccion. Para ello se utilizd una muestra
real, Muestra 1, procedente de la Bahia de Cadiz, (ver Anexo A.6 para protocolos de
muestreo). Dicha muestra fue digerida con radiacion ultravioleta para destruir los
posibles complejos organicos presentes en la muestra y se dopo con 5 ug-l”' de niquel
para su posterior andlisis. En este caso, no se adiciond el tampon utilizado en las
disoluciones sintéticas, ya que al ser una muestra de agua de mar real ya contiene su
propio sistema regulador de carbonato/bicarbonato.

Para obtener los porcentajes de eficiencia de la extraccion a lo largo del tiempo
se realizd un experimento de extraccion durante 24 horas, tomando alicuotas de 1 ml

cada hora durante las primeras 11 horas que eran sustituidas por el mismo volumen de
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disolucion receptora. Las alicuotas se analizaron por GF-AAS y se utilizé el porcentaje
de la eficiencia de la extraccion descrito anteriormente (ecuacion 111.4).

Posteriormente se realizé el estudio del efecto de los ligandos naturales mas
abundantes sobre la eficacia del transporte. En este caso, teniendo en cuenta que las
distintas concentraciones de cloruros habian demostrado no influir sobre el transporte
de niquel a través de la membrana liquida, solo se evaluo6 el efecto de los ligandos
organicos, utilizdndose la misma muestra real dopada que en el caso anterior. Para
realizar los experimentos se afadieron diferentes concentraciones de la sal de acido
himico a la muestra en el rango de concentraciones de 11,3 a 42,4 mgl”, que
corresponde a un rango de 3,97 a 12,58 mg-1" de COD, representativo de los niveles
presentes en las aguas naturales [11]. La eficiencia de la extraccion fue cuantificada al
igual que en el caso anterior a lo largo de 24 horas analizando alicuotas de disolucion
receptora cada hora durante las primeras 11 horas de extraccion.

A la vista de los resultados se selecciond el tiempo necesario para realizar la
extraccion y se calcularon los factores de preconcentracion en funcion del COD de la
muestra para su aplicacion en la determinacion de las distintas fracciones de niquel tal

y como se recoge en los apartados posteriores.

Separacion y determinacion de distintas fracciones de niquel

Para este estudio se utilizaron distintas muestras reales procedentes del litoral
gaditano, cuyas caracteristicas se detallan en el anexo A.6 junto con el procedimiento
empleado en la toma de las mismas. Estas muestras fueron analizadas por duplicado
mediante el sistema de membrana liquida de volumen propuesto y se calculd el
contenido total y las fracciones labiles y no labiles a partir de los factores de
preconcentracion obtenidos anteriormente. Para comprobar la validez del método se
tomaron porciones de muestra para la determinacion de los contenidos totales y de la

fraccion labil mediante técnicas bien establecidas. Para el caso de contenidos totales se
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utiliz6 una extraccion con APDC/DDDC y posterior determinacion con ICP-MS [5] y
para la fraccion 1abil se recurrio a la AACSV [12]. Ambos procedimientos se detallan
en el anexo A.7. Para establecer si existian diferencias significativas entre los
resultados obtenidos con el método de membrana liquida y los obtenidos con los
métodos de referencia se realizoé el test-t de Student para la comparacion de dos valores
experimentales recogido en el anexo A.8.

Ademas, se ha realizado la comparacion de los resultados obtenidos mediante
el sistema de membrana liquida de volumen propuesto con los calculados con
programas quimicos de especiacion. Para ello, se han definido las distintas fracciones
presentes en las muestras reales analizadas con el sistema de membrana y por otro lado
se han calculado tedricamente haciendo uso del programa WinHumic V. De este modo,
es posible comparar las predicciones tedricas con las observadas experimentalmente.
Para realizar dicha comparacion se ha utilizado el test estadistico t de Student de
comparacion de un valor experimental con un valor de referencia para un nivel de

probabilidad del 95 % que se detalla en el anexo A.8.

IV.III. RESULTADOS

Optimizacion multivariante del sistema

En primer lugar se traslado directamente el sistema quimico optimizado a la
nueva celda y se evalud el porcentaje de extraccion obtenido a lo largo del tiempo. Para
ello, se mantuvo la relacion Ni:CHBBH que teniamos en la anterior celda, la cual
suponia una concentracion de 1,2-CHBBH en la disolucion organica de 2,7 mM. Los

resultados obtenidos son los que aparecen en la figura [V.2.
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Figura IV.2. Variacion temporal de la eficiencia de la extraccion.
Disolucion cargada: 1 mg1" Ni; 0,25 M HEPES; 35 g1 NaCl; pH §;
Disolucion receptora: 1,5 M HCI; Disolucion organica: 2,7 mM CHBBH.

En la figura IV.2 se puede observar que el transporte de niquel fue mas lento
que para la celda mas pequeiia probablemente debido al mayor volumen de disolucion
organica que dificulta el proceso de difusion al tener que realizar el complejo formado
Ni-CHBBH un mayor recorrido desde la interfase con la disolucion cargada a la
receptora. Sin embargo, una vez alcanzado el equilibrio la eficiencia de la extraccion
alcanza el 60% como se comprobd con las muestras de control a las 23 y 24 horas. De
hecho, con la nueva celda disminuye ligeramente el porcentaje de extraccion a 9 horas,
que es de solo un 30,3% frente al 50,1% obtenido con la otra celda.

Para intentar aumentar este porcentaje, se procedidé a realizar de nuevo la
optimizacion quimica e hidrodinamica del sistema con la nueva celda a través del
estudio del coeficiente de permeabilidad.

Por lo que respecta a los aspectos hidrodindmicos, para una velocidad de

agitacion a 600 rpm se observo un ligero aumento en los coeficientes de permeabilidad,
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aunque con un aumento considerable de la desviacion estandar, probablemente debido
a la posible mezcla de fases en algunos experimentos. Para velocidades mayores se
produce la ruptura de la membrana, y la consiguiente mezcla de ambas disoluciones
acuosas, por lo que se mantuvo una agitacion de 500 rpm para los siguientes
experimentos.

Como se ha comentado en el desarrollo experimental, la optimizacidon quimica
del sistema se realizo a través del método Simplex modificado, siendo las variables
estudiadas la concentracion de agente extractante y la concentracién de acido en la
disolucion receptora, y la respuesta a optimizar el coeficiente de permeabilidad a
cuatro horas de funcionamiento del sistema. En la tabla IV.3 se muestran los distintos

experimentos realizados para optimizar el sistema y el valor de respuesta obtenido.

Vértices | Tipo | [HCI],M | [1,2-CHBBH], mM | P-10°, cm'min” | SD
1 I 0,50 1,00 1,73 0,32
2 I 1,00 1,00 2,53 0,38
3 I 0,75 1,44 1,98 0,01
4 R 1,25 1,44 1,77 0,10
5 C 1,06 1,33 2,85 0,45
6 R 1,31 0,89 2,11 0,22
2 2 1,00 1,00 1,98 0,28
7 R 1,38 1,22 1,90 0,08
8 C 1,09 1,05 2,07 0,28
5 5 1,06 1,33 1,88 0,03

Tabla 1V.3. Valores del Simplex modificado utilizado para la optimizacién quimica del sistema.
I: vértices iniciales, R: reflexion, C: contraccion. > Vértice reevaluado.
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Tanto los valores de permeabilidad como de desviaciones estandar han sido
calculados a partir de dos réplicas del mismo experimento. El simplex se par6 después
de ocho experimentos mediante la prueba F que compara la varianza del Gltimo
simplex con la estimada para el método, siendo la del método de 0,010 para tres
réplicas y la del ultimo simplex de 0,015, y por lo tanto el valor de F fue de 1,50,
menor que el valor critico de F (2,00) para un valor de significacion p = 0,67.

El valor maximo del coeficiente de permeabilidad se obtuvo para el vértice 6,
correspondiente a una concentracion de 1,2-CHBBH de 0,89 mM y 1,3 M de HCI. Con
estas condiciones se realizé el estudio de la variacion temporal de la eficiencia de la
extraccion. Como se observa en la figura IV.3, no hubo diferencias en los porcentajes

de extraccion para las nuevas condiciones y los obtenidos con el sistema inicial.

100 ~
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60 -
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Figura 1V.3. Variacioén temporal de la eficiencia de la extraccion. ¢: Condiciones
iniciales m: Condiciones optimizadas
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Sin embargo la optimizacion ha permitido reducir la concentracion de reactivo
organico y acido clorhidrico sin reducir la eficiencia de extraccion ademas de mejorar
la reproducibilidad del sistema.

De este modo las condiciones de funcionamiento del sistema en la nueva celda

se pueden resumir en la tabla IV 4.

Disolucién organica [1,2-CHBBH] = 0,89 mM disuelto en tolueno 2 % DMF
Disolucion receptora 1,3 M HCI
Agitacion 500 rpm
Tiempo 9 horas
E. 31,9

Tabla IV.4. Condiciones optimizadas para la celda con mayor factor de volumen (58,4).

Blancos del sistema

Antes de evaluar el efecto de los ligandos orgénicos en el sistema se procedio
a realizar el estudio de los blancos para asegurar la correcta cuantificacion de las
muestras reales. Para ello se aplicd el sistema a muestras sintéticas sin metal para
determinar la concentracion de niquel que proviene de los reactivos utilizados y del
montaje del sistema. La concentraciéon de niquel obtenida inicialmente presentd un
valor de 10,68 + 1,38 ug-l'l, el cual resultaba demasiado elevado para la aplicacion del
sistema a muestras reales, y que era probablemente debido a la contaminaciéon que
introducian los reactivos, principalmente el NaOH y el HEPES usados para regular el
pH en la disolucion cargada. Para reducir este valor se decidid realizar los
experimentos en una sala blanca clase 10.000 y con reactivos de alta pureza. Ademas, a
la disolucién organica se le realizd una limpieza mediante extracciones con una
disolucion acida de la misma concentracion que la disolucion receptora, siguiendo el

protocolo que aparece en el anexo A.9. Con este procedimiento se consiguio reducir la
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contaminacién medida en la disolucion receptora a un valor de 5,98 + 2,88 pgl"' de
niquel.

Posteriormente se realizaron blancos sin tampdn, ya que las aguas naturales
poseen su propio sistema regulador del pH carbonato/bicarbonato y no es necesaria la
adicion de HEPES, como se comprobd controlando el pH de una muestra real a lo
largo de 8 horas de extraccion sin que se observara ninguna modificacion en el mismo.

De este modo, para preparar el blanco se utilizd6 agua desionizada como
disolucion cargada. Ademas, con el objeto de disminuir al méximo la contaminacion de
niquel se realizé un protocolo de limpieza de todo el material utilizado junto con la
limpieza de la disoluciéon organica expuesta anteriormente. Estos protocolos de
limpieza se encuentran en los anexos que aparecen al final de la tesis (anexos A.9 y
A.10). Bajo estas condiciones se realizaron dos réplicas del blanco de extraccion en la
sala blanca obteniendo una concentracion de niquel en la disolucion receptora de 0,41
+ 0,26 pgl', mucho mas adecuado para aplicar el sistema al analisis de muestras
reales. Todos los experimentos que se detallan a continuacion, tanto para el estudio del
efecto de los ligandos como para la aplicacion a muestras reales, se realizaron en las
mismas condiciones que estos blancos, es decir, sin afiadir reactivos para ajustar el pH

de la muestra y en condiciones de extrema limpieza.

Eficiencia de extraccion

Con vistas a aplicar el sistema al analisis de muestras reales se estudid la
variacion de la eficiencia de la extraccion (E.) a lo largo del tiempo utilizando una
muestra de agua de mar real digerida con radiacién UV y dopada con 5 pg-1" de niquel
para diferentes concentraciones de COD. De este modo, se trata de establecer una
relacion entre ambas variables que permita obtener, a partir de la medida del COD, el
valor de E, a aplicar para calcular la concentracion de niquel en la muestra a partir de

la concentracion de niquel medida en la disolucion receptora. Para ello se anadieron
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distintas concentraciones de la sal de acidos hiimicos para conseguir la concentracion
deseada de carbono organico disuelto en el rango tipico de las aguas naturales 0-12
mg1" [13].

En primer lugar cabe destacar que, tal como muestra la figura V.4, la matriz
real no afecta a la eficiencia de la extraccion de niquel con el sistema utilizado si lo
comparamos con la obtenida en la muestra sintética (figura I'V.3).

Por otro lado, se observa una disminucion del porcentaje de reextraccion de
niquel conforme aumenta la concentracion de carbono orgénico disuelto de la muestra.
Sin embargo, independientemente de la concentracion de COD, a las nueve horas
parece que el transporte ha finalizado practicamente, por lo que se eligié éste como el

tiempo necesario para realizar la extraccion.
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Figura 1V.4. Efecto de la concentracion de COD en la variacion temporal de la
eficiencia de la extraccion. Disolucion receptora: 1,3 M HCI; Disolucion organica:
0,89 mM CHBBH; Disolucién cargada: muestra real digerida, 5 pgl1" Ni*" #: 0
mg1"' COD, m: 3,97 mg-I"' COD, A:8,71 mg1'COD,+: 12,58 mg-1"' COD.
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A partir de los datos de la especiacion tedrica para las distintas
concentraciones de COD que aparecen en la tabla IV.5, se observa que los complejos
organicos formados aumentan proporcionalmente al aumentar la concentracion de

COD en la muestra.

[COD], mg1" E., % [Ni**]-10%, M | [NiCI']-10%, M | [NiAH]-10%, M
0 30,15 + 1,95 6,34 2,13 0
3,97 26,82 + 0,66 5,46 1,84 1,18
8,71 22,71 2,73 4,74 1,59 2,16
12,58 18,85+ 0,75 4,27 1,44 2,78

Tabla IV.5. Datos de especiacion tedricos para distintas concentraciones de COD y
eficiencias de extraccion a 9 horas.

Este aumento de complejos organicos se corresponde a su vez con un descenso
de la eficiencia de la extraccion, tal y como se observa en la figura I'V.5, siendo posible
por tanto establecer una correlacion lineal negativa entre ambas variables con un
coeficiente de correlacion de Spearman de -1,00.

Como se comentd anteriormente, estos resultados indican que existe una
fraccion de niquel que no es transportada por el agente extractante relacionada con la
formacion de complejos organicos que no pueden ser transportados a través de la
membrana, lo que permitiria aplicar el sistema para separar distintas fracciones de
niquel que pueden ser ademas cuantificadas como se explica en el apartado siguiente.

Este comportamiento ha sido descrito anteriormente por Bayen y col. para un
sistema de membranas liquidas utilizando un éter corona como agente extractante,
pudiendo diferenciar entre la cantidad de niquel libre y la que se encontraba formando
complejos organicos, debido a que el flujo de niquel a través de la membrana, y como
consecuencia la permeabilidad, era proporcional a la cantidad de niquel libre presente

en la muestra [14].
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Figura IV.5. Relacién entre la concentracion de complejos organicos (NiAH)
y la eficiencia de la extraccion a 9 horas. Disolucion cargada: muestra real
digerida, 5 pg-1" Ni; Disolucion receptora: 1,3 M HCI; Disolucion orgéanica:
0,89 mM CHBBH.

De hecho, en el sistema de membrana liquida que aqui se propone también se
ha observado esta relacion lineal entre el coeficiente de permeabilidad calculado a
cuatro horas y la concentracion de la especie Ni*", tal y como muestra la figura IV.6.

Del mismo modo que para los complejos orgéanicos es posible establecer una
relacion lineal entre la concentracion de DOC en la muestra y la eficiencia de la

extraccion obteniendo mediante un ajuste de minimos cuadrados la ecuacion I'V.1.

% B, = -1,147 [COD] + 30,885 (IV.1)

De este modo, esta ecuacion proporcionard el valor de la eficiencia de
extraccion que le correspondera a cada muestra a través de la medida de concentracion

de COD en la misma. A partir de la medida de niquel en la disolucion receptora y
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haciendo uso del valor de la eficiencia de extraccion calculado sera posible obtener la
cantidad de niquel total presente inicialmente en la muestra, tal y como se explica en

detalle en un apartado posterior.

S 071 ) L)
O T T T 1
0,105 0,6 / 07 038 09

Log [Ni" -10°, M

Figura 1V.6. Efecto de la concentracion de la especie Ni** en la
permeabilidad. Disolucion cargada: muestra real, 5 pug:1" Ni, [DOC]= 3,97-
12,58 mg-l'l; Disolucion receptora: 1,3 M HCI; Disolucion organica: 0,89
mM CHBBH..

Aplicacién del sistema a la determinacion de distintas fracciones de niquel

Para realizar este estudio se utilizaron tres muestras de aguas naturales, dos de
agua de mar y una de agua de rio tomadas en la Bahia de Cadiz (anexo A.6). El analisis
de especiacion de dichas muestras se realizo haciendo uso del método optimizado de
membrana liquida y posteriormente se compard con las dos técnicas de referencia
comentadas anteriormente.

Para realizar la determinacion de las distintas fracciones de niquel en las

muestras reales se ha considerado como fraccion labil aquella que puede ser

197



Capitulo I'V. Separacion y determinacién de fracciones de niquel en aguas naturales con ML Vs

transportada a través de la membrana, mientras que la fraccion no-labil seria la que
permanece en la disolucion cargada (muestra) una vez finalizada la extraccion. De este
modo cada una de las distintas fracciones puede ser obtenida tal y como se recoge en la

figura IV.7 y que se explica en detalle a continuacion.

Fraccion labil
del metal

Relacion

Volumen
% metal extraido si
deidos humicos

[Metal] medida [Metal]
en la disolucion extraida de la
receptora muestra

% metal extraido
con deidos hdmicos

@ COD medide

Concentracion
total del metal

Figura IV.7. Determinacion de las distintas especies de niquel en aguas naturales con el
sistema de membrana liquida propuesto.

1. Obtencion de la fraccion 14bil de niquel

Como se ha dicho anteriormente esta fraccion corresponde a la que puede ser
transportada a través de la membrana. Para poder calcular su concentracion en la
muestra a partir de la concentracion medida en la disolucion receptora, donde ha sido

preconcentrada, es necesario tener en cuenta cual es el porcentaje de extraccion
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obtenido en ausencia de acidos htimicos para 9 horas (30,15%), ya que ese porcentaje
se refiere al niquel que es labil que puede ser transportado en ese tiempo puesto que no
existen otros tipos de complejos. De este modo, con este valor y el factor de volumenes
de la celda (58,4) obtendremos el factor de preconcentracion (FPy4,;1) que tenemos que

aplicar para determinar la fraccion 1abil de niquel como se recoge en la ecuacion IV.2.

FP,., =FV-%E (IV.2)

e(sin ligandos)

Esto supone un FPy,; de 17,61, es decir, el niquel 1abil presente en la muestra
se preconcentra 17,61 veces en la disolucion receptora. Para calcular la concentracion
de niquel 1abil presente en la muestra sera necesario dividir la concentracion de niquel

medida en la disolucion receptora entre este factor de preconcentracion.

2. Obtencion de la concentracion de niquel total

Como se ha explicado anteriormente, es posible obtener la concentracion de
niquel total a partir de los porcentajes de extraccion obtenidos en presencia de acidos
hamicos. Para conocer qué porcentaje de extraccion es necesario aplicar (E, ), en
primer lugar hay que analizar el contenido de COD en la muestra siguiendo el
protocolo descrito en el Anexo A.4 y aplicar la relacion lineal calculada anteriormente
para ambas variables (ecuacion 1V.2). Una vez hecho esto, se calcula el factor de
preconcentracion para determinar el niquel total presente en la muestra a partir de la
relacion de volumenes y de la E. calculada de modo similar al descrito anteriormente
para la fraccion labil, tal y como muestra la ecuacion IV.3. Aplicando dicho factor a la
concentracion de niquel medido en la disolucion receptora se calcula la concentracion

de niquel total en la muestra.

FP

total

—FV-%E_* (IV.3)
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3. Obtencion de la fraccion no 1abil de niquel

Por tultimo esta fraccion es posible estimarla a partir de la diferencia entre el

niquel total y la fraccion labil.
De este modo, como muestra la figura IV.7, es posible obtener la
concentracion de las distintas fracciones a partir de una finica preconcentraciéon con el

sistema de membranas analizando previamente el COD.

