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Resumen

Los metales pesados en el agua de mar se encuentran a niveles traza, es decir, en
concentraciones del orden de los pg-L™. Algunos de ellos son oligoelementos,
fundamentales para el desarrollo de las funciones vitales de muchos seres vivos a
determinadas concentraciones, pero pueden llegar a ser toxicos si éstas se superan. Entre
ellos se encuentra el cobre, uno de los metales mas importantes a nivel global por sus

implicaciones industriales y en la bioquimica de los seres vivos.

Actualmente las técnicas analiticas para su determinacién se enfrentan a dos problemas
principales: requieren de una preconcentracion del analito debido a la baja concentracion
en la que se encuentra en las muestras, y por otro lado la matriz en la que se encuentra
disuelto (agua de mar) presenta numerosas interferencias. Tradicionalmente los métodos
mas empleados para el andlisis de metales traza han sido la extraccion liquido-liquido y
la extraccion en fase s6lida, métodos que recurren al uso de disolventes organicos y
reactivos que pueden provocar efectos nocivos para el medioambiente. Actualmente se
tiende a la miniaturizacion de estos métodos enfocada a la minimizacion de las cantidades
empleadas de dichos reactivos y la reduccion de los residuos generados. Asi la
microextraccion en fase liquida surge como una alternativa verde a los métodos

tradicionales ademés de mejorar los factores de preconcentracion.

En este trabajo se desarrolla un método de microextraccion en fase liquida con capilares
de fibra hueca (HF-LPME) para el anélisis de cobre en agua de mar. La HF-LPME
consiste en el transporte del analito desde la muestra hacia el interior de la fibra mediante
la formacion de un complejo con un agente extractante que se encuentra en la pared
porosa de la misma. De esta manera se consigue la separacién y preconcentracion del
analito y tras la recuperacion del contenido del lumen podemos determinar su
concentracion a través de la espectroscopia de absorcién atomica en horno de grafito
(GFAAS).

El método se ha optimizado estudiando las principales variables que afectan al factor de
enriquecimiento o de preconcentracion. Estas variables han sido: seleccion del disolvente
organico, seleccién de la disolucién receptora, tiempo de impregnaciéon de la fibra,
concentracion de agente quelatante, pH de la muestra, concentracion de disolucion

receptora, tiempo de agitacion, velocidad de agitacion y efecto de la salinidad.



Abstract

The seawater composition is very heterogeneous due to the large quantity of compounds
and elements that are included in it. An important group are the trace metals or heavy
metals which are present at concentrations in the range of pg-L™. Some of them are
oligoelements, and then neccesary for the development of vital functions of organisms at
certain concentrations, but they can be toxics if these are overtaken. One of them is
copper, a usefull metal at global level by its applications at industry because of it’s a good

electricity or heat conductive, and it is very important in the biochemistry of organisms.

Nowadays the analytical techniques for trace metals analysis face with two main
problems: is required a preconcentration of analyte due to its low concentration, and the
interferences from the matrix in which it is dissolved (seawater). Traditionally the most
usefull methods for the analysis of trace metals have been the liquid-liquid extraction and
the solid phase extraction, methods that tend to the use of organics solvents and reactives

which could cause adverse effects for the environment.

At present the tendency is towards the miniaturization of this methods in order to
minimize the volumes of these reagents and to reduce the wastes generated. This way
liquid phase microextraction rise up like a green alternative to the traditionally methods

in addition to improve the preconcentration factors.

In this work, it has been developed a hollow fiber liquid phase microextraction method
(HF-LPME) for the copper analysis in seawater. HF-LPME consist in the transport of the
analyte from the sample to the inside of the fiber through the formation of a complex with
a extractant agent which is located in the porous wall of it. In this way the separation and
preconcentration of the analyte is achieved, and after the recovery of the content of the
lumen we can get its concentration through the measurement by graphite furnace atomic

absorption spectroscopy (GFAAS).

The method has been carried out by studying the main variables affecting the enrichment
or preconcentration factor. These variables were: selection of the organic solvent,
selection of acceptor solution, time og impregnation of the fiber, chelating agent
concentration, simple pH, acceptor solution concentration, stirring time, stirring rate and

affect of the salinity.



1. Introducciéon

La mayor parte de nuestro planeta esta cubierta por agua de mar en cuya composicion se
encuentran muchos de los elementos quimicos que se conocen. Un grupo de estos ultimos,
los denominados metales traza, constituyen uno de los grupos que desde el punto de vista
de la oceanografia quimica es de interés de estudio. Esto es debido a que la mayoria son
muy persistentes y resultan nocivos para los seres vivos. De todos ellos el metal escogido

para este trabajo ha sido el cobre.

Cuando se realiza un andlisis de metales en agua de mar la baja concentracion en la que
estos se encuentran y la complejidad de su matriz son las principales limitaciones o
problemas que debemos solventar para el correcto desarrollo del método.
Tradicionalmente las técnicas empleadas para los andlisis de metales han sido las
extracciones liquido-liquido, el intercambio ionico, o extracciones en fase sélida. De
todas ellas la técnica mas efectiva y utilizada para este tipo de analisis es la extraccion

liquido-liquido.