Determinacion de las distintas fracciones de niguel en muestras reales

Para cada una de las muestras reales se realizd por duplicado un experimento
de preconcentracion en sala blanca durante 9 horas, tras las cuales se tomo la
disolucioén receptora y se analizd el niquel mediante GF-AAS, determinando las
distintas  fracciones mediante el procedimiento explicado anteriormente.
Simultaneamente se realizaron analisis de la concentracion de niquel total y de Ila
fraccion labil en las muestras mediante las metodologias de referencia descritas
anteriormente, para comprobar asi nuestra hipdtesis inicial sobre la aplicabilidad de las
membranas liquidas como herramienta de especiacion. Los resultados de ambas
determinaciones se muestran en las tablas IV.6 y IV.7 para los contenidos totales y
para la fraccion labil respectivamente.

A partir de los resultados que aparecen en las tablas se deduce que el sistema
propuesto funciona adecuadamente para la determinacion tanto del contenido de niquel
total en la muestra como para la fraccion labil, obteniendo errores inferiores al 5%
cuando se comparan los resultados con aquellos obtenidos a partir de los métodos de
referencia. De hecho, al realizar una comparacion entre el método propuesto y los de

referencia con un test t de Student para la comparacion de dos medias experimentales,
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se establecido que no existian diferencias significativas entre los resultados calculados

por ambos métodos para un nivel de confianza de 0,05.

Niquel total
.. Meétodo de
Muestra Sahm_glad [COD_I]’ referencia M e.mbrana_l €, % t Test t**
gl mg-l Ty liquida pgl
gl
1 32,7 3,11 0,73+0,01 | 0,73+0,02 0,0 | 0,0 | Aceptado
28,9 3,46 1,40 £ 0,05 1,39 £ 0,05 0,7 | 0,2 | Aceptado
3 1,0 7,04 2,12+£0,16 | 2,04=+0,08 3,8 | 0,6 | Aceptado
" Extraccion APDC/DDDC y medida con ICP-MS; ™" t; = 3,18 (o = 0,05).
Tabla IV.6. Concentracion de niquel total en las muestras reales. €: error relativo.
Niquel labil
.. Meétodo de
Muestra Sa11n1_<liad [COD_I]’ referencia M gmbrana_l g, % t Test t**
gl mg-1 L liquida pg-1
gl
32,7 3,11 0,65+0,05 | 0,66+0,02 | 1,5 | 0,3 | Aceptado
28,9 3,46 1,22+0,08 | 1,25+0,04 | -2,5 | 0,5 | Aceptado
3 1,0 7,04 1,58+0,24 | 1,63+0,07 | 3,2 | 0,3 | Aceptado

* CLEM AdCSV ** t;= 3,18 (a. = 0,05).
Tabla IV.7. Concentracion de niquel 1abil en las muestras reales. : error relativo.

De este resultado se deduce que la fraccion labil medida con el sistema de
membrana liquida se corresponde con la determinada con CLEM-AdCSV, la cual se
relaciona con la fraccion de niquel libre mas la que se encuentra formando complejos
metalicos inorgéanicos y organicos débiles [15]. Como se ha dicho previamente, esta
fraccion representa aquella més disponible para los organismos vivos y por tanto posee

un potencial de toxicidad mayor.
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Comparacién con modelos de especiacion tedricos

Finalmente se compararon las concentraciones de las diferentes fracciones de
niquel medidas con el sistema de membranas con los calculos tedricos de las mismas a
partir del programa de especiacion quimica WinHumic V. Para ello, se introdujeron en
el software el valor de concentracion de niquel presente en las muestras medido con el
sistema de membranas propuesto, asi como los valores de cloruros y sodio
determinados a partir de la salinidad de la muestra y el COD. Para calcular la

clorinidad de la muestra se uso la ecuacion IV .4 [16].
Salinidad =1,80655 - Clorinidad (IV.4)

En la tabla IV.8 se resumen los valores introducidos en el programa para

obtener la especiacion tedrica del niquel en cada muestra.

Muestra | [Ni*"]-10%, M | [CI'], M | [Na"], M| pH | [COD], mg:1" |[AH], mg1"

1 1,25 0,51 0,51 8,06 3,11 10,7
2 2,37 0,45 0,45 7,68 3,37 11,49
3 3,48 0,016 0,02 | 7,58 7,04 22,83

Tabla 1V.8. Datos usados en el programa WinHumic V para obtener la especiacion tedrica
de las muestras reales.

Los calculos realizados para las distintas fracciones de niquel medidas
experimentalmente con el sistema de membrana liquida de volumen propuesto que
aparecen en la tabla IV.6 y IV.7 se compararon con los datos tedricos de estas
fracciones que se muestran en la tabla IV.9. Los datos completos de la especiacion

tedrica se recogen en el anexo A.11.
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Muestra | [COD], mg-1" | [NiAH]-10°, M | [Ni*']-10°, M | [NiCI']-10°, M
1 3,11 1,49 8,28 2,65
2 3,46 2,12 16,7 4,88
3 7,04 0,34 0,74 0,02

Tabla 1V.9. Concentraciones teodricas de las especies mayoritarias en las muestras
reales.
Las fracciones labiles y no labiles de niquel se calcularon a partir de los datos
tedricos de la siguiente manera:
= Fraccion 1abil teodrica: determinada como la suma de las concentraciones

teoricas de las especies Ni**, NiCI", NiOH"y Ni(OH),.

= Fraccidn no labil tedrica: determinada como la suma de las concentraciones

del complejo NiAH y del Ni presente en la capa de difusion de la molécula

de acido humico.

En la tabla IV.10 se recoge la comparacién mediante la prueba t-student de los
resultados obtenidos con la metodologia de membranas liquidas propuesta junto con

los obtenidos tedricamente con el programa de especiacion WinHumic V.

Muestra | MLV, pg1" | WinHumic V, pg1” g, % t Test t*
1 0,66 + 0,02 0,65 -1,5 0,7 | Aceptado
Labil 2 1,25 +£0,04 1,27 1,6 0,7 | Aceptado
3 1,63 0,07 0,04 100 32,1 | Rechazado
1 0,07 +£0,01 0,09 22,2 2,8 Aceptado
lla\iII;)i-l 2 0,14 + 0,05 0,12 -16,7 0,6 | Aceptado
3 0,41 £0,02 2,00 79,5 |112,4| Rechazado

*,=12,71 (o = 0,05)
Tabla 1V.10. Comparacion entre la especiacion teorica y la obtenida con el sistema de MLV
propuesto para las muestras reales.
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Como se puede observar, los datos experimentales se corresponden con los
teoricos predichos por el programa de especiacion para las muestras salinas 1 y 2. Sin
embargo para la muestra 3 que es de agua dulce los valores de las concentraciones de
las distintas fracciones de niquel no coinciden. De hecho, al aplicar la prueba t de
Student de contraste de una media experimental con un valor conocido se observa que
no existen diferencias significativas entre los datos tedricos y los experimentales
excepto en el caso de la muestra de agua dulce. Este comportamiento puede ser debido
a la baja fuerza idnica de la muestra no salina, ya que en el modelo V utilizado por el
programa WinHumic V, la compensacion de las cargas electrostaticas del sistema se
realiza a través de la denominada capa de difusiéon de la sustancia humica que se
encontraria alrededor de la molécula y donde van a residir los contraiones. De este
modo, si la concentracién de contraiones en la muestra no es suficiente para
compensar dicha carga, este modelo tiende a sobreestimar la proporcion de cationes
niquel enlazados a las sustancias humicas. De hecho, Chakraborty y col. detectaron
esta limitacion en el modelo VI al predecir la especiacion de los metales Co, Ni, Cu'y
Zn en efluentes de minas diluidos, ya que los resultados obtenidos experimentalmente
no se ajustaban correctamente con los datos predichos por el modelo, debido a un
cambio en la conformacion de la molécula de COD dejando mas accesibles los sitios
de enlace de la molécula htimica [17].

Posteriormente se estudio la posibilidad de realizar la diferenciacion entre las
especies mayoritarias del sistema, Ni*", NiCI" y NiAH a partir de los resultados
obtenidos con la membrana liquida de volumen y los calculos teéricos del programa de
especiacion. Para ello se realizaron las siguientes aproximaciones soélo para el caso de
las muestras salinas, ya que para la no salina los calculos teéricos no resultan
adecuados.

» Especie NiCl™: esta especie se obtiene a partir de los datos tedricos de

WinHumic V que nos indican la proporcion de NiCl" en cada muestra.
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= Especie Ni*": en este caso se calcula un nuevo factor de preconcentracion
para esta especie teniendo en cuenta la concentracion de la especie NiCl™ calculada
anteriormente y los resultados cuando existen acidos hiimicos en el sistema. Para ello

se calcula el E. mediante la ecuacion IV.5.

E, =——t 100 (IV.5)
Ni2* m —-m

Co NiCl*

Donde m, es la masa transportada de niquel a través de la membrana a cada
tiempo estudiado, m,, es la masa de niquel inicial en la disolucion cargada, my;c;” la
masa de niquel calculada a través del valor de su proporcién en la muestra con el
programa WinHumic V.

= Especie NiAH: calculada como la fraccion no labil con la membrana
liquida de volumen, que era calculada como la diferencia entre las fracciones total y
labil en cada caso.

Aplicando estos calculos para cada una de las muestras salinas se obtienen los
resultados que se muestra en la figura ['V.8 junto con los valores estimados para cada
especie con el programa WinHumic V.

Los valores de concentracion de las distintas especies mayoritarias de niquel
calculados para las muestras salinas se corresponden bastante bien con los calculados
tedricamente, por lo que cabe pensar que bajo las condiciones de agua de mar este
sistema permite diferenciar y cuantificar estas especies en este tipo de muestras. A
pesar de ello esta técnica presenta algunos inconvenientes, como el consumo de altos
volumenes de disolventes y tiempos largos de extraccion, por lo que se hace necesario
el desarrollo de nuevas técnicas que mejoren estos aspectos. En este sentido se
desarrollaron los trabajos que se recogen en los capitulos siguientes, en los que se

describe el estudio y aplicacion de dos nuevos sistemas de microextraccion en fase
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liquida con capilares de fibra hueca para la determinacion de los contenidos totales y

diferenciacion de las especies de niquel en aguas naturales.

0,6 (@ 12 - (b)
2 04 - 2 08 -
=) =
2 9
Q Q
£ g
5 02 - 5 04-
=1 =}
o o
@} Q

0,0 0,0

Ni 2 NiAH NiCl* Ni?*  NiAH NiCI*

Figura IV.8. Concentracion de las distintas fracciones de niquel en muestras reales salinas
m Experimentales (MLV) y 0 tedricos (WinHumic V). (a) Muestra 1, (b) Muestra 2.
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Capitulo V. Determinacion de niquel en aguas naturales mediante un sistema de HF-LPME

V.I. INTRODUCCION

Los resultados mostrados y discutidos en los capitulos anteriores nos permiten
extraer una primera conclusion de gran importancia, asociada a la capacidad
demostrada por la conjuncién de los sistemas quimicos de transporte optimizados y las
membranas liquidas como herramienta para separar y preconcentrar especies de niquel
en aguas naturales. Avanzando en los objetivos propuestos, y con el fin de mejorar la
aplicabilidad de los sistemas de transporte estudiados al analisis de concentraciones de
niquel a niveles de sub-ppb en muestras reales, se hace necesario aumentar los factores
de preconcentracion reduciendo los volimenes de disolucion utilizados con el sistema
de membrana liquida de volumen. Para ello se plantea aqui la utilizacion de la técnica
separativa denominada microextraccion en fase liquida (LPME), y mas concretamente
la modalidad basada en el uso de capilares de fibra hueca, en nuestro caso fabricados
en polipropileno poroso, que surgid a finales de los 90 [1]. Dicha técnica surgid a partir
de técnicas como la microextraccion en fase liquida de gota colgante y la idea de la
técnica de extraccion a través de membranas liquidas soportadas de Jonsson y col., las

cuales permitian reducir de las cantidades de disolventes utilizadas y conseguir altos
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factores de preconcentracion [2-5]. Su antecesora, la técnica basada en gota colgante
(SDME), fue desarrollada en 1996 como alternativa a la extraccion liquido-liquido
convencional con dos objetivos principales [2]:
= Reducir las cantidades de disolventes utilizados por estos sistemas y con
ello ajustarse a los métodos denominados “solvent-less” que cumplen con
los principios de la “Quimica Analitica Verde” [6].
= Aumentar los factores de preconcentracién conseguidos durante Ila
extraccion, debido a la gran relacion entre las fases donadora-receptora en
estos sistemas.

Esta técnica se basa en el uso de una gota de disolvente organico sujeta en el
extremo de una microjeringa que se introduce en la muestra acuosa y sobre ella se va a
producir la extraccion del analito de interés, siendo posteriormente introducida en la
microjeringa e inyectada en un instrumento de analisis, como por ejemplo un
cromatografo de gases (CG). Esta técnica ha sufrido bastantes variaciones con el
objetivo de ampliar su aplicacion al analisis de diferentes tipos de analitos, entre ellas
podemos nombrar la microextraccion liquido-liquido-liquido (LLLME) donde una gota
de disoluciéon acuosa es sumergida en un disolvente organico de baja densidad que se
encuentra sobre la muestra acuosa y la técnica de microextraccion de gota colgante en
espacio de cabeza (HS-SDME), en la que la gota de disolucion organica o acuosa se
encuentra en el espacio de aire que queda sobre la muestra [7-9]. Esta tltima técnica
permite el analisis de compuestos volatiles o semi-volatiles utilizando una gota de
disolvente organico. Con ella es posible desarrollar métodos mas “verdes” utilizando
liquidos id6nicos [10], o analizar compuestos volatiles o semi-volatiles ionizables
utilizando una gota de disolucion acuosa [11].

A pesar de conseguir altos factores de preconcentraciéon, la técnica SDME
presenta problemas de inestabilidad por pérdidas de la gota durante el proceso de
extraccion debido en muchos casos a la alta velocidad de agitacion necesaria para

agilizar el proceso de extraccion [12]. El sistema basado en capilares intenta resolver
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estos problemas de inestabilidad al encontrarse la disolucion receptora dentro de un
soporte rigido polimérico, de este modo el sistema puede ser agitado vigorosamente
reduciendo los problemas de pérdidas de muestra [13,14].

Existen diferentes tipos de sistemas de microextraccion en fase liquida basados
en capilares de fibra hueca (HF-LPME), que pueden usarse en modo de dos o tres
fases. En el primero de ellos, ideal para compuestos organicos, el capilar se llena de la
disolucion organica extractante y se sumerge en la muestra, de modo que se produce
una extraccion de los analitos desde la muestra hacia la disolucién organica a través de
los poros de la fibra, que se encuentran igualmente impregnados de fase organica [15].
En el sistema de tres fases, objeto de este capitulo y el siguiente, la disolucién organica
o membrana se encuentra retenida mediante fuerzas capilares en los poros de una fibra
hueca de polipropileno. Las fases donadora y receptora se encuentran separadas por
dicha membrana, estando esta ultima en el interior de la fibra hueca, como puede
apreciarse en la figura V.1.

Aunque el uso de capilares mejora enormemente la estabilidad de la disolucion
organica aun pueden existir pérdidas de la fase orgénica retenida en los poros durante
el proceso de extraccion. Sin embargo, una forma de poder disminuir esta inestabilidad
es elegir un soporte polimérico con tamafio de poro adecuado, ademas de un disolvente
organico que presente buenas caracteristicas, como por ejemplo alta tension superficial,
baja viscosidad y volatilidad. En este sentido Xia y col. encontraron que el cloroformo
mejoraba el factor de enriquecimiento obtenido para varios metales con este tipo de
sistemas frente a otros disolventes como el tolueno y el octanol [16].

La aplicacion de este tipo de sistemas de HF-LPME se ha desarrollado
principalmente para el analisis de compuestos organicos, aunque cada vez son mas los
trabajos enfocados al analisis de metales en concentraciones traza, como se recoge en

varias revisiones publicadas sobre el tema [13,14,17,18].
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Figura V.1. Sistema de microextraccion en fase liquida con capilares de fibra
hueca (HF-LPME).

Aunque la aplicacion de estos sistemas al andlisis de metales en aguas
naturales asi como para su especiacion es aun escasa, si se pueden encontrar varios
ejemplos tanto utilizando los sistemas de dos fases como los de tres [18]. En este
sentido Xia y col. consiguieron determinar varios metales (Cu, Zn, Pd, Cd, Hg, Pb y
Bi) en aguas naturales con factores de enriquecimiento entre 20 para el mercurio y 305
para el cobre [16]. Otros autores han desarrollado métodos de analisis para Cd, Ni o Pb
en este mismo tipo de muestras basado en sistemas de microextraccion similares y
posterior determinacion por espectrometria de absorcidon atémica con horno de grafito
[19,20].

En este capitulo, se expone el desarrollo del sistema de HF-LPME para la
determinacion de niquel total mediante el sistema Ni-DEHPA tomando como base los
resultados de los estudios de extraccion liquido-liquido expuesto anteriormente en el
capitulo II, asi como de otros trabajos anteriores en membranas liquidas de volumen
[21].

En primer lugar se realizo el disefio de los experimentos con capilares de fibra

hueca y se optimizaron las variables quimicas e hidrodinamicas mas influyentes en el
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sistema de extraccion. Al utilizar un volumen de disolucion organica tan reducido en
comparacion con las metodologias usadas en los capitulos anteriores la relacion molar
Ni:extractante se va a ver reducida, lo que se va a traducir en la necesidad de aumentar
de manera significativa la concentracion de extractante utilizado en la disolucion
organica por lo que esta fue una de las variables a optimizar. Otra de las variables
estudiadas fue la concentracion de acido en la disolucion receptora, ya que al igual que
para la variable anterior, el pequefio volumen utilizado en esta metodologia puede
influir en el transporte del metal. Finalmente, la Gltima variable a tener en cuenta fue la
velocidad de agitacion de la muestra.

Para realizar los estudios mencionados se eligié una optimizacién univariante
del sistema, para de este modo detectar facilmente la influencia de cada parametro por
separado.

La aplicacion a muestras reales se ha realizado como en el capitulo anterior en
condiciones de extrema limpieza y con reactivos de alta calidad (suprapur), para
eliminar posibles problemas de contaminacion durante los analisis. La validacion del
sistema propuesto en este capitulo se realizo, al igual que para la membrana liquida de
volumen, aplicando el sistema optimizado a muestras reales y comparando los
resultados con los obtenidos con la metodologia de referencia basada en la extraccion

con mezcla de carbamatos (APDC/DDDC) [22].

V.II. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Como se comentd en el capitulo anterior el sistema estudiado en extraccion
liquido-liquido para la determinacion de los contenidos totales de niquel ha sido
trasladado directamente a un sistema de membrana soportada, debido a que ya se ha
demostrado su viabilidad para extraer niquel en un sistema de membranas de volumen
[21]. No obstante, ese sistema enfocado al andlisis multiclemental presentd bajas

recuperaciones y alta irreproducibilidad para este metal, lo que lo hacia poco adecuado
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para el analisis cuantitativo de niquel en muestras reales de aguas naturales. Por lo que
el objetivo principal de trasladar el sistema a uno de membrana liquida soportada con
capilares de fibra hueca es la obtenciéon de una nueva metodologia que aporte factores
de preconcentracion mas elevados que los encontrados con membranas de volumen

junto con la reduccion de los voliimenes de reactivos usados para el andlisis.

Descripcién del sistema de microextraccion

En este primer sistema se utilizd como soporte polimérico la fibra Accurel PP
Q 3/2, con un tamafio de poro de 0,2 pm, un didmetro interno de 600 um y un espesor
de pared de 200 pm. El sistema que se utilizé fue de uno de tres fases utilizando el

disefio mostrado en la figura V.2.

Parafilm —

Disolucion
cargada

[ d

Fibra hueca— "

Agitador

Figura V.2. Sistema de membrana de fibra hueca (HF-LPME) utilizado para el
analisis de contenidos totales de niquel.