Esta se basa en la afinidad del analito por una disolucion u otra, por lo que dichas
disoluciones deben de ser inmiscibles (generalmente se utilizan fases acuosas y
organicas). La técnica consta de dos fases o etapas principales: la extraccion del metal
desde la muestra hacia la fase organica; y una re-extraccion en la que el analito pasa
nuevamente a una disolucion acuosa para su posterior determinacion instrumental. Con
el tiempo se han desarrollado nuevas alternativas para mejora y/o simplificacion de esta
técnica y asi surgieron las membranas liquidas. Como su propio nombre indica se tratan
de membranas o barreras semipermeables constituidas por una disolucion organica, y que
se sitla entre dos disoluciones acuosas. Con esto se consigue la realizacion al mismo

tiempo de las etapas de extraccion y re-extraccion.

Las membranas pueden ser de tres tipos: de volumen, de emulsién o soportadas. Dentro
de este Gltimo grupo se encuentra el método utilizado para este trabajo: la microextraccion
en fase liquida con capilares de fibra hueca (HF-LPME). Este consiste en la separacién
entre la muestra y la disolucion receptora mediante una fibra porosa, en cuyos poros se
alojara la disolucion organica. Entre las ventajas que este método aporta esta la
preconcentracion del metal al re-extraerse en un volumen reducido, y la minimizacion de

los volimenes de disolucion empleados al tratarse de una miniaturizacion.



En este trabajo se desarrolla un método de andlisis de cobre en agua de mar mediante la
utilizacion de la HF-LMPE. Se ha optimizado a partir de la realizacion de ensayos
preliminares y el estudio de las condiciones quimicas e hidrodindmicas que afectan al

factor de enriquecimiento, con el fin de que el valor de este sea maximo.



2. Objetivos

El objetivo general de este trabajo es desarrollar un método de analisis de cobre en agua
de mar basado en la microextraccion en fase liquida con capilares de fibra hueca. Para

ello se establecieron los siguientes objetivos parciales:

« Establecer las condiciones iniciales a partir de las cuéles se comience el desarrollo
del método.

« Estudiar las condiciones quimicas que afectan al factor de enriquecimiento.

o Seleccionar las condiciones hidrodinamicas mas favorables para mejorar la

preconcentracion de cobre.



3. Antecedentes

3.1 Los metales traza en el medio marino

Las tres cuartas partes de la superficie de nuestro planeta estan cubiertas por los océanos,
es decir, por agua de mar. En ella se encuentra una gran variedad de sustancias y
elementos quimicos en distinta fase: solida, disuelta, formando coloides o aerosoles. En
estudios de composicion del agua de mar se han conseguido identificar casi todos los
elementos quimicos de la tabla periodica. Bruland clasifica los elementos en tres grupos

segun su concentracion: mayoritarios, minoritarios y trazas [1].

Los elementos mayoritarios son aquellos que se encuentran a concentraciones
comprendidas entre 0,05-750 mM. Este grupo esta compuesto por 14 elementos (O, H,
Cl, Na, Mg, S, Ca, K, Br, C, Sr, B, Siy F) que son los que le confieren al agua de mar sus
propiedades fisico-quimicas. El grupo de los elementos minoritarios estd compuesto por
aquellos gque se encuentran a concentraciones comprendidas entre 50 y 0,05 uM, siendo
un grupo muy heterogéneo. Los elementos traza son los que se encuentran a
concentraciones inferiores a 50 nM. Dentro de esta ultima clasificacion se incluyen los

metales traza o pesados como Ni, Pb, Co, Cu, Cr, Zn, etc.

A las concentraciones naturales hay que afadirles las resultantes de las actividades
industriales, agricolas, mineras y urbanas que pueden llegar a causar efectos adversos
sobre los ecosistemas o la salud humana. Debido a esto es importante conocer las

concentraciones de estos elementos en el medioambiente.

De todos ellos el metal escogido para realizar el estudio es el Cu, reconocido como
sustancia peligrosa segun la Directiva 2008/105/CE y cuya especie mas representativa en
el medio marino es el cation bivalente Cu?* [2]. Las principales fuentes de cobre en el

agua de mar son [3]:

+ Particulas en suspension: son minerales resultantes de la erosion del suelo y de las
rocas de la corteza terrestre que quedan suspendidos en el agua y acaban en el
medio marino a través de los rios.

+ Cobre disuelto: procedente de la meteorizacion quimica de las rocas, en la que se
dan fendmenos de extraccion directa.

+ Particulas bioldgicas: aqui se incluyen materia organica viva e inerte.



+ Hidrotermalismo: cobre disuelto en los fluidos hidrotermales que circulan a traves
de la corteza oceanica en las zonas de actividad hidrotermal. Se incluyen la
actividad volcénica y las chimeneas hidrotermales.

+ Aporte directo desde el sedimento: directamente por la resuspension del
sedimento, o como producto de las reacciones que tienen lugar bajo las
condiciones fisico-quimicas del sedimento.