Para el montaje de este sistema se siguié el protocolo que se expone a

continuacion:
1. Se corta un trozo de fibra hueca Accurel PP Q 3/2 de 9 centimetros como el
que se muestra en la figura V.3 y se limpia su interior, utilizando una jeringa

farmacéutica para hacer pasar unos 400 pl de disolucion acida receptora.
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Con el extremo de la jeringa atin introducido en la fibra, y con el lumen lleno
de disolucion receptora, se procede a la impregnacion de la misma durante 1
minuto. Para ello se sumerge en la disolucién organica como se observa en la
figura V.3. Este tiempo es suficiente para que la disolucion organica se

introduzca en los poros de la fibra.

Figura V.3. Etapas 1, 2, 6 y 8 del montaje del sistema de microextraccion en
fase liquida con capilares de fibra hueca.

Luego, utilizando la jeringa, se inyectan unos 100 pl mas de disolucion

receptora para eliminar los posibles restos de la orgénica, evitando introducir
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aire y dejando la fibra llena con unos pocos microlitros de disolucion receptora
limpia (22,6 pl).

La fibra impregnada se sumerge durante unos segundos en un vaso con agua
milli-Q para eliminar el exceso de disolucion organica que pueda quedar en el
exterior de la misma.

Los extremos de la fibra se cierran mediante un trozo de Parafilm©, el cual se
introduce en el tapon agujereado de un bote de polipropileno de baja densidad.
La fibra se sumerge completamente en la disolucioén cargada que se encuentra
llenando un bote de polipropileno de baja densidad de 30 ml y se cierra
herméticamente el sistema utilizando el tapon en el que se encuentra la fibra
sujeta, tal y como se ve en la figura V.3.

Por ultimo se realiza la agitacion del sistema para de este modo renovar la
interfase entre las disoluciones cargada y organica constantemente y mejorar la
extraccion del metal.

Una vez transcurrido el tiempo de extraccion se para la agitacion, se corta el
extremo del Parafilm© y se extrae la gota de disolucion receptora del interior
de la fibra con la ayuda de la jeringa, impulsando aire y recolectando la
muestra en un Eppendorf para su posterior analisis, como muestra la figura

V3.

Optimizacion del sistema

Los experimentos de optimizacion del sistema Ni-DEHPA se realizaron

siguiendo una estrategia univariante, variando una variable cada vez y fijando las

demas a un valor determinado. La variable respuesta seleccionada para optimizar el

sistema fue el factor de enriquecimiento (FE), que viene definido por la ecuaciéon V.1
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[Ni]
E=—
[Ni]_

(V.1)

donde [Ni], representa la concentracion de niquel presente en la disolucion receptora al
final del experimento y [Ni]. la concentracion inicial de niquel en la disolucion
cargada.

Para realizar la optimizacion se utilizé una disolucion cargada con 100 pg-1”
de niquel ajustando el pH a un valor de 5 mediante una disolucién tampon
acético/acetato hasta una concentracion final de 0,1 M y la cantidad necesaria de
disolucion de hidroxido sédico 2 M. En este estudio se optimizaron las variables
quimicas de concentracion de agente extractante en la disolucion organica y
concentracion de acido en la disolucion receptora. Todos estos experimentos se
realizaron a tres tiempos diferentes de extraccion 30, 60 y 90 minutos.

Por otro lado, se estudid el efecto de las condiciones hidrodinamicas del
sistema sobre el factor de enriquecimiento variando la velocidad de agitacion.

Cada experimento se realizo por triplicado y las gotas de disolucion acida se
recogieron en Eppendorfs de 2 ml, diluyéndolas con 1000 ul de agua milli-Q para
contar con un volumen suficiente para su determinacion con espectrometria de

absorcion atémica con llama (F-AAS).

Aplicabilidad del sistema al analisis de concentraciones traza

Para poder realizar la aplicacion del sistema estudiado a muestras reales que
suelen contener concentraciones de niquel menores de 1 pgl™ se realizé previamente
el estudio de los blancos del sistema. De este modo se determind la posible
contaminacion introducida durante el proceso tanto por el propio montaje del sistema

como por los reactivos utilizados para preparar las disoluciones.

219



Capitulo V. Determinaciéon de niquel en aguas naturales mediante un sistema de HF-LPME

El primer experimento fue realizado en las condiciones optimizadas
previamente utilizando reactivos de alta pureza y usando agua milli-Q como disolucién
cargada ajustando su pH a 5 con el tampon acético/acetato hasta una concentracion
final de 0,1 M y una disolucion de NaOH 2 M.

Posteriormente, con el objeto de minimizar ain mas la contaminacién debido
al proceso de extraccion, se repitio el estudio de los blancos utilizando reactivos de
mayor calidad (suprapur) y se realizoé el montaje de las fibras en una campana de flujo
laminar con filtro tipo HEPA. Ademas se limpiaron tanto la disolucién organica como
la disolucion tampon, utilizando los protocolos que se recogen de forma detallada en el
anexo A.9.

Por ultimo, se procedio a estudiar la influencia de la concentracion inicial de
niquel en la disolucion cargada en un rango de 5-100 ug-1" utilizando las condiciones
optimizadas en el apartado anterior.

En todos los casos se realizaron los experimentos por triplicado y las gotas
obtenidas se diluyeron con 200 pl de agua milli-Q y se analizaron por GF-AAS

siguiendo el programa de temperaturas mostrado en la tabla V.1.

Etapas T, °C Tiempo, s | Rampa, s | Flujo argén, I'min’'
Secado 100 30 10 0,2
Secado 130 20 30 0,2
Calcinacion 1000 20 150 0,2
Atomizacion 2400 3 0 0
Limpieza 2600 3 0 0,2

Tabla V.1. Programa de temperaturas utilizado para analizar niquel con GF-AAS.
A=232,0 nm y correccion con efecto Zeeman.

220



Capitulo V. Determinacion de niquel en aguas naturales mediante un sistema de HF-LPME

Andlisis de muestras reales

Para realizar la aplicacion a muestras reales se tomaron y analizaron nueve
muestras diferentes con distintas salinidades, en un rango de 1 a 32,7 g-1". En el Anexo
A.6 se recogen en detalle las caracteristicas de cada muestra, correspondiéndose con
las muestras que aparecen en la tabla recogida en el anexo (numeradas como 1, 3, 4, 5,

6,7, 8,9y 10), asi como los procedimientos utilizados en la toma de las mismas.

Calculo del factor de enriquecimiento

En este estudio primero se aplico el sistema a seis muestras que aparecen en el
anexo A.6 enumeradas como 4, 5, 6, 7, 8 y 9, para determinar el factor de
enriquecimiento cuando se analizan muestras reales, ya que estudios anteriores con este
sistema quimico han mostrado una disminucion de la eficiencia de la extraccion debido
a la matriz de estas muestras [24]. Como se ha comentado anteriormente, el reactivo
DEHPA es un agente extractante no selectivo y durante el proceso de extraccion con
membranas liquidas se puede producir un co-transporte de otros iones mayoritarios en
las aguas naturales, como Na', Ca*" y Mg”", que disminuyen la eficiencia del transporte
del metal analizado. Una manera de reducir este efecto producido por la matriz de la
muestra real es el uso de complejantes, como el acido citrico, que retengan a estos
iones en la muestra formando complejos. Por ello, se realizé una prueba de extraccion
con una de las muestras con una concentracion de acido citrico de 0,1 M.

Con este estudio se obtuvo un factor de enriquecimiento medio que se utilizo
posteriormente para realizar la determinacion de las concentraciones de niquel totales
en muestras reales. Dicho factor de enriquecimiento se calculé como se describe en la
ecuacion V.1 a partir de las concentraciones de niquel medidas en las muestras

mediante la extraccion con APDC/DDDC y determinacion con ICP-MS.
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Aplicacion del sistema al andlisis de niquel en muestras reales

Una vez calculado el valor del factor de enriquecimiento para matrices de
aguas reales, éste se utilizo para analizar las muestras 1, 3, 9 y 10 descritas en el anexo
A.6 y que abarcan distintos valores de salinidad. Los experimentos se llevaron a cabo
del mismo modo que los anteriores, siguiendo protocolos de ultralimpieza y con las
condiciones optimizadas.

La validacion del método propuesto se realizd comparando los resultados
obtenidos para la concentracion total de niquel usando el sistema de microextraccion
con los determinados con la técnica de referencia. Para ello se utilizo el test t-Student

de comparacion de dos medias experimentales para un a = 0,05 (Anexo A.8).

V.III. RESULTADOS

A continuaciéon se muestran los resultados obtenidos en el desarrollo y

aplicacion de la metodologia propuesta.

Optimizacion del sistema

En primer lugar se estudi6 el efecto del agente extractante presente en la
disolucion organica, variando la concentracion de DEHPA disuelto en keroseno entre
0,3 y 0,9 M, y manteniendo en la disolucion receptora una concentracion de HNO; de
1,5 M. La longitud de fibra utilizada fue de 9 cm, y la velocidad de agitacion del
sistema se mantuvo a 500 rpm. Adicionalmente se estudio el efecto del tiempo de
extraccion, como se observa en los resultados obtenidos que aparecen en la figura V.4.

En esta figura se aprecia que la extraccion se ve favorecida con el aumento de
la concentracion de DEHPA en la disolucion organica independientemente del tiempo
de extraccion. Este hecho se relaciona con el aumento de la relacion DEHPA:Ni al
aumentar la concentracion del extractante en la disolucion organica que favorece un

aumento en el flujo de metal a través de la membrana como ha sido observado en otros
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sistemas [25,26]. No obstante, Mendiguchia y col. encontraron que para
concentraciones de extractante mayores a 0,5 M la permeabilidad del sistema para el
transporte de cobre en un sistema de membrana liquida de volumen disminuia, debido
al aumento de la viscosidad de la disolucion dificultando la difusion de la especie en la
fase organica [27]. Otros autores han observado el mismo efecto para concentraciones
altas de extractante en sistemas de membrana liquida soportadas [28], por lo que no se

aument6 mas la concentracion de DEHPA en la disolucién organica.

400 -
300 -
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[DEHPA], moll'

Figura V.4. Efecto de la concentracion de DEHPA en el factor de enriquecimiento.
Disolucién cargada: 100 pg-l" Ni; 0,1 M AcH/Ac; Disolucion receptora: 1,5 M
HNO;3; Velocidad de agitacion: 500 rpm; L =9 cm. ¢: 30 minutos m: 60 minutos, A:
90 minutos.

Otro aspecto importante que se observa en la figura V.4 es que al aumentar el
tiempo de extraccion de 30 a 60 minutos se produce un aumento muy significativo de
la extraccion del metal, especialmente para altas concentraciones de DEHPA. Sin
embargo, cuando la extraccion se realiza en 90 minutos no se observa un aumento

significativo en el factor de enriquecimiento en comparacion con el obtenido a los 60
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minutos, pudiendo relacionarse con la llegada al equilibrio del sistema en el cual el
factor de enriquecimiento se mantiene invariable.

Li y Hu observaron un comportamiento similar en un sistema de HF-LPME
para especiacion de vanadio en el que el factor de enriquecimiento aumentaba con el
tiempo de extraccion durante los primeros siete minutos manteniéndose después
constante y disminuyendo ligeramente para tiempos superiores a 12 minutos [29]. El
mismo efecto ha sido observado también para la extraccion de niquel y plomo con este
tipo de sistemas [19], aunque en otros casos no se observa que el sistema alcance el
equilibrio tras 20 minutos de extraccion [30]. En vista de los resultados, se eligi6 para
los siguientes experimentos una concentracion de DEHPA de 0,9 M en keroseno.

La siguiente variable estudiada para determinar su influencia en el factor de
enriquecimiento fue la concentracion de acido nitrico en la disolucion receptora, en un
rango entre 0,5 y 2 M para 30, 60 y 90 minutos de extraccion. Los resultados obtenidos
se muestran en la figura V.5.

Como se observa en la figura, es posible distinguir dos tendencias ligeramente
diferentes para los distintos tiempos de extraccion. Para el tiempo de extraccion menor
el valor del coeficiente de enriquecimiento disminuye progresivamente con el aumento
en la concentracion de acido en la disolucion receptora, siendo esta disminucion mas
marcada entre 1 y 1,5 M. Para los tiempos mayores, la tendencia se mantiene
practicamente igual independientemente del tiempo con un incremento del factor de
enriquecimiento al aumentar la concentracion de acido hasta 1 M, disminuyendo para
concentraciones de acido nitrico mas elevadas. Esta disminucion de los valores del
factor de enriquecimiento con el aumento de la concentracion de acido utilizada en la
disolucion receptora puede ser debida a pérdidas del reactivo extractante en esta
disolucion, como observaron Peng y col. en un trabajo con un sistema similar de
membrana para la determinacion de Cd [20]. En vista de estos resultados se eligiéo una

concentracion de acido nitrico de 1 M para los experimentos posteriores.
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Figura V.5. Efecto de la concentracion de HNO; en el factor de enriquecimiento.
Disolucion cargada: 100 ug-l'1 Ni; 0,1 M AcH/Ac’; Disolucion organica: 0,9 M
DEHPA; Velocidad de agitacion: 500 rpm; L = 9 cm. ¢: 30 minutos, m: 60 minutos,
A : 90 minutos.

Aunque el mayor factor de enriquecimiento se observa para 90 minutos de
extraccion, este aumento no es muy significativo probablemente porque, como se ha
comentado anteriormente el sistema haya alcanzado el equilibrio, y aument6 ademas la
irreproducibilidad del sistema, como se aprecia en la figura V.5. El aumento de la
irreproducibilidad puede ser debido a la baja estabilidad de la disolucion orgénica en
los poros que pueden presentar estos sistemas de fibra hueca y que se hace mas
marcada para mayores tiempos de agitacion del sistema [31]. La disolucion organica se
encuentra retenida en los poros debido a fuerzas capilares, por lo que durante el
proceso de extraccion es posible que parte de la disolucion organica y agente
extractante sean extraidos de los poros de la membrana, observandose una disminucion
del flujo de niquel a través de ella y por tanto una disminucion del factor de
enriquecimiento. De hecho, aunque los mayores factores de enriquecimiento se

consiguen cuando el sistema alcanza el equilibrio, es habitual utilizar tiempos de
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extraccion mas bajos, aunque no se haya llegado al equilibrio, y se evitan los posibles
problemas de pérdida de disolvente [16,30]. Por todo ello, se decidié que el tiempo de
extraccion mas adecuado para realizar los siguientes experimentos era de 60 minutos,
ya que la estabilidad de la disolucion organica era suficiente para conseguir resultados
reproducibles y el factor de enriquecimiento aumentaba notablemente.

Posteriormente se estudiaron las condiciones hidrodinamicas bajo las que se
realizaban los analisis de extraccidn con este sistema, variando la velocidad de
agitacion entre 250 y 1400 rpm, obteniendo los resultados que se muestran en la figura

V.6.
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Figura V.6. Efecto de la velocidad de agitacion en el factor de enriquecimiento.
Disolucién cargada: 100 ug~1’1 Ni, 0,1 M AcH/Ac’; Disolucion organica: 0,9 M
DEHPA; Disolucion receptora: 1M HNO;; L =9 cm. Tiempo: 60 minutos.

Para velocidades de agitacion bajas (250-500 rpm) el sistema presenta un
incremento progresivo del factor de enriquecimiento al aumentar la velocidad debido a

que mejora los procesos de difusion del sistema. Sin embargo, para velocidades de
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agitacion mayores se observa una ligera disminucion del factor de enriquecimiento
para permanecer después practicamente invariable. Este comportamiento de
disminucion del factor de enriquecimiento a altas velocidades de agitacion ha sido
descrito anteriormente en otros sistemas similares y puede relacionarse con dos
factores. Por un lado podria ser debido a pérdidas de parte de la disolucioén organica y/o
agente extractante procedente de los poros de la fibra por el aumento de la velocidad de
agitacion y por otro, a la creacion de burbujas que pueden quedar retenidas en la
superficie externa de la fibra. Ambos fendmenos reducen el contacto entre las fases
acuosas a través de la membrana liquida y por tanto la difusion de niquel a través de la
membrana [19,32]. A partir de los resultados obtenidos se seleccion6 una velocidad de
agitacion de 500 rpm para realizar los siguientes experimentos.

De este modo las condiciones quimicas y fisicas del sistema de
microextraccion en fase liquida con capilares de fibra hueca para la determinacion de
contenidos de niquel total en aguas naturales se resumen en la tabla V.2. En estas

condiciones se obtiene un factor de enriquecimiento de 598.

Disolucion orgénica 0,9 M DEHPA en keroseno
Disolucion receptora 1 M HNO;
Velocidad de Agitacion 500 rpm
Tiempo de extraccion 60 minutos
Longitud de fibra 9cm

Tabla V.2. Condiciones de funcionamiento del sistema de HF-LPME.

Aplicabilidad del sistema al analisis de concentraciones traza

Una vez se optimizo6 el sistema de membrana soportada de fibra hueca para el
analisis de niquel total en aguas naturales, se estudié la aplicabilidad del mismo al

analisis de niquel en aguas naturales a bajas concentraciones. Para ello primero se
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realizaron los blancos del sistema Ni-DEHPA en las condiciones optimizadas
anteriormente, para determinar la potencial contaminacién procedente de la
manipulacion de las fibras y de los reactivos utilizados y que podria interferir en la
determinacion de muestras reales cuyas concentraciones pueden llegar a ser menores a
1 pug 1" de niquel. Con este fin, se realizaron extracciones de muestras cargadas a las
que no se les adiciond niquel pero si el tampon acético/acetato en las condiciones
optimizadas anteriormente, obteniendo una concentracion de niquel en la disolucion
receptora de 0,51 + 0,08 pg-1”. Este valor muestra que los reactivos utilizados, asi
como el propio montaje del sistema, aportaban una cantidad considerable de niquel,
por lo que se intent6 disminuir estos blancos mediante una limpieza de las disoluciones
utilizadas y de las fibras, asi como la realizacion de las extracciones y del montaje del
sistema en el interior de una campana de flujo laminar con filtro HEPA (clase 100). De
este modo la disolucién tampoén se limpié mediante una extraccion con mezcla de
carbamatos. Para limpiar la disolucion organica se utilizé una extraccion utilizando el
acido de la disolucion receptora como extractante. Todos los procedimientos de
limpieza se realizaron en una sala blanca clase 10.000 y se detallan en los anexos A.9 y
A.10. Para limpiar las fibras se dejaron en acido nitrico 2 M durante varias horas.

Los resultados obtenidos tras estas modificaciones mostraron una reduccion
significativa de la concentracion de niquel en la disolucion receptora hasta un valor de
0,15+ 0,07 pg-1"". Por este motivo el anélisis de niquel en las muestras reales se realizd
siguiendo los procedimientos de limpieza descritos y en el interior de una campana de
flujo laminar clase 100.

Posteriormente se realizo el estudio del efecto de la concentracion de niquel
inicial en el factor de enriquecimiento. De este modo, se realizaron varios
experimentos disminuyendo la concentracién de niquel presente en la disolucion
cargada a 20 y 5 pgl"'. Los resultados pueden verse en la figura V.7., en la que se
aprecia una ligera disminucion del valor del factor de enriquecimiento obtenido para

las concentraciones mas bajas de niquel. Sin embargo en este rango el factor de
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enriquecimiento practicamente permanece invariable pudiendo calcular un valor medio

del factor de 536 + 51 para el sistema de membrana liquida estudiado.
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Figura V.7. Efecto de la concentracion de niquel inicial en el factor de
enriquecimieno. Disolucién cargada: 0,1 M AcH/Ac’; pH 5; Disolucién orgénica: 0,9
M DEHPA; Disolucion receptora: 1M HNOj3; Velocidad de agitacion: 500 rpm; L =9
cm; Tiempo: 60 min.

Analisis de muestras reales

Tal como se ha comentado en el desarrollo experimental, en primer lugar es
necesario calcular el factor de enriquecimiento del sistema para las muestras reales, ya
que la ausencia de selectividad del DEHPA puede hacer que exista transporte de otros
cationes presentes en las muestras reales que disminuya la capacidad del sistema para
transportar el analito de interés [24].

Para ello se analizaron seis muestras reales de distinta salinidad (muestras 4 a 9
del anexo A.6) procedentes del rio Guadalquivir cuya concentracion de niquel total

habia sido determinada previamente mediante extraccion liquido-liquido con
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APDC/DDDC en sala blanca y posterior cuantificacion mediante ICP-MS. Los
experimentos se llevaron a cabo por triplicado utilizando el sistema de microextraccion
optimizado y se obtuvo un factor de enriquecimiento medio de 29,7 + 1,2. La alta
reproducibilidad del sistema indica que la salinidad de la muestra no afecta de manera
significativa al proceso de extraccion, lo que permite la aplicacion del sistema a
muestras de aguas de diferente salinidad.

Como se puede observar, el valor del factor de enriquecimiento obtenido con
el sistema optimizado para las muestras reales es mucho menor que el calculado
anteriormente para las muestras sintéticas, confirmando el efecto comentado
anteriormente. Para intentar reducir este efecto se probo la adicion de un agente
enmascarante, el acido citrico, que ha demostrado su utilidad en un sistema de
membrana liquida de volumen para analisis de Cd en agua de mar [24]. Sin embargo,
los factores de enriquecimiento en el sistema optimizado para niquel no mejoraron con
la adicion de este reactivo e incluso mostraron peores resultados, probablemente
debido a que las constantes de formacion del complejo del 4cido citrico con niquel son
del mismo orden e incluso superiores a las contantes de formacion de los complejos de
Ca y Mg, por lo que ademas de complejar a los iones calcio y magnesio se puede
producir la complejacion del niquel presente en la muestra que no podria ser
transportado por el DEHPA [33-35] .

De este modo se utilizo el factor de enriquecimiento calculado previamente
(29,7) para la determinacion de niquel total en cuatro muestras reales de diferente
salinidad, dos procedentes del rio Guadalquivir (muestras 9 y 10 del anexo A.6), otra
del rio Guadalete y una tomada en el rio San Pedro (muestras 3 y 1 del anexo A.6). De
este modo, los resultados obtenidos al aplicar el método optimizado para analizar estas
cuatro muestras, junto con la concentracion de niquel obtenida usando el método de
referencia se pueden ver en la tabla V.3. El error medio calculado respecto a las
medidas realizadas con el método de referencia fue de un 7,9%. Asimismo, la tabla

recoge los resultados obtenidos en la prueba t-Student para la comparacion de las
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concentraciones obtenidas con el sistema de microextraccion en fase liquida con
capilares de fibra hueca optimizado y el método de referencia, mostrando que no

existen diferencias significativas entre ambos resultados.

Método de
Muestra | Salinidad | referencia, HF_LPE/IE’ €, % |t-Student | Testt*
“g'l-l pnel
9 31,5 0,73 0,71 £0,12 2,7 -0,3 Aceptado
10 04 1,95 2,05+0,23 -5,1 0,8 Aceptado
32,7 0,73 0,82 + 0,06 12,3 2,6 Aceptado
3 1,0 2,12 1,88 +£0,14 11,3 -3,0 Aceptado

*t=4,30, con 2 grados de libertad y a=0,05.

Tabla V.3. Comparacion entre los valores de concentracion de las muestras obtenidos con el
método optimizado y los medidos con el método de referencia.

De los resultados expuestos anteriormente se desprende la aplicabilidad del
sistema de microextraccion desarrollado para el analisis de concentraciones de niquel
totales en aguas naturales de diferente salinidad. Como se ha comentado varias veces
este tipo de sistemas cumplen con los principios de la Quimica Verde, por lo que la
posibilidad de que sustituyan a otros procedimientos potencialmente mas

contaminantes es uno de sus principales atractivos.
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Capitulo VI. Determinaciéon de distintas fracciones de Ni en aguas naturales mediante HF-LPME

VLI INTRODUCCION

En este sexto y ultimo capitulo se describen los trabajos experimentales
realizados para la implementacion del sistema de separacion quimica previamente
descrito en el capitulo IV en un sistema de microextraccion en fase liquida con
capilares de fibra hueca (HF-LPME). El sistema anteriormente desarrollado permitio
llevar a cabo la diferenciacion de las distintas fracciones de niquel presentes en aguas
naturales mediante su separacion selectiva en sistemas de membrana liquida de
volumen, por lo que ahora el objetivo principal sera aprovechar las ventajas de la
miniaturizacion que permiten los nuevos sistemas de microextraccion en fase liquida.

De este modo, se podran conseguir mayores factores de preconcentracion que
con las membranas liquidas de volumen y se reduce el volumen de las disoluciones
utilizadas. Ademas, al aumentar considerablemente la relacion de volumenes entre las
dos muestras acuosas es posible conseguir una alta preconcentraciéon en la disolucion
receptora sin afectar a la concentracién de niquel en la disolucion cargada lo que

permitiria mantener el equilibrio quimico entre las especies presentes en la misma y
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por tanto no modificar la especiacion de niquel en la disolucion cargada durante el
proceso de extraccion. De este modo, en este capitulo se presenta el desarrollo de una
nueva metodologia para la separacion y cuantificacion de las distintas fracciones de
niquel presentes en las aguas naturales.

Recientemente, los sistemas de HF-LPME se han aplicado en el campo de la
especiacion principalmente al analisis de metales en distinto estado de oxidacion, como
Se(IV) y Se(VI), As(Ill) y As(V), V(IV) y V(V) o bien de compuestos organometalicos
[1-5]. Sin embargo ain son escasos los trabajos enfocados al andlisis de distintas
fracciones de metales en aguas naturales, pudiendo citar la separacion de las distintas
especies de plomo en presencia de distintos ligandos tanto inorganicos como organicos
realizada por Bautista-Flores [6].

En este capitulo se recogen, en primer lugar, los estudios de optimizacion del
sistema, que se realizaron de un modo similar al del Ni-DEHPA, aunque después de
optimizar las condiciones quimicas e hidrodinamicas mas influyentes del sistema se
estudio el efecto producido por la longitud de fibra en la extraccion de niquel.
Posteriormente, se evaludé la influencia de los ligandos inorgénicos y organicos
disueltos en la disolucion cargada en el transporte de niquel.

La aplicacion a muestras reales asi como los estudios previos de aplicabilidad
del sistema optimizado se realizaron como en el capitulo anterior, comparando los
resultados determinados para las distintas muestras analizadas con los obtenidos con
las metodologias de referencia.

Por tultimo, se realizé la comparacion de los resultados experimentales con los
calculados tedricamente con el programa de equilibrio quimico WinHumic V y se
realiz6 la diferenciacion de las especies mayoritarias presentes en las muestras como

Ni*", NiCI" y NiAH.
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VILII. DESARROLLO EXPERIMENTAL

Como se ha dicho anteriormente, el sistema quimico Ni-CHBBH se traslado a
un sistema de membrana liquida soportada con fibra hueca con el objetivo de aumentar
los factores de preconcentracion y disminuir los volimenes de los disolventes

utilizados.

Descripcién del sistema de microextraccion

En este caso se realizaron estudios con dos fibras de caracteristicas diferentes,
la Accurel PP Q 3/2 utilizada anteriormente y la Accurel PP S 6/2 con mayores

dimensiones, como puede observarse en la figura VI.1.

Figura VI.1. Capilares de fibra hueca utilizados. (a) Accurel PP Q 3/2, (b)
Accurel PP S 6/2.

Como se aprecia en la tabla VI.1, donde aparecen las caracteristicas fisicas de

estas membranas, se puede comprobar que el tamafio de poro de la fibra Accurel PP Q
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3/2 es menor que el de la fibra Accurel PP S 6/2, efecto similar al observado para el
espesor del capilar, por lo que el volumen de disolucion organica retenido en ellos sera
menor y con ello, los moles de extractante efectivos para llevar a cabo la extraccion.
Sin embargo, el menor espesor de pared de la fibra Accurel PP Q 3/2, a pesar de
disminuir el volumen de fase orgénica, debe conllevar que el transporte del metal a
través de la membrana se realice con mayor rapidez, al recorrer una distancia menor en
su difusion desde la interfase cargada-organica a la interfase organica-receptora. Por
ultimo, el diametro interno también es menor con lo que, en principio, al tener mayor
relacion de volumenes disolucion cargada/receptora, se podrian mejorar los factores de

preconcentracion obtenidos experimentalmente.

Tamafio ) Diametro Area | Volumen de
. Porosidad, | Espesor de . . L
Fibra de poro, o q interno, efectiva, organica,

um 0 pared, um pm sz* ml**
Accurel
PP Q 3/2 0,20 75 200 + 35 600 £+ 90 1,89 0,038
Accurel
PP S 6/2 0,55 72 450+ 50 | 1800+ 150 5,089 0,229

*Teniendo en cuenta la porosidad de la fibra; ** L = 10 cm de fibra

Tabla VI.1. Caracteristicas fisicas de las fibras utilizadas.

A continuacion se explica el protocolo de montaje con cada una de estas fibras.

Fibra Accurel PP Q 3/2

Montaje 1

Como primera aproximacion al sistema se siguié el mismo protocolo de
montaje previamente descrito para el sistema Ni-DEHPA. Adicionalmente se modifico
el paso en el que la fibra se cierra con el Parafilm© realizando el mismo con la fibra
ain sumergida en la disolucion de limpieza para minimizar la evaporacion de la
disolucion organica debido a la mayor volatilidad del tolueno en comparacioén con el

keroseno.
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Montaje 2

Posteriormente, y con el fin de reducir en lo posible la pérdida de disolucion

organica durante la manipulacion de las fibras se intentd automatizar en la medida de

lo posible el montaje del sistema evitando al maximo la manipulacion manual de la

fibra. Para ello se insertaron en el tapon del bote donde se coloca la muestra 6 trozos de

tubo rigido en el que se colocan las fibras en forma de U. De este modo pueden

llenarse las fibras conectando a estos tubos rigidos otros tubos flexibles que permiten el

llenado de la fibra mediante una bomba peristaltica. Para realizar este montaje se siguio

el procedimiento descrito a continuacion:

1.

En primer lugar, tres fragmentos de fibra hueca Accurel PP Q 3/2, de 10
centimetros de longitud se mantuvieron sumergidos en tolueno durante 12
horas (ver figura VI.2), para que los poros de su estructura se expandan y
estabilicen, favoreciendo asi la posterior impregnacion con la disolucion
organica. Al dia siguiente las fibras se extraen del tolueno y se dejan secar para
eliminar completamente el disolvente antes de comenzar el montaje del
sistema.

Una vez secas, las tres fibras se colocan en los extremos de los tubos
insertados en el tapon como se observa en la figura VI.2, repartidas de forma
homogénea, manteniéndolas separadas y evitando la obstruccion de los poros.
Como se ve en la figura V1.2, por el otro extremo de los tubos se conectan los
tubos flexibles que van a la bomba peristéltica y se procede a la limpieza del
interior de las fibras pasando por el lumen la disolucién receptora durante 2
minutos a la minima velocidad posible.

Posteriormente las fibras llenas de disolucion receptora se sumergen en la
disolucion orgéanica durante 1 minuto para realizar su impregnacion, tal y como

se muestra en la figura VI.2.
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Figura VI1.2. Etapas 1, 2, 3, 4 y 6 del montaje del sistema de HF-LPME.

5. El siguiente paso consiste en sumergir las fibras en agua milliQ para eliminar
el exceso de disolucion organica del exterior, y mientras tanto hacer pasar
disolucion receptora por el interior de la fibra para eliminar la disolucion
organica y el aire que se haya introducido durante la impregnacion. De este
modo se evita la evaporacion del disolvente y se llena la fibra con disolucion
receptora nueva.

6. Posteriormente se para la bomba, se desconectan los tubos y se pasa el tapon
con las fibras al bote de 30 ml de polipropileno de baja densidad que contiene
la disolucion cargada, como se ve en la figura VI.2, cerrandolo

herméticamente.
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7. Se ajusta la velocidad de agitacion y se deja agitando el tiempo necesario para
completar el experimento.

8. Una vez transcurrido el tiempo de extraccion elegido se para la agitacion y se
extrae la gota de disolucion receptora del interior de la fibra con la ayuda de
una jeringa impulsando aire a través del tubo rigido de plastico colocado en el

tapon y recolectando la muestra en un Eppendorf.

Fibra Accurel PP S 6/2

El montaje utilizado para esta fibra de mayores dimensiones, fue similar al
anterior, utilizado para la fibra mas pequefia, aunque en este caso se utilizaron frascos
de muestra de 250 ml de modo que la modificacion de la muestra durante la extraccion
se reduce permitiendo minimizar los cambios en la especiacion de niquel durante el
proceso. A continuacidn, se detallan los pasos seguidos para montar el sistema:

1. Se cortan hasta cinco segmentos de fibra hueca Accurel PP S 6/2, de longitud
variable segun la aplicacion, y se sumergen en tolueno durante la noche para su
acondicionamiento. Al dia siguiente se extraen del tolueno y se dejan secar al
aire.

2. En el tapon de un bote de 250 mililitros de plastico se practican 10 orificios y
a través de ellos se insertan las 5 fibras en forma de U, utilizando los extremos
de puntas de micropipeta (ver figura VI.3), para realizar la conexion con los
tubos de la bomba peristaltica.

3. Las fibras se limpian pasando durante unos minutos disolucion receptora por el
interior de la fibra a la minima velocidad de la bomba peristaltica.
Posteriormente se limpian por dentro y fuera con agua milliQ, dejandolas
vacias.

4. Con las fibras vacias se procede a la impregnacion de las mismas

introduciéndolas en la disolucién organica durante 15 minutos, como se
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observa en la figura V1.3. De este modo la disolucion organica se introduce en

los poros y en el interior de la fibra.

Figura VI1.3. Etapas 2, 4, 6 y 8 del montaje del sistema de microextraccion
HF-LPME para la fibra Accurel PP S 6/2.

5. Luego se sumergen las fibras en agua milliQ para eliminar el exceso de
disolucion organica del exterior de la fibra y mientras tanto se hace pasar
disolucion receptora por el interior de las mismas durante dos minutos, con el
objeto de extraer la disolucion organica del interior de la fibra, limpiarla y

llenarla con disolucion receptora nueva.

246



Capitulo VI. Determinacion de distintas fracciones de Ni en aguas naturales mediante HF-LPME

6. Posteriormente se para la bomba y se desconectan las fibras de la misma,
pasando el tapon con las fibras al frasco de 250 mililitros que contiene la
disolucion cargada, tal como se observa en la figura VI3, tapandola
herméticamente, de forma que las fibras queden totalmente sumergidas.

7. Se ajusta la velocidad de agitacion a la correspondiente en cada caso y se deja
funcionando durante el tiempo necesario para la extraccion.

8. Una vez transcurrido el tiempo de extraccion elegido se detiene la agitacion y
se extrae la gota de disolucion receptora del interior de la fibra con la ayuda de
la jeringa impulsando aire y recolectando la muestra en un Eppendorf, tal

como se muestra en la figura VI.3.

Como se aprecia en el esquema de la figura V1.4, independientemente del tipo
de fibra utilizada, una vez que contiene la disolucidon receptora en su interior y los
poros se han impregnado con la disolucién organica, la fibra se sumerge en la

disolucion cargada, formandose el sistema de 3 fases (cargada-organica-receptora).

Disolucion
/ cargada

F_\Fibra hueca

Puntas de
7 pipeta

O Agitador

Figura VI1.4. Esquema de los sistemas de HF-LPME. (a) Accurel PP Q 3/2, (b) Accurel
PP S 6/2.
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Estudios Preliminares

Fibra Accurel PP Q 3/2

En primer lugar se realizé el estudio de microextraccion de niquel con el
sistema Ni-CHBBH utilizando el mismo montaje ya descrito y utilizado previamente
para el sistema Ni-DEHPA, y con las condiciones quimicas optimizadas en el sistema
de membrana de volumen: una concentracion de niquel de 5 pgl” en la disolucion
cargada, anadiendo una disolucion de tampon HEPES para una concentracion final de
0,1 M y la cantidad necesaria de una disolucién 2 M de hidroxido soédico para ajustar el
pH a 8, una concentracion de 1,2-CHBBH de 0,89 mM disuelto en tolueno (2% DMF)
y como disolucion receptora acido clorhidrico 1,3 M. Se probaron tres tiempos
diferentes de extraccion del sistema de 30, 60 y 90 minutos, manteniendo una agitacion
de 500 rpm.

Para establecer la eficiencia de la extraccion se utilizo el factor de
enriquecimiento descrito anteriormente (ecuacion V.1).

En este sistema los analisis de las gotas extraidas del interior de las fibras
fueron realizados con un equipo de espectrometria de absorcion atdmica con horno de

grafito (GF-AAS) usando las condiciones expuestas en la tabla V1.2 y diluyéndolas

previamente con 200 pl de agua milli-Q.

Etapas Temperatura, °C | Tiempo, s Rampa, s | Flujo argén, I'min’'
Secado 100 30 10 0,2
Secado 130 20 30 0,2
Calcinacion 1000 20 150 0,2
Atomizacion 2400 3 0 0
Limpieza 2600 3 0 0,2

Tabla V1.2. Programa de temperaturas utilizado para analizar niquel con GF-AAS. A=232,0 nm
y correccion de fondo con efecto Zeeman.
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Como se ha comentado, posteriormente se estudid el efecto de distintos
cambios en el montaje del sistema para conseguir el mejor funcionamiento del mismo
antes de realizar la optimizacion de las variables quimicas e hidrodinamicas. Entre
estos estudios se evalud el cambio del disolvente y modificador utilizados
comprobando la viabilidad del sistema de extraccion mediante un estudio de extraccion

liquido-liquido.

Fibra Accurel PP S 6/2

La utilizacion de una segunda fibra con caracteristicas diferentes permite
evaluar el efecto producido por dicho soporte. Asi, la fibra Accurel PP S 6/2, como se
puede apreciar en la tabla VI.1, posee tamaifio de poro mayor y con ello aumenta tanto
el volumen de la disolucion organica como el area efectiva de contacto para la
extraccion de niquel. En este caso la disolucion organica utilizada fue de 3mM de 1,2-
CHBBH disuelto en tolueno al 2% DMF.

Una vez finalizados los estudios preliminares se realizo la optimizacion del
sistema y el estudio del efecto de los ligandos organicos ¢ inorganicos utilizando como

veremos la fibra Accurel PP S 6/2.

Optimizacion del sistema

La optimizacion del sistema Ni-CHBBH para la separacion de las distintas
especies de niquel en las aguas naturales se realizé siguiendo una estrategia de tipo
univariante. La variable respuesta cuyo valor ha sido optimizado fue el factor de
enriquecimiento, definido anteriormente (ecuacion V.1). Las variables quimicas
estudiadas han sido en este caso la concentracion de 1,2-CHBBH y la concentracion de
acido clorhidrico en la disolucion receptora. Posteriormente se realizo el estudio del
efecto producido por la longitud de fibra utilizada y la velocidad de agitacion. Como se

ha comentado, estos experimentos y los realizados posteriormente fueron llevados a
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cabo con el montaje descrito para la fibra Accurel PP S 6/2 y para un tiempo de
extraccion de 15 minutos. Las gotas extraidas fueron analizadas por GF-AAS,
utilizando las condiciones descritas anteriormente en la tabla VI.2. De este modo se

obtuvo el valor del factor de enriquecimiento bajo las condiciones optimizadas.

Aplicabilidad del sistema al analisis de concentraciones traza

Al igual que en el sistema Ni-DEHPA, antes de realizar la aplicacion del
sistema Ni-CHBBH estudiado a muestra reales se realizaron blancos para evaluar la
contaminacion procedente tanto del montaje de los experimentos como de los reactivos
utilizados para preparar las disoluciones y, en su caso, intentar reducir la misma antes
de la aplicacion.

En este caso no fue posible realizar una limpieza de la disolucién organica
mediante una extraccion liquido-liquido con la disoluciéon &cida utilizada como
disolucioén receptora, debido a la dificultad de separar las fases probablemente por el
modificador de fase que contenia la disolucion. Como para la membrana liquida de
volumen, como disolucion cargada se utilizd agua milli-Q sin afiadir ninguna
disolucién reguladora debido a que cuando se realice la aplicacion a las muestras reales
¢stas ya poseeran su propio sistema tampdén carbonato/bicarbonato, y se utilizaron
reactivos de alta pureza. En las condiciones optimizadas previamente, se realizaron dos
réplicas de cada experimento, cada una montando cinco fibras. Las gotas obtenidas se
analizaron directamente por GF-AAS y calibrado externo.