+ Cobre antropogénico: se incluye el cobre resultante de la actividad industrial y
que se vierte a traves de los emisarios de las estaciones depuradoras. También esta
recogido el cobre procedente de las pinturas anti-incrustantes o “antifouling” de
las embarcaciones. Este cobre suele depositarse sobre el sedimento en forma
particulada, parte de la cual se lixivia en forma disuelta.

La concentracion media de Cu en el agua de mar oscila en torno a 0,15 pg-L™* [4]. Es uno
de los metales més utilizado hoy en dia por la mayoria de industrias por sus multiples
cualidades (resistente a la corrosion, excelente conductor termoeléctrico, maleable,
ductil...) [5]. También desempefia funciones vitales en los organismos marinos. La
fotosintesis, desnitrificacion o incorporacion de Fe por parte de algunas microalgas estan
facilitadas por compuestos enzimaticos que contienen cobre como la plastocianina o la
multicobre oxidasa [6-8]. Estas caracteristicas hacen que el comportamiento del cobre en
el medio marino se asemeje a un nutriente (de hecho es considerado un micronutriente),
afirmacion que se ve reforzada si observamos sus perfiles verticales donde se producen
un consumo superficial y una posterior regeneracion profunda [9]. Otra particularidad
que tiene el cobre asi como la mayoria de metales traza es su toxicidad a baja
concentracion [10]. Suelen darse procesos de bioconcentracion y biomagnificacion
pudiendo repercutir en la salud humana, causando trastornos como la enfermedad de
Wilson [11].

3.2 Meétodos de analisis de cobre en agua de mar

El andlisis de metales traza en agua de mar esta sujeto a dos principales limitaciones [12]:

+ La baja concentracion del analito en el medio. Como se ha comentado
anteriormente, las concentraciones de metales traza en agua de mar son muy bajas
y en la mayoria de situaciones no superan los limites de deteccion de los equipos

de analisis. Por tanto, se requieren metodos y técnicas de preconcentracion.



+ La complejidad de la matriz en la que se encuentra. EI método de anélisis debe
ser selectivo y capaz de aislar el analito de la multitud de compuestos que puedan

interferir en el andlisis.

Debido a ello, es necesario tener en consideracion el empleo de materiales y
procedimientos apropiados a la hora de la toma y procesado de las muestras (uso de
materiales inertes, planificacion de muestreos, protocolos de limpieza especificos, uso de

instalaciones/laboratorios como salas blancas, etc.).

Son varios los métodos que se han implementado para solventar estas limitaciones como
la extraccion liquido-liquido con disolventes organicos [13, 14], co-precipitacion con
hidroxido de magnesio [15] o extraccion en fase solida utilizando resinas quelatantes [16
- 19]. De todos ellos, el méas empleado ha sido la extraccion liquido-liquido. Este consiste
en conseguir la extraccion de un analito desde una fase donadora a una receptora las
cuales son inmiscibles entre si. Se basa en la afinidad que el analito presenta por una
disolucién u otra. La optimizacion se dirige a conseguir que la extraccion sea maxima
estudiando la solubilidad del analito, empleando agentes quelatantes, modificando los
volimenes y otras variables experimentales. El inconveniente de estos metodos es el
gasto de volumen que conlleva tanto de disolvente, muestra u otros reactivos. Para
mejorar estos sistemas se desarrollaron los métodos de membrana liquida, en los que la

extraccion y re-extraccion se dan en una sélo paso.

3.3 Microextraccién en fase liquida con capilares de fibra hueca

La microextraccion en fase liquida con capilares de fibra hueca (HF-LPME) se ha
convertido en la “via verde” para el analisis de metales traza en muestras
medioambientales en general, ya que se requiere poco volumen tanto de disolventes como
de muestra para su aplicacion [20]. De modo esquematico el sistema cuenta con 3
elementos/disoluciones: la muestra/disolucion cargada, los poros de la fibra/disolucién
organica, y el interior de la fibra/disolucion receptora. La disolucion cargada es de
naturaleza acuosa y sera la que contendra el analito de interés. La disolucion organica
estd formada por un compuesto organico quelatante y el disolvente, siendo la que
constituye la membrana liquida de separacion. Por Gltimo, la disolucion receptora puede
ser también una disolucion acuosa, donde se produce la disociacion del complejo organico
formado con el analito y por tanto su liberacion, o la propia disolucién organica en el caso

de que el analito fuera de naturaleza organica.



Este hecho hace que podamos encontrarnos con dos tipos de sistemas o configuraciones
de HF-LPME: de dos y tres fases [21]. En el primero la disolucion organica se aloja tanto
en los poros como en el interior de la fibra y esta enfocado para el anélisis de compuestos
organicos. En el segundo (ver figura 1), la disolucion organica se ubica en los poros
mientras que el interior se rellena con la disolucion receptora acuosa, siendo esta

configuracion la méas utilizada para el analisis de metales traza.

o) Fase receptora
DO g/
O O P /

O Fase '
cargada &= >

Fase organica

= en los poros

Fibra hueca

Figura 1. Esquema de un sistema de microextraccion con capilar de

fibra hueca.