Una vez evaluados los blancos del sistema y utilizando las mismas
condiciones, se bajo la concentracion inicial de niquel en la disolucion cargada a 1

pg:l™ para una mejor aproximacion a la situacion real.
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Efecto de los ligandos

Ya que este sistema serd aplicado a la determinacion de las distintas especies
de niquel presentes en aguas naturales, se hace necesario un estudio del efecto de los

ligandos tanto inorganicos como organicos sobre el factor de enriquecimiento.

Ligandos inorganicos

Al igual que para los estudios anteriormente realizados con extraccion liquido-
liquido y membranas liquidas de volumen, se ha elegido como ejemplo mas
representativo de ligando inorgénico el cloruro. Los experimentos se llevaron a cabo
del mismo modo que los anteriores, utilizando reactivos de alta pureza, y preparando
las disoluciones cargadas con las correspondientes cantidades de cloruro sédico y una
concentracion de niquel de 1 pg1” en la disolucion cargada. Las gotas se analizaron
directamente por horno de grafito con las condiciones ya comentadas y calibrado

externo.

Ligandos organicos

Del mismo modo, como ligando organico representativo se utilizaron los
acidos humicos (AH). Las concentraciones de materia organica estudiadas para realizar
los experimentos en el sistema optimizado cubrieron el rango de COD de las aguas
naturales (2 a 31,5 mg:I" de COD). Para ello, se prepararon las disoluciones cargadas
con las distintas concentraciones de COD a partir de una disolucion concentrada de
300 mgl" de acidos humicos preparada con su sal sodica y determinando la
concentracion exacta de COD en cada una a través de la metodologia descrita en el
anexo A.4.

El procedimiento de andlisis fue el mismo que el descrito para el estudio de los
cloruros, aunque en este caso se observaron interferencias de matriz en las medidas

realizadas con el equipo de espectrometria de absorcion atoémica con horno de grafito,
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por lo que para realizar adecuadamente el analisis de las muestras se decidio realizar un

calibrado por adiciones estandar.

Analisis de distintas fracciones de niquel en aguas naturales

La aplicacion de este sistema a muestras reales de aguas naturales se realizo
para las mismas muestras analizadas con la membrana liquida de volumen del capitulo
anterior (Muestras 1, 2 y 3 en el Anexo A.6). En cada caso, una porcion de muestra se
utiliz6 para la determinacion de los contenidos totales mediante el sistema de
extraccion con APDC/DDDC, una segunda porcion se utilizd para determinar las
especies labiles mediante AdCSV y una tercera porcion se usd para su analisis
mediante el sistema de membranas propuesto determinando las fracciones labiles y no
labiles.

Posteriormente se compararon los resultados obtenidos con el nuevo sistema
con los procedentes de las metodologias de referencia utilizando la prueba estadistica
t-Student de comparacion de dos medias experimentales. Asi mismo se compararon
con los calculados tedricamente con el programa WinHumic V, y se estudié su

aplicacion para determinar las especies de Ni**, NiCl" y NiAH.

VLIIL. RESULTADOS

Estudios preliminares

Pruebas de extraccion con la fibra Accurel PP Q 3/2

Como se explica en el desarrollo experimental en primer lugar se utilizé el
mismo montaje del sistema de fibra hueca que para el sistema Ni-DEHPA, y se
trasladaron directamente las condiciones quimicas optimizadas para la membrana
liquida de volumen en el capitulo IV. Los experimentos se realizaron para una
concentracion de niquel en la disolucion cargada de 5 pgl' y para 3 tiempos de

extraccion. Como se puede observar en la figura VL5, se obtuvo una alta
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irreproducibilidad independientemente del tiempo de extraccion utilizado. Ademas, al
contrario que lo observado para el sistema de Ni-DEHPA, el factor de enriquecimiento
disminuia drasticamente al aumentar el tiempo de extraccion. Este comportamiento
puede estar relacionado con la inestabilidad que presentan en general este tipo de
membranas por pérdidas de disolucion organica y/o agente extractante y que en este
caso podrian estar produciéndose debido a la mayor volatilidad del tolueno en
comparacion con el keroseno utilizado en el sistema Ni-DEHPA. De hecho, durante el
montaje del sistema se observa que tras la impregnacion de la fibra se producia la
evaporacion del disolvente durante el proceso de cierre de los extremos, que se efecta
al aire, lo que podria ademas provocar la precipitacion del reactivo en los poros de la

membrana.
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Figura V1.5, Variacion del factor de enriquecimiento del sistema de HF-LPME
para distintos tiempos de extraccion. Disolucion cargada: 5 pgl' Ni; 0,1 M
HEPES; 35 g'l'1 NaCl; Disolucién organica: 0,89 mM 1,2-CHBBH; Disolucion
receptora: 1,3 M HCI; Velocidad de agitacion: 500 rpm; L = 9 cm, Fibra Accurel
PP Q 3/2.
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Por esta razon, en primer lugar, se optd por repetir los experimentos cerrando
las fibras con Parafilm© mientras éstas se encontraban aiin sumergidas en la disolucién
de limpieza, reduciendo asi la evaporacion del disolvente. Esta prueba se realizo sélo
para un tiempo de extraccion de 60 minutos obteniendo un factor de enriquecimiento
de 209,5 + 69,11 muy bajo en comparacion con el 530,8 + 372,1 obtenido antes de la
modificacion, aunque algo mas reproducible. Estos resultados indican que el propio
montaje del sistema introduce una gran variabilidad en los resultados, por lo que se
realizaron algunos cambios que minimizaran la manipulacion de las fibras y la pérdida
de disolvente organico durante el montaje.

Para ello se recurri6 a montar las fibras en el tapén de un recipiente de
polietileno de baja densidad y se acoplaron a una bomba peristaltica, tal y como se
describio anteriormente, para introducir la disolucién receptora en el interior de la
fibra. Ademas se aumento la concentracion de reactivo en la disolucion organica hasta
3 mM, la maxima concentracion estable disuelta en tolueno al 2% de DMF, para
aumentar la relacion molar CHBBH:Ni. Sin embargo, el valor obtenido del factor de
enriquecimiento disminuy6 drasticamente y la irreproducibilidad fue atin mayor con
una RSD del 64%. Probablemente esta irreproducibilidad estaria producida por la
inestabilidad de la disolucion organica en los poros o la todavia baja concentracion de
reactivo organico en la disolucién, ya que la relacion CHBBH:Ni en el sistema era de
0,03, por lo que existe un déficit de extractante en comparacion con el niquel en la
muestra.

De este modo que se realizaron nuevos estudios en dos sentidos. Por un lado se
estudi6 la posibilidad de usar keroseno como disolucion organica en la membrana, ya
que habia demostrado su viabilidad en los sistemas de fibra hueca para el sistema Ni-
DEHPA. Por otro lado, se estudio el uso de otro tipo de fibras que permitiera mejorar
la estabilidad de la disolucion organica en los poros, asi como aumentar el volumen de

extractante y por tanto la relacion molar CHBBH:Ni.
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Una vez decidida la mejor opcion se realizaron pruebas aumentando la
concentracion de reactivo en la disolucion organica como inicio de optimizacion del

sistema.

Viabilidad de la mezcla de TBP/Keroseno como disolvente en la fase
organica

Debido a la baja solubilidad del 1,2-CHBBH en keroseno se opt6 por adicionar
a este disolvente, una cierta cantidad de TBP, el cual actuaria como modificador de
matriz.

Antes de utilizar esta disolucion organica en el sistema de membranas de fibra
hueca se realizé un estudio de extraccion liquido-liquido para verificar su capacidad
para extraer niquel bajo las condiciones estudiadas. Estos experimentos se llevaron a
cabo del mismo modo que los expuestos en el capitulo I, utilizando una relacion de
voliimenes acuosa:organica de 1:1, con una concentraciéon de metal de 1 mg-1", 35 g1
NaCl y pH 8 en la disolucidon cargada. Se prepararon disoluciones organicas de
concentraciones 3 y 4 mM de 1,2-CHBBH con distintas proporciones de TBP. En el
caso del 35% de TBP, no fue posible aumentar la concentracién de 1,2-CHBBH hasta
4 mM, debido a su precipitacion. Los resultados obtenidos para las distintas
disoluciones probadas se pueden ver en la figura VI.6.

Como se observa en la figura, la extraccion disminuye con la proporcion de
TBP presente en la disolucion orgénica, variando desde el 90% para un 35% de TBP
hasta un 25% para un 100% de TBP. Esto puede estar relacionado con la capacidad del
1,2-CHBBH de formar aductos por puentes de hidrogeno con el TBP, de forma similar
a lo observado para el DEHPA [7]. Como consecuencia de la formacion de dichos
aductos, se reducen las moléculas del extractante que son capaces de extraer niquel de
la disolucion acuosa y disminuye el porcentaje de extraccion observado. Este efecto

fue independiente de la concentracion de 1,2-CHBBH, aunque como era de esperar, al
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aumentar la concentracion de agente extractante aumenta ligeramente la extraccion de

niquel.
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Figura V1.6. Efecto de la concentraciéon de TBP en la extraccion de niquel.
Disolucion cargada: 1 mg1" Ni; 0, M HEPES; 35 gl NaCl; Disolucién
organica: 1,2-CHBBH en keroseno m 3 mM, m 4 mM.

Para cada una de las disoluciones organicas probadas se estudid la reextraccion
utilizando HCI 1,3 M. En la figura V1.7 se puede observar que la reextraccion de niquel
fue practicamente cuantitativa para las tres mezclas TBP:keroseno.

Sin embargo para la disolucion de 1,2-CHBBH en TBP se obtuvieron valores
superiores al 100% de reextraccion, debido probablemente a interferencias en la
medida ya que la separacion de las fases para esta disolucion organica no se realizaba
adecuadamente. Este fendmeno, aunque menos pronunciado, ya ocurre para
concentraciones de TBP altas (75%) como se observa de los porcentajes de

reextraccion observados.
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Figura VI1.7. Efecto de la concentracion de TBP en la reextraccion de niquel.
Disolucion cargada: 1 mg~1’1 Ni; 0,1 M HEPES; 35 g-l'1 NaCl; Disolucion
organica: 1,2-CHBBH en keroseno m 3 mM 1,2-CHBBH = 4 mM 1,2-CHBBH.

A la vista de estos resultados se implementd en el sistema de membranas la
disolucion de TBP:keroseno 1:1 con 3 mM de 1,2-CHBBH utilizando el montaje
anterior con bomba peristaltica, obteniendo para un tiempo de extraccion de 60
minutos un factor de extraccion de 0,69 £ 0,16. Como se puede observar el factor de
enriquecimiento obtenido fue mucho menor que para la disolucion de tolueno,
posiblemente por la formacion de aductos entre el TBP y el 1,2-CHBBH. Aunque la
desviacion estandar disminuy6 ligeramente, probablemente por la mejor impregnacion

obtenida con el nuevo disolvente.

Pruebas de extraccidn con la fibra Accurel PP S 6/2

Como ya se ha comentado, la fibra Accurel PP S 6/2 posee un tamafio de poro
mayor, aumentando tanto el volumen de la disolucion orgénica utilizada y con ello la

cantidad de extractante, asi como el area efectiva de contacto para la extraccion de
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niquel, pudiendo por tanto mejorar el factor de enriquecimiento. Este efecto fue ya
observado por Saleh y col. para un sistema de membrana de fibra hueca para
determinar Se en muestras medioambientales [8].

Debido al cambio de fibra fue necesario realizar ciertas modificaciones al
montaje de la membrana mediante el uso de una bomba peristaltica, las cuales se han
detallado ya en el desarrollo experimental.

En primer lugar, con vistas a comparar los resultados con la nueva fibra y los
obtenidos anteriormente, se utilizé la disolucion organica con una concentracion de
1,2-CHBBH de 3 mM disuelto en tolueno al 2% DMF. En estas condiciones el factor
de enriquecimiento conseguido fue de 1,59 + 0,38, algo mayor que el obtenido con la
mezcla TBP:keroseno, sin modificar la reproducibilidad del sistema. Por esta razon se
procedio a la optimizacion del nuevo sistema obtenido con la fibra Accurel PP S 6/2
para intentar aumentar los factores de enriquecimiento con vistas a su aplicacion a

muestras reales.

Optimizacion del sistema

Como se ha dicho anteriormente es importante aumentar la concentracion de
1,2-CHBBH para que el reactivo se encuentre en exceso, por lo que ésta fue la primera
variable a optimizar. No obstante, la concentracién de 1,2-CHBBH mas alta que pueda
disolverse en tolueno al 2% DMF es de 4 mM, y a dicha concentracién la relacion
molar Ni:CHBBH es atn insuficiente para conseguir una buena extraccion. Por este
motivo al mismo tiempo que se aumentd la concentracion de extractante en la
disolucion organica fue necesario incrementar proporcionalmente la concentracion de
DMEF. De este modo el rango de concentracion de 1,2-CHBBH estudiado vari6 entre 3-
30 mM y el porcentaje de DMF entre 2-38%. Los factores de enriquecimiento

obtenidos para cada una de las disoluciones estudiadas se muestran en la figura VL.8.
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Figura VI.8. Efecto de la concentracion de 1,2-CHBBH en el factor de
enriquecimiento. Disolucién cargada: 5 ug1" Ni; 0,1 M HEPES; pH = 8, 35 gl
NaCl; Disolucion receptora: 1,3 M HCI; Velocidad de agitacion: 500 rpm; L =
10 cm.

Como cabria esperar, en un primer momento se observa un incremento del
factor de enriquecimiento con el aumento de la concentracion del agente extractante,
tal y como ocurria en el sistema Ni-DEHPA. Ademas se mantuvo una buena
reproducibilidad hasta una concentracion de 1,2-CHBBH de 15 mM a pesar de haber
aumentado la proporcion de modificador de matriz hasta el 16%. Sin embargo al
aumentar atin mas la concentracion de 1,2-CHBBH se observa un aumento importante
de la irreproducibilidad probablemente debido a que el porcentaje de DMF en este
caso (38%) es demasiado alto, aumentando la polaridad de la disolucion organica y por
tanto su solubilidad en la disolucion acuosa. Esto se traduce en una pérdida de la
disolucion organica, lo cual provoca una disminucion en el transporte de niquel y por
tanto en el factor de enriquecimiento, tal y como se observa en la figura VI.8. Por ello,
se decidi6 utilizar como disolucion organica en los siguientes experimentos la de 15

mM de 1,2-CHBBH disuelto en tolueno al 16% de DMF.
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La siguiente variable quimica estudiada fue la concentracion de acido
clorhidrico utilizada en la disolucién receptora. En estos experimentos se vario la
concentracion de acido en un rango desde 0,5 a 2 M. Como se observa en la figura
VL9 en el rango de concentraciones de acido clorhidrico estudiado no existe un
cambio significativo del factor de enriquecimiento, aunque para la concentracion de 2
M el resultado obtenido mostr6 una mayor irreproducibilidad, que podria estar
producida por la descomposicion del reactivo a concentraciones tan altas de acido o
por disolucidon del reactivo extractante en la disolucidon receptora [3,9]. Por ello, se
decidié mantener una concentracion de acido clorhidrico de 1,3 M para realizar los

siguientes experimentos.
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Figura V1.9. Efecto de la concentracion de HCl en el factor de enriquecimiento.
Disolucion cargada: 5 ug-l"1 Ni; 0,1 M HEPES; pH=8, 35 g-l"1 NaCl; Disolucion
organica: 15 mM 1,2-CHBBH disuelto en tolueno (16% DMF); Velocidad de
agitacion 500 rpm; L = 10 cm.

Una vez estudiadas las variables quimicas con mayor influencia en el sistema

de extraccion se estudiaron la longitud de fibra usada y la velocidad de agitacion. En
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primer lugar, la longitud de la fibra se aument6 hasta 13 y 16 centimetros, maxima
longitud permitida con el sistema utilizado, obteniéndose los resultados mostrados en
la figura VI.10, en la que se observa que el factor de enriquecimiento obtenido fue

independiente de la longitud de la fibra en el rango de estudio.
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Figura V1.10. Efecto de la longitud de la fibra en el factor de enriquecimiento.
Disolucion cargada: 5 ug:I"' Ni; 0,1 M HEPES; pH=8; 35 g-1"' NaCl; Disolucién
organica: 15 mM 1,2-CHBBH disuelto en tolueno (16% DMF); Disolucion
receptora: 1,3 M HCI; Velocidad de agitacion: 500 rpm.

Aunque al aumentar la longitud de la fibra se consigue un area efectiva de
contacto para producir la extraccion mayor, asi como mayor volumen de disolucion
organica y por tanto mejor extraccion, también aumenta el volumen de disolucion
receptora presente en el interior de la fibra, y por tanto aumenta la dilucion del niquel
transportado disminuyendo su concentracion en esta disolucion [10], por lo que
pueden compensarse ambos efectos y el factor de enriquecimiento permanece
invariable. En vista de los resultados obtenidos se decidio6 utilizar una longitud de fibra

de 10 cm para los estudios posteriores.
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Finalmente se realiz6 el estudio de las condiciones hidrodinamicas del sistema,
variando la agitacion entre 500 y 1100 rpm, mostrandose los resultados obtenidos en la
figura VI.11. Para las velocidades mas bajas probadas el factor de enriquecimiento no
varia con la velocidad de agitacion. Sin embargo para velocidades de agitacion altas se
produce una disminucion del factor de enriquecimiento al aumentar la velocidad. Este
efecto ya fue observado en el sistema Ni-DEHPA vy se relaciona tanto por la pérdida de
disolucion organica de los poros como por las burbujas de aire producidos durante la
agitacion que se adhieren a la fibra disminuyendo el area efectiva para el transporte de

niquel [2,11].
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Figura VI.11. Efecto de la velocidad de agitacion en el factor de
enriquecimiento. Disolucion cargada: 5 ug-l'1 Ni; 0,1 M HEPES; 35 g~1’1 NaCl;
pH=8; Disolucién organica: 15 mM 1,2-CHBBH disuelto en tolueno (16%
DMF); Disolucion receptora: 1,3 M HCI; L = 10 cm.

Bajo las condiciones optimizadas resumidas en la tabla V1.4, se consiguié un
factor de enriquecimiento de 5,5, que aunque bajo, resulta suficiente para la aplicacion

del sistema al andlisis de niquel en aguas naturales, y abre la puerta a su especiacion.
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Disolucion organica 15 mM de 1,2-CHBBH en tolueno (16% DMF)
Disolucién receptora 1,3 M HCI
Velocidad de agitacion 500 rpm
Longitud de fibra 10 cm
Tiempo de extraccion 15 minutos

Tabla VI1.4. Condiciones de funcionamiento del sistema de HF-LPME para la
especiacion de niquel en aguas naturales.

Aplicabilidad del sistema al analisis de concentraciones traza

En este caso los blancos del sistema se realizaron con reactivos de alta pureza,
pero no fue posible la limpieza de las disoluciones utilizadas debido a que no era
posible separar las fases durante la extraccion probablemente a la alta polaridad que
presentaba la disolucion orgéanica al haber aumentado la cantidad de DMF utilizada.
Por este motivo los valores obtenidos fueron mayores que los observados en el sistema
Ni-DEHPA, con una concentracion de niquel media en la disolucion receptora de 1,84
+0,98 pgl™.

En las condiciones optimizadas anteriormente y teniendo en cuenta los blancos
obtenidos se estudid el efecto de bajar la concentracion de niquel presente en la
disolucion cargada, para aproximarla aun mas a las concentraciones reales de niquel en
aguas naturales. Para ello se disminuyd la concentracion en la disolucion cargada hasta
1pug 1" obteniendo un factor de enriquecimiento de 5,5 + 1,2. Como se puede observar
la disminucion de la concentracion no ha afectado al factor de enriquecimiento, ya que
con 5 ugl™" se habia obtenido un valor de 5,5 + 1,0. Esta independencia del factor de
enriquecimiento con la concentracion de niquel inicial ya ha sido observada
anteriormente en sistemas similares [12]. A continuacidn se estudid el efecto de los

ligandos utilizando en la disolucién cargada una concentracion de niquel de 1pg-17".
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Efecto de los ligandos

Como se ha comprobado en los sistemas anteriores, la presencia en las aguas
naturales de ligandos tanto inorganicos como organicos influye en las distintas especies
de niquel que pueden encontrarse, cada una de ellas con una determinada fuerza de

enlace, de modo que pueden afectar a la extraccion de niquel de diferente modo.

Ligandos inorganicos

Al igual que para la membrana liquida de volumen se ha estudiado el efecto de
los cloruros como ejemplo representativo de los ligandos inorganicos en las aguas
naturales. El rango de concentraciones estudiado fue de 0 a 21,25 g-I"' CI', obteniendo

los resultados que se observan en la figura VI.12.
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Figura VI1.12. Influencia de la concentracion de cloruros en el factor de
enriquecimento. Disoluciéon cargada: 5 pgl' Ni; 0,1 M HEPES; pH=S;
Disolucion orgéanica: 15 mM 1,2-CHBBH en tolueno (16% DMF); Disolucion
receptora: 1,3 M HCI; Velocidad agitacion 500 rpm; L = 10 cm.
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Observando la figura se puede concluir que el factor de enriquecimiento fue
independiente de la concentracion de cloruro, como ocurria en la membrana liquida de
volumen para la eficiencia de la extraccion, probablemente debido a la concurrencia de
dos fendmenos: por un lado los complejos clorurados de niquel que se forman
presentan constantes de formacion lo suficientemente bajas para favorecer la
formacion del complejo del niquel con el agente extractante presente en la membrana
liquida [13]. Por otro lado, al tratarse de un sistema de microextraccion aunque se
produzca la extraccion de la especie Ni** siempre hay suficiente cantidad de esta
especie en el seno de la disolucion cargada para ser extraida, sin tener que recurrir al
niquel que se encuentra formando complejos con los ligandos presentes, en este caso
los cloruros.

Este comportamiento ha sido descrito anteriormente en sistemas similares. En
este sentido, Saleh y col. realizaron el estudio de las posibles interferencias de los
principales aniones presentes en las aguas naturales en la extraccion de selenio con un
sistema de fibra hueca, comprobando que no existian interferencias de los Cl” a
concentraciones por encima de 15 g1 ni de otros aniones como F~, PO,> y CO;” a
concentraciones de 0,050 g-I"' [8]. Por otro lado, el estudio elaborado por Zeng y col.
para realizar la especiacion de Sb (III) y Sb (V) muestra el mismo efecto en presencia
de los mismos aniones, no afectando al factor de enriquecimiento encontrado para Sb

(IIT) [14].

Ligandos orgénicos

En cuanto a los ligandos organicos, se utilizaron como ejemplo representativo
nuevamente los acidos htimicos. El rango de concentraciones estudiado fue desde 6 a
90 mg-1" de acidos humicos (AH), que supone un rango de 2 a 31,5 mg:1" de COD. El
efecto producido en el sistema optimizado se observa en la figura VI.13, donde se

aprecia una disminucion del factor de enriquecimiento del sistema optimizado con el
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aumento de la concentracion de AH en la disolucidon cargada, mostrando una relacion
lineal negativa entre ambas variables como ocurria con el sistema de membranas

liquidas de volumen.
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Figura VI1.13. Influencia de la concentracion de acidos humicos en el factor de
enriquecimiento. Disolucion cargada: 5 p.g~1'1 Ni; 0,1 M HEPES; pH=8; 35 g‘l'1 NacCl;
disolucién organica: 15 mM 1,2-CHBBH en tolueno (16% DMF); disolucion
receptora: 1,3 M HCI; velocidad de agitacion 500 rpm; L = 10 cm.

De hecho, los calculos de especiacion realizados con el programa WinHumic
V, que aparecen en la tabla VI.5, muestran un aumento de la formacion de complejos
organicos al incrementar la concentracion de acidos hiimicos en la disolucion cargada.
De hecho, al igual que ocurria en la membrana de volumen para los porcentajes de
extraccion, se observé una correlacion lineal negativa con un coeficiente de correlacion
de Spearman de -0,995 entre la concentracion de los complejos organicos de niquel y
los factores de enriquecimiento obtenidos.

Esta relacion negativa existente entre la concentracion de complejos organicos

y el factor de enriquecimiento puede ser debida, como se comentd en un capitulo
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anterior, a que los complejos organicos con los acidos hiimicos tienen constantes de
formacion altas, Kyani = 10%°-10%° M [15], las cuales no permitirian que el metal

pudiera ser transportado a través de la membrana como se ha observado en otros

sistemas de membrana soportada con fibra hueca [6].

[AH], mg-1" | [COD], mg1" | [Ni*]-10%, M | [NiCI']-10°, M | [NiAH]-10°, M
0 1,25 4,42 0
6 2 1,20 4,23 0,74
18 6 1,10 3,90 2,04
30 10,5 1,02 3,60 3,15
60 21 8,60 3,04 5,32
90 31,5 7,43 2,63 6,90

Tabla VI1.5. Datos tedricos de especiacion de niquel para distintas concentraciones de acidos
htmicos.

Al igual que se hizo para la MLV con la eficiencia de extraccion, este
comportamiento permite obtener una relacion lineal entre la concentracion de COD en
las muestras y los factores de enriquecimiento en presencia de materia organica (FE,p)
obtenidos para cada una de ellas, con un coeficiente de regresion lineal de 0,9675, que

se muestra en ecuacion VI.4.

FEy = -0,1058 - [COD] + 5,2855 (V1.4)

Asi pues, de forma similar al sistema de membrana liquida de volumen a partir
de la medida de COD de una muestra real es posible obtener el factor de
enriquecimiento correspondiente que permita calcular el contenido total de niquel en la

muestra a partir de la medida de niquel en la disolucién receptora.
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Andlisis de distintas fracciones de niguel en aguas naturales

Una vez conocido el comportamiento del sistema Ni-CHBBH elegido, asi
como los efectos producidos por los ligandos mas habitualmente presentes en las
muestras reales, se realizo la aplicacion del sistema a la determinacion de las fracciones
metalicas presentes en las aguas naturales, utilizandose para ello las mismas muestras
analizadas en el capitulo IV con el sistema de membrana liquida de volumen.

En primer lugar se realizd la determinacion de niquel en la disolucion
receptora tras la extraccion, utilizando la muestra directamente como disolucion
cargada a pH natural una vez filtrada. Para obtener las distintas fracciones se siguié un
sistema similar al utilizado con el sistema de membrana liquida de volumen que se

recoge en la figura VI.14 a modo de esquema.

Fraccién labil

FE sin dcidos
hdmicos

[Ni] en la disolucién
receptora

FE con écidos
hdmicos

<::: COD medido

Concentracién
total

Figura V1.14. Determinacion de las distintas especies de niquel en aguas naturales con
el sistema de HF-LPME.

Para realizar la determinacion de las distintas fracciones, ademas de realizar el
analisis de niquel con el sistema optimizado, fue necesaria la determinacion de la

concentracion de COD presente en las muestras analizadas. Asi, con la ecuacion V1.4
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obtenida en el estudio de los ligandos organicos, se determina el factor de
enriquecimiento para calcular la concentracion de niquel total.
Al igual que en el capitulo anterior el procedimiento realizado para calcular las

distintas fracciones de niquel fue el que se describe a continuacion.

1. Obtencion de la fraccion 14bil de niquel

Esta fraccion se corresponde con el niquel libre y aquellos complejos cuyas
constantes de formacion son lo suficientemente bajas para ser transportadas a través de
la membrana. Como se observa en la figura VI.14, para calcular su concentracion en la
muestra utilizaremos el valor de concentraciéon medida en la disolucion receptora y el
factor de enriquecimiento obtenido en ausencia de acidos humicos (5,5), ya que este
factor solo tiene en cuenta las especies de niquel labiles al calcularse en ausencia de

agentes complejantes fuertes. Asi, el calculo se realizara con la ecuacion VL.5:

_ [Ni],,

Ni], . =—o
[ ]labll 5’5

(VL5)

donde [Ni],, representa a la concentracion de niquel medida en la disolucion receptora

con GF-AAS.

2. Obtencion de la concentracion de niquel total

Como se comento anteriormente, es posible obtener la concentracion de niquel
total a partir de los factores de extraccion obtenidos en presencia de acidos himicos
(FEan). Para conocer el valor del factor de extraccion a utilizar en ese caso se hace
necesario analizar el contenido de COD en la muestra y aplicar la relacion lineal
calculada anteriormente para ambas variables (ecuacion IV.4). Con este valor, tal como

muestra la figura VI.14, y a partir de la concentracion de niquel determinada en la
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disolucion receptora, es posible obtener la concentracion de niquel total mediante la
ecuacion VI.6.
_ [Ni],

Ni = VI.6
[ ]total FE A ( )

3. Obtencion de la fraccion no 1abil de niquel

Por ultimo, la fraccion no labil se puede calcular utilizando la diferencia entre
los valores calculados de niquel total y la fraccion labil, tal como se hizo para el

sistema de MLV.

De este modo, podemos realizar la separacion de las concentracion de las
distintas fracciones de niquel a partir de una tnica preconcentracion de la muestra y
analizando previamente el COD. Asi, en nuestro caso se analizaron las muestras reales
realizando para cada una de ellas un experimento con cinco capilares de fibra hueca
sumergidos en la muestra durante 15 minutos, tras las cuales se analiz6 la disolucion
receptora del interior de las fibras mediante GF-AAS utilizando adiciones estdndar. A
partir de estas concentraciones y siguiendo el esquema de la figura VI1.14 se realizo la
estimacion de las concentraciones de las distintas fracciones de niquel presentes en la
muestra. Los resultados obtenidos para cada muestra se recogen en la tabla VI.6 junto
con los obtenidos utilizando la membrana liquida de volumen y las metodologias de
referencia.

Como se observa en la tabla los resultados obtenidos con la nueva
metodologia de capilares de fibra hueca fueron similares a los obtenidos tanto con la
membrana liquida de volumen como con los métodos de referencia para las diferentes
fracciones. De este modo, al igual que se observé para la membrana liquida de

volumen, la fraccién labil obtenida con el sistema optimizado corresponderia con la
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suma de las especies metalicas inorganicas presentes en la muestra mas la especie libre

del metal, ya que se corresponde con la obtenida con la metodologia de AACSV [16].

Niquel total, pg-1" Niquel labil, pg-1"
Muestra 4 A
Métodode | -\ i | gppyp | Métodode MLV | HF-LPME
referencia* referencia**
0,73+0,01| 0,73+0,02 | 0,77+0,10 | 0,65+0,05 | 0,66+0,02 | 0,67 + 0,09
2 1,40+ 0,05 | 1,39+0,05 | 1,47+0,17 | 1,22+0,08 | 1,25+0,04 | 1,28 +0,15
2,12+0,16 | 2,04+0,08 |2,09+0,14 | 1,58 +0,24 | 1,63+0,07 | 1,69 0,11

* Extraccion APDC/DDDC y medida con ICP-MS; ** CLEM AdCSV.

Tabla VI1.6. Comparacion de las fracciones de niquel analizadas con el sistema de HF-
LPME, MLV y el método de referencia.

Para confirmar los resultados obtenidos se realiz6 el test t de comparacion de
dos medidas experimentales entre los resultados obtenidos con el sistema de capilares
y los métodos de referencia (Anexos A.7 y A.8) [17]. Los resultados de Ia

comparacion se muestran en las tablas VI.7 y VL8 para la fraccion total y 1abil,

respectivamente.
Niquel total
.. Método de
Muestra Sahm_cll ad, [CODI]’ referencia, HF-LP¥E’ g, % | t Student Test t
ug

32,70 3,11 0,73+0,01 |0,77+0,10 | 5,5 8,9 Aceptado™**
2 28,90 3,46 1,40+0,05|1,47+0,17 | -5,0 -0,7 Aceptado®**
1,00 7,04 [2,12+0,16 (2,09+0,14| 1,4 0,3 Aceptado®**

* Extraccion APDC/DDDC y medida con ICP-MS; **t, = 12,71, ***t,= 2,78 (o. = 0,05)

Tabla VI.7. Comparacién entre las concentraciones de niquel total obtenidas con el
sistema de HF-LPME y el método de referencia.
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Niquel labil
.. Método de
Muestra Sahm_cll ad, [COI_)I] referencia, HF_LPE/IE’ g, % | t Student | Test t**
gl mg'] pg-l'l* pg'l
32,70 3,11 0,65+0,05 |0,67+0,09| 3,1 0,3 Aceptado
28,90 3,46 1,22+0,08 |1,27+0,15| -4,1 0,5 Aceptado
1,00 7,04 1,58+0,24 [1,68+0,11| 6,3 0,8 Aceptado

* CLEM AdCSV ; ** t,=2,78 (a. = 0,05)
Tabla VI1.8. Comparacion entre las concentraciones de niquel 1abil obtenidas con el
sistema de HF-LPME y el método de referencia.

Como se observa en las tablas VI.7 y VL8 los resultados obtenidos con el
método de HF-LPME no difieren significativamente de los obtenidos con la
metodologia de referencia elegida para un nivel de significacion de 0,05, verificando la
exactitud de los resultados obtenidos mediante el nuevo sistema, y por tanto su
aplicabilidad para realizar el fraccionamiento de niquel en muestras reales tanto de
agua dulce como salinas.

Una vez obtenidas las concentraciones de niquel de las distintas fracciones en
las muestras analizadas, se realizaron los calculos de las concentraciones tedricas de
dichas fracciones con el programa de especiacion WinHumic V. Para ello, se
introdujeron en el programa los valores de concentracién de los iones mayoritarios

(Ni**, Na’, CI), pH y materia orgénica que aparecen en la tabla VI.9 para cada

muestra.
Muestra | [CI'], M | [Ni*']-10%, M | [Na'], M | pH |[COD], mg" | [AH], mg1"
1 0,51 1,31 0,51 | 8,06 3,11 10,70
2 0,45 2,50 0,45 | 7,68 3,37 11,49
3 0,02 3,70 0,02 | 7,58 7,04 22,83

Tabla VI1.9. Datos de entrada en el programa WinHumic V para el calculo de las distintas
fracciones de niquel en las muestras reales.
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Una vez obtenidas las concentraciones de las diferentes especies de niquel,
cuyos valores se recogen en detalle en el anexo A.11, la fraccion labil tedrica se
calculé como la suma de las concentraciones de las especies Ni**, NiCI", Ni(OH), y
NiOH". La comparacién de los valores tedricos obtenidos con los analizados con el
sistema de HF-LPME propuesto se realizé con el uso de una prueba t-Student de
comparacion de una media experimental con un valor conocido para las fracciones
labiles y no-labil [17]. Los resultados se muestran en las tablas VI.10 junto con los

valores de concentracion tedricos y experimentales para la fraccion 1abil y no labil.

Muestra Te(')rif:]a, Exp erim_f]:ntal, g, % t-Student Test-t*
gl gl

1 0,68 0,67 £ 0,09 1,5 -0,2 Aceptado

Labil 2 1,34 1,27 +£0,15 5,2 -1,0 Aceptado
3 0,05 1,68 £ 0,11 100,0 33,1 Rechazado

1 0,09 0,08 £ 0,01 11,1 2,2 Aceptado

No labil 2 0,13 0,16 £0,03 -23,1 2,2 Aceptado
3 2,11 0,37+ 0,02 82,5 -194,5 Rechazado

*£,=2,78 (0=0,05)

Tabla VI1.10. Comparacion de las concentraciones de las distintas fracciones de niquel
obtenidas tedricamente con el WinHumic V y las obtenidas experimentalmente con el
sistema de HF-LPME.

En la tabla VI.10 se observa el mismo comportamiento que con el sistema de
membrana liquida de volumen estudiado anteriormente, obteniendo resultados que
concuerdan con los datos tedricos predichos por el programa de especiacion para las
muestras salinas 1 y 2, mientras que para la muestra 3 de agua dulce los valores no
coinciden. Como ya se explicod esta falta de concordancia en los resultados con
muestras de agua dulce se debe a la disminucion de la fuerza idnica para esta muestra,
ya que en el WinHumic V tiende a sobreestimar la proporcion de cationes metalicos

enlazados a las sustancias htimicas a bajas concentraciones de contraiones [18]. Asi
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pues las predicciones realizadas con el modelo V utilizado con el programa WinHumic
V son validas para muestras con alta salinidad, pero no para muestras no salinas.

En vista de los resultados obtenidos podemos concluir que es posible la
aplicacion de la metodologia de microextraccion desarrollada para la especiacion de
niquel en aguas naturales pudiendo determinar la fraccidon labil y no 14bil. No obstante,
con la ayuda de los datos de especiacion del WinHumic V se aplicé esta metodologia
para el calculo de la concentracion de la especie Ni*" en las muestras salinas, partiendo
de la hipotesis de que practicamente todo el niquel presente en la muestra se encuentra
como Ni*", NiCI" y NiAH. Para ello se considera la concentracion de la especie NiAH
como la correspondiente a la fraccion no labil determinada anteriormente con el
sistema de HE-LPME. Para el calculo de Ni*" se tiene en cuenta el valor tedrico de
especiacion obtenido con el WinHumic V para las especies de NiCl", el cual nos daria
la proporcion de esta especie en la disolucion cargada. De este modo podemos calcular
un factor de enriquecimiento en ausencia de acidos humicos para la especie Ni*',
teniendo en cuenta que en este caso las Gnicas especies presentes serian el Ni** y el

NiCl", mediante la ecuacion IV.7.

[N,
NN, — [Ni]

(VL7)

NiCI*

donde [Ni], es la concentracion de la gota medida por GF-AAS, [Ni]. es la
concentracion de niquel total en la disolucion cargada y [Ni]yic;” se obtiene a partir de
los datos tedricos de especiacion calculados con el programa WinHumicV.

De este modo, aplicandole el factor de enriquecimiento calculados con la
ecuacion VI.7 y la concentracion medida en cada muestra, podemos calcular la
concentracion de Ni*" presente en las mismas.

En la figura VI.15 se muestran los resultados obtenidos mediante estos

calculos para las especies Ni**, NiCI” y NiAH. Como puede observarse el valor de Ni**
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obtenido coincide con el predicho por el programa de especiacion, por lo que la nueva
metodologia propuesta seria aplicable tanto para la separacion de la fraccion 1abil y no
1abil de la muestra como para el célculo de la concentracion de niquel libre (Ni*"). Esto
resulta especialmente interesante teniendo en cuenta que la mayoria de los métodos de
especiacion para metales en concentraciones traza no son capaces de diferenciar
especies dentro de la fraccion 1abil, excepto algunos sistemas similares al propuesto

[19-21].

0,6 - @ 12 - (b)
204 | 208 1
=) =)
Qo kel
2 2
=] k=]
8 5
S 02+ S 04
o o
@] @)

0,0 0,0

Ni2* NiCl* NiAH Ni2* NiC1* NiAH

Figura V1.15. Concentracion de las distintas fracciones de niquel en muestras reales salinas
m Experimentales (MLV) y 0 tedricos (WinHumic V). (a) Muestra 1, (b) Muestra 2.

Como se ha comentado antes, una de las ventajas que presentan estos sistemas
es el pequefio volumen de disolvente utilizado. Si se compara esta metodologia de
capilares de fibra hueca con la de membrana de volumen expuesta en el capitulo
anterior se observa una disminucion del volumen de disolucion organica de 100 ml a
0,229 ml, y de receptora de 12,5 ml a aproximadamente unos 0,2 ml. Ademas se
consigue realizar la extraccion sin cambios en la especiacion de la muestra durante el
proceso obteniendo una aproximacion mucho mas realista. Finalmente se reduce el
tiempo de extraccion de 9 horas a 15 minutos por lo cual, a pesar de que para el

sistema Ni-CHBBH se obtienen valores bajos de factores de enriquecimiento, la
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metodologia con capilares de fibra hueca resulta la mas adecuada para realizar la

especiacion de niquel en aguas naturales.
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Conclusiones

1. De los tres sistemas quimicos estudiados para la extraccion de niquel (DEHPA,
1,2-CHBBH y TBP), s6lo el basado en el uso del 1,2-CHBBH permite su
aplicacion para la separacion de distintas fracciones de niquel en aguas
naturales, mientras que el basado en el uso del DEHPA podria ser aplicado a la

determinacion de los contenidos totales.