Para este trabajo se ha desarrollado un método de HF-LPME de tres fases empleando
como agente quelatante la di-2-piridilcetona bezoilhidrazona (dPKBH). Este compuesto
realiza un mecanismo de contra-transporte acoplado (ver figura 2). Esta modalidad de
transporte esta basada en un mecanismo de transporte asistido en el que el paso del cobre
de la muestra a la disolucion receptora se ve favorecido por un contra-transporte en

sentido contrario de protones.

2H*

2H+ 2EH §a+

Figura 2. Esquema del proceso de contra-transporte
acoplado. (S= soluto, E= extractante, H= protdn).



El dPKBH forma el complejo con el cobre en la interfase organica-cargada y lo transporta
hacia la orgénica-receptora donde se disocia. Gracias a este contra-transporte de protones
el dPKBH se regenera y vuelve a la interfase organica-cargada para volver a transportar

cobre.
Esta técnica permite por tanto:

1. laextraccion de cobre de la matriz
2. al reducir el volumen de disolvente, ante la misma cantidad de soluto estamos

preconcentrando la muestra.

Para que la técnica sea eficaz serd necesario el estudio de las variables quimicas e
hidrodindmicas que influyen en el sistema y que se detallan en el apartado desarrollo

experimental.

4. Material y métodos

4.1 Reactivos

Acido nitrico 68%, &cido clorhidrico 37% y etanol 96% para analisis de Panreac
(Barcelona, Espafia). 1-Octanol 99% para analisis de Sigma-Aldrich (Madrid, Espafia).
Disolucion estandar de 1000 mg-L* cobre de Merck (Madrid, Espafia).

Benzoilhidracida 98% de Ega-Chemie (Steinheim/Albuch, Alemania), di(2-piridilcetona)
99% de Sigma Aldrich (Madrid, Espafia). Cloruro de sodio 99% para analisis de Cosela
(Sevilla, Espafia). Hidréxido de sodio en lentejas para analisis de Scharlau (Sentmenat,
Espafia). Acido (4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il-etanosulfonico) (HEPES) para analisis de
VWR (Barcelona, Espaiia).

4.2 Materiales
Las fibras utilizadas fueron las Accurel PP S6/2 adquiridas de Membrana (Wuppertal,
Alemania) cuyo espesor de pared es de 450 + 50 um y su didmetro interno 1800 + 150

pum. Su porosidad es de un 72% con un tamarfio de poro de 0,2 um.

Para la preparacion de disoluciones se emple6 material de vidrio diverso (matraces, vasos
de precipitado, pipetas, etc.) asi como material de polietileno (pinzas, micropipetas,

cubetas, etc.).
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Las medidas de pH se realizaron empleando un pHmetro Basic 20+ de Crison (Barcelona,

Espana).

Para pesar los reactivos se utilizd una balanza CP324S de Sartorius (Goettingen,
Alemania) mientras que las muestras se agitaron con agitadores Agimatic-S de J.P.
Selecta S.L. (Barcelona, Espafa) y Reax 2 de Heidolph (Schwabach, Alemania).

Para rellenar el lumen de las fibras se utilizd una bomba peristaltica Perimax 12 de

Espetec (Erding, Alemania).

Una vez concluidos los experimentos, para cuantificar el contenido de cobre se empled
un espectrofotometro de absorcion atomica ContrAA 700 de Analytik Jena (Jena,

Alemania).
4.3 Limpieza del material

Debido a los bajos niveles de concentracion de cobre con los que se realizaron los
experimentos, la limpieza del material es crucial para evitar problemas de contaminacion.
Por ello el material de uso diario (vasos de precipitado, matraces, tubos, pipetas,
agitadores, tapas) se sometié a una limpieza diaria siguiendo el siguiente protocolo:

Enjuagado del material con abundante agua de grifo.

Fregado con jabdn, seguidamente se elimina los restos con agua de grifo.
Enjuagado con agua Milli-Q (2 veces).

Adicion de acido nitrico de limpieza (2M).

Enjuagado con agua Milli-Q (minimo de 5 veces).

Secado en campana.

N o a ~ w e

Almacenamiento en bolsa de plastico y etiquetado.

Por otro lado, el material empleado para contener las disoluciones de analito a nivel de
trazas, requirié un tratamiento de limpieza mas exhaustivo, consistente en un bafio con
acido clorhidrico 3M durante un minimo de 4 dias, seguido de otro bafio en acido nitrico

3M de 3 dias minimo de duracion.