2. La presencia de ligandos inorganicos como el cloruro no afecta al sistema de
extraccion liquido-liquido Ni-CHBBH. Sin embargo, la presencia de acidos
hamicos produce una disminucion en el porcentaje de niquel extraido
proporcional a la cantidad de complejos organicos que se forman en la

muestra.
3. Los complejos organicos débiles pueden ser extraidos mediante el sistema de

extraccion Ni-CHBBH, constituyendo aproximadamente el 50% de los

complejos organicos presentes en las muestras.
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4. Se ha optimizado un sistema de membrana liquida de volumen (MLV) para la
separacion y preconcentracion de especies de niquel en aguas naturales,
utilizando el sistema quimico Ni-CHBBH, consiguiendo un factor de
preconcentracion de 35,1 en las condiciones optimizadas para nueve horas de

funcionamiento del sistema.

5. Para el sistema de MLV desarrollado se ha encontrado que existe una
disminucion en la permeabilidad en presencia de ligandos organicos e
inorganicos. En el caso de los cloruros dicho descenso coincidia con el

porcentaje de la especie NiCl* presente en agua de mar.

6. Para el sistema de MLV desarrollado se ha encontrado que existe una relacion
lineal negativa entre la eficiencia de la extraccion de niquel bajo las
condiciones optimizadas y la concentracion de carbono organico disuelto

(COD), en el rango de concentracion estudiado.

7. Se ha demostrado la validez del sistema de MLV propuesto utilizando el
sistema quimico Ni-CHBBH para determinar las fracciones de niquel labil, no
labil y total en muestras reales, a partir de su comparacion con las

correspondientes metodologias de referencia.

8. Se ha realizado con éxito la diferenciacion y cuantificacion de las distintas
fracciones de niquel presentes en muestras de aguas naturales de diferente
salinidad mediante el sistema de MLV desarrollado, asi como el célculo de las

especies mayoritarias de niquel (NiCI*, Ni**, NiAH).
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9.

10.

11.

12.

13.

14.

Se ha comprobado que las predicciones tedricas de especiacion organica
obtenidas con el modelo V usando el programa Winhumic V no son validas

para muestras no salinas.

Se ha optimizado un sistema de microextraccion en fase liquida con capilares
de fibra hueca para la separacion y preconcentracion de contenidos totales de
niquel en aguas naturales, utilizando el extractante DEHPA, consiguiendo unos
factores de enriquecimiento para muestras reales de distinta salinidad de 29,7

tras una hora de funcionamiento.

Se ha optimizado un sistema de microextraccion en fase liquida con capilares
de fibra hueca para la separacion y preconcentracion de las distintas fracciones
de niquel en aguas naturales, utilizando el agente extractante 1,2-CHBBH,
consiguiendo un factor de enriquecimiento para muestras reales de distinta

salinidad de 5,5 tras quince minutos de funcionamiento.

Los factores de enriquecimiento obtenidos en los sistemas de microextraccion
en fase liquida con capilares de fibra hueca fueron independientes de la

concentracion de niquel inicial en las muestras.

Los sistemas de microextraccién en fase liquida con capilares de fibra hueca
consiguieron mejorar los tiempos de extraccion y disminuir los volimenes de
reactivos utilizados en comparacién con los otros sistemas de extraccion,

pudiendo englobarse esta metodologia dentro de la Quimica Analitica Verde.

Para el sistema de microextraccion en fase liquida utilizando 1,2-CHBBH

como agente extractante se ha encontrado una relacion lineal negativa entre el
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factor de enriquecimiento de niquel bajo las condiciones optimizadas y la

concentracion de COD en el rango de concentracion estudiado.

15. Se ha demostrado la validez de los sistemas de microextraccién en fase liquida
con capilares de fibra hueca propuestos para la determinacion de los
contenidos de niquel totales y su especiacién a partir de su comparacion con

las correspondientes metodologias de referencia.

16. Se ha realizado con éxito la diferenciacion y cuantificacion de las distintas
fracciones de niquel presentes en muestras de aguas naturales de diferente
salinidad mediante el sistema de microextraccion con el agente extractante 1,2-
CHBBH, asi como el calculo de las especies mayoritarias de niquel (NiCl",
Ni?*, NiAH).

17. Se ha demostrado que los sistemas de microextraccion en fase liquida con
capilares de fibra hueca son los méas adecuados para realizar la determinacion
de las distintas fracciones de niquel en aguas naturales de distinta salinidad
gracias a su menor tiempo de extraccion, menor gasto de reactivos y por tanto

menor generacion de residuos, y a sus adecuados factores de preconcentracion.
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A.1. LISTA DE REACTIVOS Y APARATOS

Reactivos

- Acetato amonico (CH;COONH,): P.A., Merck (Alemania)

- Acetona: P.A., Merck (Alemania)

- Acido acético (CH;COOH): P.A., Merck (Alemania)

- Acido clorhidrico 37% (HCI): P.A., Merck (Alemania)

- Acido clorhidrico 30% (HCI): Suprapur, Merck (Alemania)

- Acido di-2-etilhexilfosforico 97% (C¢H3s04P): Sigma-Aldrich (Alemania)

- Acido etilendiamintetraacético, EDTA, sal disodica, dihidrato
(C1oH14N;Na,O4:-2H,0): P.A., Scharlab (Espatfia)

- Acidos humicos, sal sodica, 98%: Across, (Bélgica)

- Acido nitrico 65% (HNOs): P.A., Scharlab (Espaiia)

- Acido nitrico 65% (HNOs): Suprapur, Scharlab (Esparia)

- Acido perclérico 60% (H,ClO,): P.A., Merck (Alemania)

- Acido sulftirico 97% (H,SO,): P.A., Merck (Alemania)

- Acido 4-(2-hidroxietil)piperacina-1-etanosulfonico (HEPES): P.A.,
Biochemical, BDH (Gran Bretafia)

- Benzoilhidracida 98% (CcHsCONHNH,): Ega-Chemie (Alemania)

- Bicarbonato sodico (NaHCO;): P.A., Merck (Alemania)

- Carbonato Sodico (CaCO;): P.A., Merck (Alemania)

- Cloroformo (CHCL;): P.A., Merck (Alemania)

- Cloruro amoénico (NH4CI): P.A., Merck (Alemania)

- Cloruro sédico (NaCl): P.A., Merck (Alemania)

- Citrato de trisodio (Cs0O;HsNa3;-2H,0): P.A., Merck (Alemania)

- Dietilamonio dietilditiocarbamato (DDDC) (CoH2,N»S,): P.A., Scharlab
(Espafia)

- Dihexileter 97% (C1,H»0): Purum, Fluka (Japdn)
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- Disolucién patrén de niquel: 1,000 = 0,002 g1 en 2,5% HNO;, ICP-MS,
Panreac (Espaiia)

- Dodecano 95% (C,Hye): P.A., Fluka, (Suiza)

- Dodecanol 97% (C,,H»c0): P.A., Fluka (Suiza)

- Dimetilformamida (DMF): P.A., Sigma-Aldrich (Alemania)

- Etanol 96% (CH;CH,OH): P.A., Merck (Alemania)

- Hexano (C¢H,4): HPLC, Scharlab (Espaiia)

- Hidroxido soédico (NaOH): P.A., Merck (Alemania)

- Keroseno: Purum, Fluka (Alemania)

- Metanol (CH;0H): P.A., Merck (Alemania)

- Tolueno (C;Hg): Purisimo, Scharlab (Espafia)

- 1-pirrolidinditiocarbamato de amonio (APDC) (CsHgNS,NH,): Fluka
(Alemania)

- 1,2-Ciclohexanodiona (C¢HgO,): P. Sintesis, Merck, (Alemania)

Disoluciones

A continuacion se detallan las disoluciones preparadas para llevar a cabo los

analisis de niquel total y 1abil con las metodologias de referencia.

Contenidos totales

Estas disoluciones fueron preparadas en una sala blanca clase 10.000 equipada

con una campana de flujo laminar con filtro HEPA (clase 100).

Disolucion APDC/DDDC

1. En un embudo de decantacién se pesan 1,5 g de APDC junto con 1,5 g de
DDDC llevandolos a 100 ml con agua milli-Q.
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Se afiade 1 ml de NHj; para estabilizar el ligando en la disolucion.

Se afiaden 5 ml de cloroformo y se agita 2 minutos y posteriormente se
deja reposar 5 minutos desechando la disolucidon organica. Este paso se
repite dos veces mas con 3 ml de cloroformo.

La disolucién limpia se trasvasa a un bote de teflon limpio enjuagandolo

antes con la misma y se afiaden 500 ul de cloroformo.

Esta disolucion sera estable durante 3 dias a temperatura ambiente.

Disolucion de cloroformo

L.

Se llena un bote de teflon limpio dejando un hueco para afadir un poco de
agua milli-Q.

Se agita el cloroformo con el agua unos minutos y se elimina el agua
presionando las paredes del bote para que de este modo el agua rebose por
la apertura del bote. Este paso se repite 3 veces mas con porciones nuevas

de agua milli-Q.

Disolucién tampdn acético/acetato

1. En una botella de 1 litro de polietileno se prepara una disolucion
saturada de acetato amonico usando agua milli-Q.
2. Se limpia la disolucion mediante extraccion con cloroformo y
APDC/DDDC.
- Se toman 250 ml de la disolucion en un embudo de decantacion y
se afiade 1 ml APDC/DDDC y 8 ml de cloroformo. Se agita 2 min
y se deja separar 5 min desechando la disolucion orgénica. Se
repite la operacidon 2 veces usando 6 ml de cloroformo.

- Se almacena la disolucion limpia en una botella de polietileno.
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Aparatos

- Agitador magnético modelo Agimatic S, Selecta (Espaiia)

- Agitador de balanceo Heidolph Promax 2020 (Alemania)

- Analizador de carbono, multi N/C 3100, Analytic Jena, (Alemania)

- Balanza AA-160, Denver Instrument Company (EE.UU.)

- Bomba peristaltica Masterflex, Cole Parmer (EE.UU.)

- Campana de flujo laminar con filtro absoluto HEPA, Crumair 9005-FL,
Cruma (Espana)

- Campana de flujo laminar con filtro ULPA, Series CSB (Clase II segun
EN12469): EuroAire, TDI S.A. (Espana)

- Conductimetro-pHmetro 4330, Jenway (Reino Unido)

- Digestor UV, modelo 705, Metrohm (Suiza)

- Electrodo de pH 211 Microprocessor pH-meter, Hanna (EE.UU.)

- Espectrofotometro UV-VIS, Lambda XLS, Perkin Elmer (EE.UU.)

- Espectrofotometro de absorcion atdmica, SolaarM, Thermo (Reino Unido)

- Espectrometro de masas con plasma acoplado inductivamente, Series X-7,
Thermo (Reino Unido)

- Estufa Contern Cod. 2000209, Selecta (Espafia)

- Micropipetas de volumen variable, Eppendorf (Alemania)

- Micropipetas de volumen fijo, Pipetman F, Gilson (Francia)

- Sonda multiparamétrica portatil (pH, T¢, Conductividad, oxigeno disuelto),

Sension156, Hach (EE.UU.)

Materiales

- Botes de polietileno de baja densidad, diferentes voliimenes, Azlon Bibby

(Reino Unido)
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- Botes de vidrio ambar 250 mL, Scharlab (Espafia)

- Fibra hueca capilar, Q3/2 Accurel PP, Membrana (Alemania)

- Fibra hueca capilar, S6/2 Accurel PP, Membrana (Alemania)

- Cubetas de cuarzo de 1 cm de paso de luz, Starna Ltd. (EE.UU.)

- Embudos de separacion de Teflon, Nalgen Nunc. International, Cole-Parmer
(EE.UU.)

- Filtros de nylon de 0,5 um, Millipore (EE.UU.)

- Jeringa de plastico de 1 mL BD-Micro-Fine (Beckton and Dickinson,
EE.UU.)

- Matraces aforados de vidrio, diferentes volumenes, Afora (Espafia)

- Pipetas de vidrio, diferentes volimenes, Afora (Espafia)

- Tubos de Tygon para bomba peristaltica de d.i. = 1,14 y 1,42 mm, Elkay
(EE.UU.)
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A.2. SINTESIS DEL REACTIVO 1.2-CHBBH

Los pasos que se siguieron para llevar a cabo la sintesis de la 1,2-

ciclohexanodiona bisbenzoilhidrazona son los que aparecen a continuacion.

1.

En un vaso de precipitados se pesan 0,168 gramos de 1,2-ciclohexanodiona
y en otro vaso 0,409 gramos de benzoilhidracida y se disuelven en 15
mililitros de etanol cada uno.

Se vierten las disoluciones anteriores en un matraz de fondo redondo y se
afiaden tres gotas de &cido clorhidrico concentrado.

La mezcla de reaccion se pone a reflujo durante 30 minutos sumergida
parcialmente en un bafio caliente.

Luego se deja enfriar y se vierte el contenido del matraz en un vaso de
precipitados. Se vierten 90 mililitros de agua milli-Q en el matraz de fondo
redondo poco a poco intentando recoger los precipitados que se han podido
formar en la mezcla de reaccion.

El vaso de precipitados se tapa con un trozo de Parafilm®© y se introduce
en el frigorifico durante toda la noche.

Al dia siguiente se filtra para recoger el precipitado de color amarillo
formado y con un poco de agua milli-Q se recogen los restos del
precipitado que queden en el vaso.

El precipitado filtrado se introduce en la estufa a 80°C hasta que esté
completamente seco.

Para recristalizar el reactivo sintetizado, se disuelve de nuevo en la minima
cantidad de etanol posible calentandolo (incluso evaporando un poco de
etanol).

Una vez disuelto se afiade agua milli-Q guardando la relacion 1:3

etanol/agua y se introduce en el frigorifico hasta el dia siguiente.

295



Anexos

10. Al igual que antes, se realizan los pasos 6 y 7, obteniendo un precipitado

mucho mas limpio y de un color amarillo mas claro que el anterior.
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A3. TRATAMIENTO UV DE LAS MUESTRAS

Para destruir los complejos organicos formados en las muestras, con la materia
organica natural en las muestras reales o la afiadida en las muestras sintéticas, se
realizé una digestion UV de las mismas con un digestor UV. Para ello, se realiz6 el
siguiente procedimiento:

1. Un volumen de unos 12 ml de las muestras se colocan en los tubos de

cuarzo del digestor.

2. Se afiaden 100 pl de H,O, para catalizar la reaccion de digestion.

3. Seirradian las muestras con la radicacién UV durante 90 minutos.
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A.4. ANALISIS DE CARBONO ORGANICO DISUELTO (COD)

El analisis de las concentraciones de COD de las muestras tanto sintéticas

como reales se realizd utilizando un analizador de carbono. El analizador utiliza el

método diferencial, en el que el contenido de COD es obtenido por diferencia del

contenido de carbono total y el contenido de carbono inorgéanico, siendo el

procedimiento sequido para analizar ambas concentraciones de carbono en las muestras

el que aparece a continuacién:

Analisis del contenido de carbono total

1.

2.

3.

Primero la muestra se coloca en el automuestreador y el equipo toma unos
500 ul de muestra para inyectarlos en el horno vertical de cuarzo que
contiene un catalizador de platino en su relleno.

Al encontrarse el horno a una temperatura de 800 °C el carbono procedente
de la materia organica, tanto organico como inorganico, es transformado
en CO, mas vapor de agua.

El CO, producido en el paso anterior se transporta a través de un flujo
continuo de gas O, a un detector de infrarrojos donde se determina la
concentracién de carbono total a partir de un calibrado realizado con una

mezcla de carbonato/bicarbonato.

Analisis del contenido de carbono inorganico

1.

2.

Posteriormente otra porcién de 500 pl de muestra se inyecta en una cdmara
de acidificacion que se encuentra a 10°C de temperatura y con acido
ortofosforico (HsPOy) en la que burbujea continuamente gas O,.

Al llegar la muestra a esta camara, el carbono inorgéanico presente en la

muestra reacciona con el acido ortofosférico a través de la ecuacion 1.
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0,
Cinorg + HsPO,=— CO, + H,0 (1)

3. El CO, producido en el paso anterior se determina a través del mismo

detector que el carbono total.

El analisis completo de las dos fracciones de carbono se realiza por triplicado,
devolviendo una concentracion media de ambas con sus desviaciones estandar, que se

utiliza para realizar la medida de COD a través de su diferencia.

Con el objetivo de determinar el contenido en carbono de las muestras
utilizadas con distintas concentraciones de &cidos humicos se realizé el andlisis de
distintas concentraciones en un rango desde 10 a 200 mg:I"* de AH con este equipo

encontrando una regresion lineal como la que aparece en la ecuacién 2.
[COD] = 0,3234 [AH] - 0,3465, r*=0,999 2

De este modo, fue posible determinar los contenidos de COD de las muestras y
establecer una relacion AH:COD de 3:1.
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A5. OPTIMIZACION MULTIVARIANTE: SIMPLEX MODIFICADO

La optimizacion del sistema de MLV para su aplicacion a muestras reales se
realizé a través de una optimizacién multivariante Simplex. En este método se utiliza
una figura geométrica denominada simplex que consta de k+1 vértices, siendo k las
dimensiones de las que consta el espacio considerado y que representan las variables
de estudio. A cada uno de los vértices seleccionados para formar el simplex inicial le
va a corresponder una respuesta analitica, que va a ser el parametro a optimizar con
esta metodologia. Por ello, el simplex inicial va a ir avanzando en el espacio
eliminando los Vvértices que posean valores de respuesta peor y reemplazandolos por
otro vértice nuevo calculado a través de las normas que se explican a continuacion [1]:

1. El nuevo vértice se calcula mediante una reflexion eliminando el vértice

con peor respuesta a través de la ecuacion 1:
R=C+(C-P) (1)

donde R representa al nuevo vértice, C el centroide entre los vértices que se mantienen
y P el vértice con peor respuesta.

2. Si el nuevo vértice calculado presenta la peor respuesta éste se calcula
rechazando el segundo vértice con peor respuesta.

3. Si uno de los vértices del simplex se repite después de un nimero de
simplex K+1 sin haber sido eliminado anteriormente debe ser reevaluado
experimentalmente antes de continuar.

Sin embargo, con el objetivo de agilizar el proceso de optimizacion en esta
tesis se ha aplicado el Método simplex Modificado desarrollado por Nelder y Mead

en 1965, que permite el calculo del nuevo vértice utilizando expansiones (E) y

1. Bayne C.K., Rubin I.B., Practical experiments design and optimization methods for
chemist. VCH Publishers, Inc., Florida, 1986.
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contracciones (C), ademas de la reflexion (R) [2]. Para establecer cual de ellos debe
calcularse en cada momento y obtener su valor se siguen las normas que se exponen a
continuacion:

1. El nuevo vértice se calculara a través de una expansion (E), si se cumple
que la respuesta del vértice reflejado (R) es mejor que la mejor obtenida con el simplex

anterior. El calculo de la expansion se realiza a través de la ecuacién 2.
E=C+n(C-P) 2

donde n representa a una constante fijada de antemano a un valor mayor que 1,
normalmente 2.

2. Se calcula el nuevo Vértice a través de una reflexion si la respuesta del
vertice reflejado (R) se encuentra entre el mejor y el segundo peor valor.

3. Se calcula una contraccion si la respuesta del vértice reflejado es peor que el
segundo peor valor obtenido en el simplex anterior. Ademas este vértice puede ser una
contraccion positiva (C*), si la respuesta del vértice reflejado es mayor que la del
vértice rechazado (P) y una contraccion negativa (C’) si es menor, calculandose cada

una de ellas mediante las ecuaciones 3y 4, respectivamente.