4.4  Desarrollo experimental
Para el desarrollo del método se parti6é de unos estudios previos en lo que se selecciond
una molécula organica que formara complejos estables con cobre [22]. Esta molécula fue

la di-2-piridilcetona bezoilhidrazona (dPKBH) que al tratarse de un reactivo no
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comercial, precisé de una sintesis previa para la cual se siguié el procedimiento descrito

por Garcia-Vargas y col. [23]:

“Se pesan cantidades equimolares de di-2-piridilcetona y benzoilhidracida en relacién
molar 1:2 y se disuelven en etanol. A continuacion se mezclan ambas disoluciones en un
matraz de fondo redondo, adicionando unas gotas de acido clorhidrico concentrado, y
se deja a reflujo durante una hora. Después de enfriar la disolucion, se afiade agua
bidestilada hasta una relacion en volumen 1:3 (Vorg:Vac ) ¥ Unas gotas de una disolucion
1N de hidroxido sodico, y se deja cristalizar en el frigorifico durante unas horas. Por
ultimo, se filtra la disolucion y el precipitado obtenido se disuelve en etanol y
posteriormente se precipita con agua bidestilada. El producto final se seca en estufa a

una temperatura inferior a 50 °C durante unos minutos”

En la figura 3 se muestra la estructura propuesta para el complejo formado entre dPKBH

y cobre en disolucidn acuoetandlica [22].

Figura 3. Estructura propuesta para el complejo Cu(l1)-dPKBH.

4.4.1 Ensayos preliminares

Una vez sintetizado el reactivo organico se realizaron unos ensayos preliminares que
consistieron en estudiar el efecto del pH de la muestra asi como seleccionar el disolvente

organico.

+ Seleccidn del disolvente organico: para conseguir la impregnacion de la fibra con

la disolucién organica hay que seleccionar el disolvente mas adecuado. Por un
lado tiene que ser capaz de quedar retenido en los poros de la fibra y por otro tiene
que poder disolver el dPKBH. Para ello se realizaron experimentos con tubos de
ensayo que contenian 5 mL de una disolucion acuosa (Milli-Q) con 0,1 mg-L™ de

cobre, y otra con el mismo volumen de disolvente organico. Se agitaron durante

12



30 minutos a velocidad 3 en un agitador a rotacion Reax 2, hasta homogeneizar la
mezcla y se dejaron en reposo hasta su separacion. Seguidamente se determind
mediante espectroscopia de absorcion atomica de llama la cantidad de cobre que
quedaba en la fase acuosa y se calcularon los porcentajes de extraccion. Como

disolventes organicos se ensayaron dihexil-éter, hexilbenceno, octanol y tolueno.

+ Efecto del pH de la muestra: puesto que ocurre un transporte de protones hacia la

muestra, serd necesario fijar el pH para mantener el gradiente muestra-lumen. Por
otro lado, este estudio también nos sirve para confirmar los resultados del estudio
de dPKBH [22]. De igual manera que el ensayo anterior, se realizaron
extracciones liquido-liquido utilizando un mismo disolvente y variando el pH de
la muestra de 5 a 9 utilizando para ello distintas cantidades/voliumenes de HEPES
y NaOH 2M.

4.4.2 Sistema de microextraccion

Una vez obtenidos los resultados de los ensayos preliminares se fijaron las condiciones
iniciales para comenzar con el estudio de las fibras. Estas fueron:

+ \olumen de muestra: El volumen de muestra fue de 100 mL, ya que es el volumen

soportado por los vasos de precipitado utilizados, mientras que la concentracién

de cobre fue de 1 pg-L* preparada por dilucion de un patron comercial.

+ Longitud de la fibra: La longitud de la fibra, en base a otros estudios de

microextraccion anteriores, se establecié en 8 cm [24, 25]. Entre los factores que
afectan a esta eleccién estan el disefio del montaje y la peor reproducibilidad de

las medidas a una menor longitud.

+ Velocidad de agitacion: se establecié una velocidad de agitacion de 300 r.p.m. al

objeto de minimizar las posibles pérdidas de fase organica del interior de los poros
de la fibra.

Para evaluar la idoneidad de las variables se utilizo el factor de enriquecimiento (F.E.)
cuya expresion se indica en la ecuacion 1. Como se puede observar consiste en la relacion
entre la concentracion de cobre que se encuentra en el interior de la fibra tras concluir el

experimento y la concentracion inicial en la muestra.
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[Cu2+]receptora

[Cu2+]carqada

F.E.= (Ecuacién 1)

Por tanto, una vez establecidas las condiciones iniciales asi como los resultados de los

ensayos preliminares se pasé a la realizacion de los ensayos previos y el estudio de la

influencia de las variables quimicas e hidrodinamicas.

+ Ensayos previos

o Disolucion receptora: para que se produzca el contratransporte de protones

es necesario que exista un gradiente entre las disoluciones cargada-
receptora, por tanto esta deberd ser acida. Se realizaron pruebas de
microextraccion rellenando las fibras con disoluciones de acido

clorhidrico 1M y acido nitrico 1M.

Tiempo de impregnacion: es el tiempo que permanece la fibra impregnada

en la disolucién orgénica. Este estudio se realizd simultaneamente con el
anterior. Se establecieron tiempos de 1, 5 y 15 minutos de impregnacion

bajo las mismas condiciones.