C"'=C+m(C-P) (3)
C =C-m(C-P) (4)

donde m es al igual que n un valor prefijado, en este caso entre los valores 0 y 1,
siendo normalmente de 0,5.
Entre los distintos criterios utilizados para establecer el final del simplex se ha

elegido el criterio de la comparacion de las varianzas del sistema experimental (Sy.°)

2. Nelder J.A., Mead R., A simplex method for function minimization. Computer Journal 7,
308-313, 1965.
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para tres réplicas con la del simplex formado por los tres vértices en cada caso (ss2). De
manera que si el valor del estadistico F calculado con la ecuacion 5 es menor al valor
de F tedrico, obtenido a través de la tabla del estadistico F para una cola y con los
grados de libertad de ambas varianzas, se para el simplex, ya que esto significa que las
variaciones del simplex se deben Unicamente a errores aleatorios y se habria
encontrado el 6ptimo. El valor de F se elige de forma que p = Pr (s%/sm.° < F) = 0,67,
es decir, existe una probabilidad del 33% de seguir realizando la optimizacion del

sistema cuando deberia haberse parado.

F= ()
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A.6. TOMA DE MUESTRAS

Las muestras reales tomadas para realizar la aplicacion de la metodologia de
membranas liquidas de volumen (MLV) y microextraccién en fase liquida (LPME)
fueron recogidas en los puntos de la provincia de Cadiz que se muestran en la figura 1.
Las muestras 1 y 2 se tomaron en un cafio de marea, el rio San Pedro, situado en el
municipio de Puerto Real, y la muestra 3 se tom6 en la desembocadura del rio
Guadalete en el Puerto de Santa Maria. El resto de las muestras que aparecen en la

tabla 1 fueron tomadas en distintos puntos del rio Guadalquivir (Sevilla), como puede

observarse en la figura 1.

Figura 1. Puntos de t | adalquivir (A) y Guadalt (B.
http://discomap.eea.europa.eu/map/WISE/?configfile=http://discomap.eea.europa.eu/map/WIS
E/config_rbdinfo.xml

Para las muestras de la cuenca del rio Guadalete (muestras 1 a 3) en cada punto
se tomaron 10 litros de muestra que fueron filtrados en el laboratorio utilizando filtros
de nylon de 0,45 um de tamafio de poro. Posteriormente, parte de la muestra se

congeld para la determinacion de las distintas especies mediante el sistema de
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membrana liquida de volumen y el método de referencia. Otra parte se acidifico con 6
ml de &cido nitrico concentrado por litro de muestra para el analisis de la concentracion
de niquel total con el método de referencia. Por otro lado las muestras tomadas en la
cuenca del rio Guadalquivir fueron filtradas in situ utilizando cartuchos de filtracion de
nylon con tamafio de poro de 0,45 um. Posteriormente, estas muestras se acidificaron
de igual modo que las muestras anteriores (6 ml de &cido nitrico por litro de muestra).

En la tabla 1 se recogen los parametros fisico-quimicos analizados en cada una

de las muestras tomadas.

Muestra | Salinidad, g:I* | pH | COD, mg-I*
1 32,7 8,06 3,11
2 28,9 7,68 3,37
3 1,0 7,58 7,04
4 0,4 7,60 1,93
5 0,6 7,41 3,77
6 0,7 7,87 3,14
7 0,6 7,38 4,22
8 0,8 7,25 2,57
9 315 8,29 4,64
10 0,4 7,10 4,15

Tabla 1. Pardmetros fisico-quimicos determinados en las muestras.
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A.7. METODOLOGIAS DE REFERENCIA

Analisis de la concentracion total

Una porcion de un litro de muestra filtrada se acidific6 con &cido nitrico

suprapur, afiadiendo 6 ml de acido por cada litro de muestra, y se guardd en botes de

polietileno de baja densidad en el frigorifico hasta su posterior analisis.

La determinacion de la concentracién de niquel se realiz6 a través de una

preconcentracion previa en una sala blanca con APDC/DDDC vy posterior

determinacion por ICP-MS.

El protocolo seguido para la extraccidon y preconcentracién de los metales

presentes en las muestras fue el que se describe a continuacion:

1.
2.
3.

Se pesan unos 100 ml de muestra en un embudo de tefldn

Se afiaden 1-2 ml de acetato amonico hasta obtener un pH de 4-4,5.

Se adiciona 1 ml de la disolucion de APDC/DDDC al 1% y 8 ml de
cloroformo agitando las dos fases durante 2 minutos y dejandolas separar
durante 5 minutos.

Se trasvasa la fase organica inferior a un bote de polietileno de baja
densidad previamente tarado.

Se afiade 6 ml de cloroformo al embudo de decantacién y se extrae de
igual modo que en el paso 3, recogiendo la fase orgénica en el mismo bote
del paso 4.

Se vierte 0,1 ml de &cido nitrico concentrado a la fase orgéanica
anteriormente recogida y se dejan en la campana de extraccion hasta que se
evapore todo el cloroformo.

El residuo se disuelve con 5 ml de &cido nitrico 1 M y se pesa para poder
calcular los factores de preconcentracion conseguidos durante el proceso

de extraccion.
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8. Los botes se guardan en el frigorifico hasta su posterior analisis por ICP-
MS.
Todo el material utilizado fue limpiado bajo condiciones de extrema limpieza
en campana de flujo laminar, utilizando un protocolo de limpieza de material de

plastico que se detalla en el Anexo A.10.

Analisis de la fraccién labil

La determinacion del contenido de la fraccion labil de niquel presente en la
muestra se realizé por un andlisis de Voltametria de Redisolucion Catodica Adsortiva
(AdCSV) con gota de mercurio colgante (HMDE), sin realizar una previa digestion
ultravioleta a la muestra, segun el método de Metrohm V-609.

El procedimiento seguido para el andlisis de la fraccion Iabil de niquel con esta
técnica es el que se detalla a continuacion:

1. Se toman 10 ml de muestra en la celda del equipo de voltametria, sin

realizarle ningun tipo de pretratamiento.

2. Se afaden 0,5 ml de tampon amoniaco/cloruro amdnico (0,1 M/0,2 M) y
0,1 ml de una disolucion etanolica de DMG (0,05 M).

3. Se coloca la celda en el equipo de voltamperometria, se pone en agitacion
la muestra y se realiza la deposicién en la gota de mercurio a-0,7 V.

4. Posteriormente para producir la reduccion del metal, se realiza el barrido
de potencial desde -0,8 a 1,3 V, de este modo se redisuelve el niquel
depositado en la gota en el seno de la disolucion para detectar la corriente
gue se registra como intensidad de corriente.

5. La determinacion de la concentracion de la fraccion 1abil de la muestra se
realiza a través de una calibracion por adiciones externas, afiadiendo cada

vez un volumen de 50 pl de una disolucién de 100 pg-1™ de niquel.
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A.8. TEST ESTADISTICOS UTILIZADOS PARA TRATAR LOS RESULTADOS
OBTENIDOS

Para realizar la validacion de los resultados obtenidos con la metodologia
estudiada se realizd la comparacion de los mismos con los obtenidos con la
metodologia de referencia correspondiente a través del test de comparacion de dos
medias experimentales [1]. Para compararlos con el valor tedrico obtenido con el
programa WinHumic V se utilizo el test t de comparacion de una media experimental
con un valor conocido. Ambos test se exponen a continuacion junto con el test F de

comparacion de varianzas.

Contraste F para la comparacion de desviaciones estandar

Este test se ha utilizado para la comparacion de desviaciones estandar de dos
métodos. La hipétesis nula tomada como referencia en este test se define como Hy: s,°
= szz, mientras que la hipotesis alternativa sera H;: s’ # 522, tomando un nivel de
significaciéon de 0,05, es decir, la hipotesis nula se rechaza (y se aceptaria la
alternativa) cuando la probabilidad de que la diferencia observada ocurra por azar sea
menor del 5%. El estadistico F se calcula con la ecuacion 1.

s/

F=2L (1)

s
Donde los valores de 1 y 2 se disponen para que el valor del estadistico F sea
siempre mayor o igual que 1. Se aceptaria la hipoétesis nula si el valor de F es menor a

su valor critico (F.) para n;-1 y n,-1 grados de libertad y un nivel de significacion

seleccionado de 0,05.

' Miller I.N., Miller J.C., Estadistica y quimiometria para quimica analitica, Pearson

Education S.A. Madrid, 2002.
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Comparacion de dos medias experimentales

Otro test utilizado fue el que realiza el contraste de significacion de los
resultados obtenidos con los sistemas desarrollados en esta tesis con los obtenidos con
otro método experimental que tomamos como referencia. En este caso vamos a tener
dos medias muestrales X; y X, siendo la primera la obtenida utilizando la
metodologia propuesta y la segunda la obtenida a partir del método de referencia en
cada caso. La hipdtesis nula se plantea como que no existen diferencias significativas
entre las dos medias (Hy: X | =X ,) y la hipotesis alternativa que si existan diferencias
(Hy: X | #X ). Para este test se ha elegido el mismo nivel de significacion que en el test
anterior, oo = 0,05. Para realizar este test de significacion tenemos primero que tener en
cuenta si las desviaciones estandar muestrales de ambos métodos son
significativamente diferentes. Para ello debemos aplicar el test anterior F de

comparacion de desviaciones estandar.

Si las desviaciones estandar de ambos métodos son iguales

Si no hay diferencias se calcula una estimacion conjunta de la desviacion

estandar, s, utilizando las desviaciones estandar individuales s; y s, con la ecuacion 2.

S2 — (nl _l)sl2 +(n2 _l)sg (2)
(nl +n, —2)

Siendo n; y n, los tamafios muestrales del método estudiado en esta tesis y del
de referencia, respectivamente. El valor del estadistico t se calcula a través de la

ecuacion 3.
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Si el valor absoluto de t para (n; + n, - 2) grados de libertad y un nivel de

significacion de 0,05 es mayor que su valor critico (t.) se rechazara la hipotesis nula.

Si las desviaciones estandar de ambos métodos no son iquales

Cuando las desviaciones estandar no son iguales, el valor del estadistico t se

calcula con la ecuacion 4.

(4)

donde los grados de libertad se calculan con la ecuacion 5, redondeando el resultado

obtenido al nimero entero mas cercano.

2 2
S, S
n, n,
gl.= " 7 ®)
S S,

+
2 2
n, (nl _1) nz(nz _1)
Si el valor absoluto de t es mayor que su valor critico (t.) para los grados de
libertad calculados con la ecuacién 6 y un nivel de significacion de 0,05 se rechazara la

hipoétesis nula.

Comparacion de una media experimental con un valor conocido

El segundo test t utilizado fue el que realiza la comparaciéon entre una media

experimental, X, en este caso la obtenida con los sistemas de extraccion estudiados,
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con un valor conocido o verdadero L, que en este caso es el valor tedrico obtenido con
el programa WinHumic V.

Este test plantea como hipotesis nula que no hay diferencias significativas
entre el valor observado y el conocido (Hy: X = p) y la alternativa que si existen esas
diferencias (H;: X # ).

Al igual que en el test anterior, la hipotesis nula es rechazada cuando la
probabilidad de que dicha diferencia observada ocurra por azar es menor del 5%, es
decir, la diferencia entre el valor observado y el conocido es significativa al nivel 0,05.
Para ello, se calcula un estadistico denominado t cuya formula es la que aparece en la

ecuacion 7.

_
t=(K-p)=—~ ™)
S
Donde X es la media muestral, s la desviacion estandar muestral y n el tamafio
muestral.

Si el valor absoluto de t es mayor que su valor critico (t.) para n-1 grados de

libertad y un nivel de significacion de 0,05 se rechazara la hipotesis nula.
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A.9. LIMPIEZA DE DISOLUCIONES

Disolucion organica utilizada como membrana liguida

Con el objetivo de eliminar la contaminacion procedente de los reactivos

utilizados en la disolucion orgénica se decidio limpiarla una vez preparada, utilizando

para ello porciones de disolucion receptora (acido clorhidrico). Este proceso se llevo a

cabo en una sala blanca equipada con una campana de flujo laminar con filtro HEPA

(clase 100).
1.

Se realizan tres extracciones consecutivas de 100 ml de disolucion
organica preparada en las concentraciones optimizadas con porciones de
15 ml de acido clorhidrico de alta pureza (calidad suprapur) preparado con
la misma concentracion que se utiliza en los experimentos realizados con
las membranas liquidas en un embudo de teflon limpio para de este modo
extraer las posibles impurezas metalicas presentes en la disolucion
organica.

Una vez se termind el proceso de limpieza de la disolucion, ésta es

almacenada en un recipiente de teflon limpio.

Disolucion tampdn acético/acetato

1.

Se prepara una disolucion concentrada del tampdn (acido acético S M y
2,45 M de hidréxido sédico) en 100 mililitros (pH = 4,76).

Esta disolucion se vierte en un embudo de decantacion de teflon limpio y
se afiade un mililitro de una disolucion de APDC/DDDC junto con 8
mililitros de cloroformo. Estas disoluciones fueron anteriormente
preparadas como aparece en el anexo A.1.

La extraccion se realiza agitando las dos fases durante 2 minutos y

dejandolas reposar durante 5 minutos.
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4. Posteriormente se repite la extraccion dos veces mas con 6 ml de

cloroformo.
3. Después se afiade otro mililitro de la disolucion de APDC/DDDC y se

realiza de nuevo la extraccion anteriormente explicada.
4. Por ultimo, al igual que con la disolucion anterior, esta disolucion se recoge

en un bote de polietileno de baja densidad para su posterior uso.
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A.10. PROTOCOLOS DE LIMPIEZA DEL MATERIAL UTILIZADO

Botes de polietileno de baja densidad y material de plastico (puntas de
pipetas, Eppendorfs,...)

Este material sera utilizado para llevar a cabo los analisis tanto de los
contenidos totales como de las diferentes fracciones de niquel en aguas reales con
membranas de volumen y metodologias de referencia. Ya que estos contenidos son del
orden de los microgramos por litro el proceso de limpieza se debe realizar con especial
cuidado.

1. En primer lugar, el material se enjuaga con agua milli-Q varias veces, y se

introducen en un bafio de acido clorhidrico 3 M.
2. Tras unos cuatro o cinco dias se sacan de este bafio y se enjuagan con agua
milli-Q varias veces en el interior de una campana de flujo laminar.

3. Una vez enjuagado todo el material, se introduce en otro bafio de acido

nitrico 3M, no mas de cuatro dias.

4. Se vuelven a enjuagar varias veces con agua milli-Q dentro de una

campana de flujo laminar y se dejan secar en su interior.

5. Una vez seco todo el material se introduce en bolsas de plastico herméticas

hasta su uso.

Material de teflon (embudos de decantacién, botes,...)

El uso del material de teflon para realizar la separacion y preconcentracion de
las muestras reales analizadas con la metodologia de referencia para la determinacion
de los contenidos totales de metales en las mismas se debe a que presenta alta
resistencia a los acidos y baja capacidad de adsorcion. Dentro de este tipo de material
se encuentran los embudos de separacion y las botellas destinadas a almacenar los

reactivos y disoluciones utilizadas en la preconcentracion.
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Embudos de separacion

L.

Anadir unos mililitros de cloroformo y agua en el interior de cada embudo
asegurandose que no existen pérdidas por ninguna de las uniones.

Se enjuagan los embudos con agua milli-Q y se desmontan manteniendo
las piezas pequeiias en el interior del cuerpo del embudo.

En primer lugar se mantiene el material en el interior de una bafio de agua
milli-Q caliente durante 24 horas.

Al dia siguiente se saca del bafio y se enjuaga cinco veces con agua milli-
Q.

Una vez todo el material ha sido enjuagado se deposita en el interior de un
bafio de nitrico 7,5 M calentando durante otras 24 horas.

Al dia siguiente se saca el material y se enjuaga con agua milli-Q.

Se introduce en un bafo de agua regia introduciéndolo lentamente para no
sufrir salpicaduras por ebullicion del agua regia en este proceso. El
material se deja sumergido en este bafio durante una semana.
Posteriormente se enjuaga de nuevo con agua milli-Q en el interior de la
campana de flujo laminar.

Finalmente, una vez montados los embudos, se llenan de acido nitrico 0,5

M hasta que se requiera su uso guardados en bolsas de plastico herméticas.

Otro material de teflén

Un procedimiento analogo es empleado para la limpieza de otros recipientes de

teflon. Todo el material es almacenado individualmente en el interior de bolsas de

plastico con cierre hermético.
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Celdas de membranas liguidas de volumen

Las celdas utilizadas para llevar a cabo los experimentos de separacion y

preconcentracion de niquel con muestras reales se limpiaron a través del protocolo que

sigue a continuacion:

1.

Primero se enjuagan varias veces con agua milli-Q para eliminar las
impurezas que puedan contener.

Se sumergen en un bafio con acido nitrico 3 N, calentandolo durante unas
dos horas.

Después de este tiempo se dejan las celdas sumergidas en este bafio a
temperatura ambiente durante 12 horas.

Posteriormente se sacan del bafio acido y se enjuagan varias veces con
agua milli-Q.

Finalmente, se llenan con acido nitrico 2 M y se guardan en bolsas de

plastico herméticas hasta su utilizacion.
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A1l

DATOS DE_ESPECIACION TEORICOS CALCULADOS CON _EL

PROGRAMA WINHUMIC V PARA LAS MUESTRAS REALES ANALIZADAS

[AH] | [NiAH]-10° | [Ni(OH),]-10° | [Ni*]:10° | [NiCI*]-10° | [NiOH*]-10°
mg* | M % M % M % M % M %
0 0 | 00| 145 |00 | 1,26 |741| 4,34 |255| 3,40 | 0.2
15 | 1,08 | 63| 1,33 | 00 | 1,17 [687| 4,03 |[237| 313 | 0.2
30 | 2,04 [120] 1,23 | 0,0 | 1,09 | 640 3,75 |22,1| 2,90 | 0,2
50 | 3,16 [186| 1,12 | 0,0 | 1,00 |585| 3,43 |20,2| 2,63 | 0,2
75 | 435 [256| 1,00 | 0,0 | 0,90 |527| 3,09 |182| 235 | 0,1
100 | 535 [31,4| 090 |00 | 081 |478| 2,80 |165| 2,13 | 0,1

Tabla 1. Especiacién de niquel para distintas concentraciones de acidos humicos en
muestras sintéticas.

[AH] | [NiAH]-10° |[Ni(OH),]-10"| [Ni*]-10® | [NiCI"]-10° | [NiOH™]-10"
mglt| ™ % M % M %| M | %| M | %
0 0 |00]| 247 |00 | 634 |744| 213 |250| 4,46 |05
1335 | 1,18 [139| 213 | 0,0 | 546 |64,1| 1,84 |216| 3,84 |05
28,00 | 2,16 |253| 166 |00 | 474 |556| 1,59 [18,7| 3,33 | 0,4
39,97 | 2,78 [326| 166 |00 | 427 |501| 1,44 [16,9| 3,00 | 0,4

Tabla 2. Especiacién de niquel para distintas concentraciones de acidos humicos
afadidas a la muestra real 1.
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Muestra [NiAH]-10° | [Ni(OH),]-10"* | [Ni*]-10° | [NiCI*]-10° |[NiOH*]-10"
M % M % M | % | M | % M | %

1 1,49 |12,0| 2,74 | 00 | 8,28 |67,0| 2,65 |215| 536 |04

2 212 | 89| 100 | 00 | 16,7 [702| 488 |205| 458 |02

3 0,34 [943| 006 | 00 | 0,74 | 20| 002 |00 | 027 |00

Tabla 3. Especiacion de niquel para las muestras reales 1, 2 y 3, utilizando la
concentracion de niquel total medida con la técnica MLV.

Muestra [NiAH]-10° |[Ni(OH);]-10**| [Ni*1-10° | [NiCI']-10° |[NiOH]-10"
M | % M % M | % | M | % | M |[%

1 1,58 |120| 287 | 00 | 868 |66,1| 2,78 |212| 562 |04

2 223 (89| 105 | 00 | 176 |70,2| 515 [20,6| 4,83 |02

3 0,35 [97,8| 007 | 00 | 078 |22 | 002 |01]| 028 |00

Tabla 4. Especiacion de niquel para las muestras reales 1, 2 y 3, utilizando la
concentracién de niquel total medida con la técnica HF-LPME.
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