+ Influencia de las variables quimicas e hidrodinamicas

(o]

Concentracion de dPKBH: dado que el volumen de la disolucion organica

empleado es minimo, si se mantiene la relacion molar sera necesario
aumentar la concentracion de reactivo. Las concentraciones de dPKBH
estudiadas fueron: 0,0005 M; 0,005 M; 0,01 M y 0,02 M. Se pesaron las
cantidades necesarias en matraces de 10 mL y se enrasaron con el
disolvente organico. Para la impregnacion se utilizaron tubos de ensayo de

vidrio con tapdn a rosca

Tiempo de agitacion: una vez realizado el montaje del sistema se somete
a un periodo de agitacion en el que se producira el movimiento de las
particulas y favorecera al transporte. Se realizaron estudios a periodos de
1,2,3,4,6,8,12y 16 horas.
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o Concentracidn de &cido: bajo el mismo razonamiento de la eleccion del

acido, la concentracion de protones en la disolucion receptora condiciona

el transporte. Se estudiaron concentraciones de 0,1 M; 05 M,1 My 2 M.

o Efecto de la salinidad: en el agua de mar una de las principales variables

junto al pH y la temperatura es la salinidad. Para ver su efecto se realizaron

estudios a concentraciones de 5, 15 y 35 g-L* de NaCl.

4.4.3 Funcionamiento del sistema

Para el desarrollo del método se utiliz6 un sistema de microextraccion en fase liquida con
capilares de fibra hueca, empleando un montaje en forma de “U” como se muestra en la
figura 4. Este sistema permite el transporte del analito desde la disolucién cargada
(muestra) hacia la disolucion receptora (el lumen de la fibra) mediante la accion
transportadora del dPKBH, el cual se encuentra alojado en los poros de la fibra disuelto

en la disolucion organica.

Puntas de
. ‘4 pipeta
Disolucion

= / cargada
[ T—Fibra hueca

[

Agitador

Figura 4. Esquema de un montaje de HF-LPME tipo "U".

Una vez preparadas las disoluciones necesarias se comenzé a montar el experimento. La

mecéanica basica se puede resumir en 6 etapas:

1. Corte de las fibras: Los segmentos de 8 cm de longitud fueron cortados sobre una

base de papel filtrante desechable, utilizando una cuchilla de acero inoxidable
como se observa en la imagen 1. Seguidamente se almacenaban en una bolsa

hermética estéril para su conservacion.
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2.

Imagen 1. Corte de la fibra

Impregnacién de las fibras: Con ayuda de unas pinzas de polietileno se tomaron

las fibras y se introdujeron en los tubos de vidrio que contenian la disolucion
organica como se muestra en la imagen 2. Se dejaron en impregnacion el tiempo

necesario dependiendo de los diversos experimentos.

i o P
Imagen 2. Impregnacion de la fibra en la disolucion orgénica

Montaje de la tapa: en la tapa de un bote de polietileno de 100 mL se practicaron

6 orificios en los que se introdujeron 6 puntas de micropipeta, que serviran para
conectar los tubos de la bomba peristaltica y la fibra ya impregnada (ver imagen
3). Con ayuda de las pinzas se conectaron las fibras en forma de “U”, y se
introdujeron en un vaso con Milli-Q para que se limpiaran de los restos de

disolucion organica.

Imagen 1. Montaje de la tapa
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4. Rellenado de las fibras: se conectaron los tubos de la bomba peristaltica a las

puntas de micropipeta anteriormente mencionadas y se pasaba la disolucién
receptora a través de las fibras, dejando el lumen relleno tal y como se aprecia en

la imagen 4.

Imagen 2. Relleno de las fibras

5. Agitacion: una vez rellenado el lumen de las fibras, éstas se introducian en las
muestras, contenidas en vasos de 100 mL. Posteriormente el conjunto se agitaba

durante el tiempo correspondiente (ver imagen 5).

i

Imagen 3. Agitacion de la muestra

6. Extraccidn de la gota: una vez transcurrido el periodo de agitacién, se descolgaron

cuidadosamente las fibras de las tapas y se vertieron sus contenidos (gotas) en
cubetas de polietileno tal y como se puede apreciar en la imagen 6. En este paso

se anotaron los pesos de las gotas para estimar el volumen de las mismas.



Imagen 4. Extraccién de las gotas

4.4.4 Determinacién instrumental

La cuantificacion de cobre se realiz6 mediante espectroscopia de absorcion atémica. La
absorcion atomica consiste en medir la radiacion electromagnética absorbida por un
atomo cuando se produce el paso de un estado de energia a otro. Para que esto ocurra la
muestra se atomiza utilizando una Ilama (FAAS) o un horno de grafito (GFAAS). El
funcionamiento del equipo es el mismo en ambos casos. La muestra es introducida a
través de un nebulizador en el caso de la llama, o inyectada en forma de gota en el horno
y se atomiza calentandola a alta temperatura. Cuando el analito se encuentra formando
una nube de &tomos, una lampara emite un haz de radiacion con la longitud de onda
especifica para dicho analito. La radiacion que no es absorbida pasa a través de un
monocromador, el cual la difracta y dibuja el espectro de absorcion en el receptor.
Finalmente el software del equipo aplica una transformacion logaritmica y proporciona

una sefial analitica (absorbancia).

= 1)

Lampara Llama Monocromador Receptor

—— —=tl

Lampara Horno Monocromador Receptor

Figura 5. Esquema del funcionamiento del equipo de AAS con
Ilama (arriba) u horno de grafito (abajo).
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Haciendo una pequefia comparacion la llama requiere volimenes mayores de muestra y

posee unos limites de deteccion menores que el horno de grafito.

El volumen de inyeccion se establecio en 20 uL, realizando las medidas por triplicado.
Se utilizé la correccion de fondo de deuterio. El programa de temperaturas se recoge en
la tabla 1.

Tabla 1. Programa del GFAAS utilizado en este trabajo

Etapa Temperatura (°C) Tiempo (s) Rampa (°C/s) Espera(s) Flujo Argén
Secado 80 28,3 6 20 Méximo
Secado 90 23,3 3 20 Méximo
Secado 110 14 5 10 Méximo
Pirdlisis 350 24,8 50 20 Méximo
Pirolisis 900 11,8 300 10 Méaximo

Adaptacion del gas 900 5 0 5 0
Atomizacion 2000 4,7 1500 4 0
Limpieza 2450 4,9 500 4 Méaximo

5. Resultados vy discusion

A continuacion se describiran los resultados obtenidos tras la realizacién de los diferentes

experimentos.

Determinacién instrumental

Las muestras fueron analizadas utilizando un equipo de absorcion atomica equipado con
una llama y un horno de grafito. Para poder transformar la sefial analitica (absorbancia)
en valores de concentracion de cobre fue necesaria la construccién de una recta de

calibrado, mediante el analisis de unas disoluciones con concentraciones conocidas.

La llama (FAAS) se utiliz6 para analizar las muestras en los ensayos preliminares. La
recta de calibrado mostrada en el grafico 1, se prepar6 de 0 a 0,2 mg-L* de Cu?*, con

concentraciones de 0,05; 0,1; 0,15y 0,2 mg-L™.
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Grafico 1. Recta de calibrado del FAAS

Para el resto de estudio se utilizd el horno de grafito (GFAAS) por lo que la recta de
calibrado se construyé con concentraciones menores. En el grafico 2 se observa una recta
de calibrado de cobre para el GFAAS de 0 a 20 pg-L™ de Cu®*con patrones de 5, 10, 15

y 20 ug-LL.

0,25
y = 0,01x + 0,0049 _
o 0,2 R = 0,994 -0
< 0,15
o e
S 01 -
o
<oo0s | .o
0 &
0 5 0 15 20 25
Cu?* (ug-LY)

Grafico 2. Recta de calibrado de GFAAS

Ensayos preliminares

Como ya se mencion0, la correcta seleccion del disolvente para estos sistemas es muy
importante ya que por un lado debe ser capaz de impregnar la fibra, quedando retenido
en los poros; y por otro, tiene que ser capaz de disolver el agente transportador (dAPKBH).
Para cada disolvente ensayado, se prepararon sus blancos correspondientes y se midieron
las disoluciones acuosas resultantes tras cada extraccion. Como se puede observar en el
grafico 3, empleando octanol como disolvente se obtuvieron los mejores resultados por

lo que éste se seleccion0 para realizar estudios posteriores.
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Grafico 3. Seleccién de disolvente organico

Tras la confirmacion del disolvente se procedio a estudiar la influencia del pH de la
muestra. Esta variable no sélo influira de manera directa en el contra-transporte acoplado
sino que también afectara a la formacion del complejo. A raiz de la observacién de los
resultados mostrados en el grafico 4, se puede apreciar como el sistema experimenta un
ligero aumento de los porcentajes de extraccion a medida que el pH tiende a 8, sufriendo

una disminucion a pH mas basicos.

O 00 O 0 O
N B OO 00 O

Extraccion (%)

(o]
o

~
[ee}

5 6 7 8 9
pH

Gréfico 4. Efecto del pH de la muestra

Esta Gltima puede atribuirse a la precipitacion de cobre en forma de hidroxido a valores
de pH baésicos. Por otro lado, estos resultados coinciden con los previamente observados
en el estudio de la formacion del complejo Cu(ll)-dPKBH [22], y en un estudio de
microextraccion de cobre con HF-LPME en octanol [26]. Por tanto, dado que el trabajo
esta enfocado a realizar el andlisis de cobre en agua de mar, cuyo valor promedio de pH

es 8 [1], se selecciond este valor como més adecuado.

Sistema de microextraccion

Los ensayos previos asi como el estudio de la influencia de las variables quimicas e

hidrodinamicas fueron realizados partiendo de las condiciones iniciales expuestas
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anteriormente e incluyendo en ellas el uso de octanol como disolvente y fijando el pH de

la muestra en 8.

+ Ensayos previos

Los ensayos previos fueron la seleccion de la disolucion receptora y el tiempo de
impregnacion, los cuales fueron realizados simultaneamente. Como se expuso en un
apartado anterior la disolucion receptora debe ser de naturaleza &cida para que se
produzca el transporte. De los resultados mostrados en el grafico 5 se observa como, para
las dos disoluciones &cidas ensayadas, el HNOsz proporciona mejores factores de
enriquecimiento, por lo que fue seleccionado como disolucién receptora para los
experimentos posteriores. Por otro lado, aumentando el tiempo de impregnacion de las
fibras se consigue un aumento del F.E. Como se puede observaren el mismo grafico, la

mejora no resulta significativa entre 5 y 15 minutos, por lo que se selecciond tiempos méas

3,5
3
2,5
w
1,5 e —@— Ac. Nitrico
1 < L
----@--- Ac. Clorhidrico
0,5
0 5 10 15 20
Tiempo (minutos)

Gréfico 5. Seleccidn de la disolucion receptora y tiempo de
impregnacion
cortos.

+ Influencia de las variables guimicas e hidrodinamicas:

La primera de las variables quimicas que se estudié fue la concentracion de dPKBH.
Como se expone anteriormente, al reducir el volumen de fase orgéanica con la
miniaturizacion, y manteniendo la relacion molar se requiere el aumento de la
concentracion de dPKBH. De la observacion del grafico 6 se aprecia un comportamiento
creciente hasta 0,01 M a partir del cual el factor de enriquecimiento disminuia. Este hecho
también fue observado anteriormente en un estudio de preconcentracion de plata

utilizando TIBPS vy se atribuy0 a que una concentracion demasiado alta puede ralentizar
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el transporte del metal [27]. Por tanto, se seleccion6 como éptima una concentracion de

0,01 M, la cual fue utilizada para posteriores estudios.

0 0,005 0,01 0,015 0,02
[dPKBH] (M)

Grafico 6. Seleccion de la concentracion de dPKBH

La siguiente variable estudiada fue el tiempo de agitacion. Esta variable de caracter
hidrodinamico puede afectar a la membrana liquida si la agitacion originada por el vortice
es demasiado alta. Los resultados muestran que el FE aumenta hasta las 3 horas a partir

de las cuales el aumento no se hace tan significativo (ver gréafico 7).

25
20

0 5 10 15 20
Tiempo (horas)

Gréfico 7. Efecto del tiempo de agitacién

Esto se debe a que el sistema alcanza el equilibrio en el cudl el FE permanece

aproximadamente constante.

Este comportamiento también fue observado por Li y Hu en un sistema de HF-LPME
para especiacion de vanadio [28]. A partir de las 3 horas también se puede observar que
aumenta la irreproducibilidad de las medidas, posiblemente por la baja estabilidad de la
fase organica en los poros de la fibra [29]. Teniendo todo esto en consideracion el valor

Optimo se establecio en 3 horas de agitacion.
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Partiendo de la seleccion de acido nitrico como disolucion receptora, el siguiente estudio
fue ver la concentracién méas favorable de &cido para que el transporte sea maximo,
permitiendo la formacion del complejo asi como el mantenimiento de la membrana
liquida. Los resultados se recogen en el grafico 8 donde se observa como el F.E.

experimenta un maximo para una concentracion 0,5 M de HNOa.
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Grafico 8. Efecto de la concentracion de la disolucion
receptora

Este comportamiento también fue observado por Peng y col. [30] con un sistema de
membrana para la determinacion de cadmio y lo justifica como posibles pérdidas de
reactivo extractante por la acidez de la disolucion. Por tanto se selecciond la

concentracion de 0,5 M de HNO3 como més adecuada para el sistema.

Por altimo se estudio el efecto de la salinidad en el sistema de microextraccion. Dado que
el trabajo estd enfocado a realizar analisis en agua de mar, esta variable es de vital
importancia. Como se observa en el gréafico 9 el efecto de la salinidad sobre el sistema no

es significativo ya que los valores de F.E. permanecen practicamente inalterados.
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Gréfico 9. Efecto de los cloruros. (En rojo y discontinuo:
valor medio de F.E.)

Este comportamiento también fue observado por Pinto en estudios similares de

microextraccion de cobre[22].
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6. Conclusiones

A raiz de los resultados obtenidos, y dando por finalizado este trabajo, se puede concluir
que el método basado en la microextraccion en fase liquida con capilares de fibra hueca
para el andlisis de cobre en agua de mar desarrollado es efectivo, obteniéndose un factor

de enriquecimiento promedio de 158,9+23.

Se establecieron unas condiciones iniciales a partir de las cuales se llevarian a cabo los

distintos estudios posteriores.

Se estudiaron las condiciones quimicas que afectan al factor de enriquecimiento, asi como
las condiciones hidrodindmicas que mejoran la preconcentracién a través de una serie de
variables experimentales (seleccion de la disolucion receptora, tiempo de impregnacion
de la fibra, concentracion de agente quelatante, concentracion de disolucion receptora,
tiempo de agitacion y efecto de la salinidad), estableciéndose para cada una su valor

Optimo.

No obstante, para completar este trabajo serd necesario la realizacion de otros estudios
tales como las interferencias de la matriz que dara paso a las aplicaciones del método a
muestras de agua sintéticas y finalmente reales. Paralelamente serd realizada una
optimizacion uni/multivariante que incluirian los pertinentes tratamientos estadisticos

que finalizaria con la validacion del método.
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