UNSAM

UNIVERSIDAD
NACIONAL DE
SAN MARTIN

UNIVERSIDAD NACIONAL DE SAN MARTIN

INSTITUTO DE INVESTIGACION E INGENIERIA AMBIENTAL

FUNCIONALIZACION Y APLICACIONES ANALITICAS DE NANOMATERIALES
BASE CARBONO

Trabajo de Tesis para optar por el titulo de Doctor en Ciencia y Tecnologia
Mencion Quimica

Por: Lic. Maria Belén Parodi

Directora de Tesis: Dra. Patricia Nora Smichowski

Co-directora de Tesis: Lic. Griselda Inés Polla

Lugar de Trabajo: Departamento de Quimica Analitica, Gerencia Quimica y
Departamento de Fisica de la Materia Condensada, Gerencia de Investigacion y
Aplicaciones, Centro Atomico Constituyentes, CNEA, Laboratorio de Tratamiento
de Superficies, Grupo Biomateriales, Centro de Investigacion y Desarrollo en
Mecanica, INTI

- 2016 -



Funcionalizacion y Aplicaciones Analiticas de Nanomateriales Base Carbono

Resumen

Los nanomateriales y en particular los nanotubos de carbono (CNTs) han
sido y contindan siendo ampliamente estudiados debido a sus propiedades
inusuales y a su potencial aplicacion en numerosas areas del conocimiento.
Desde el punto de vista sintético es posible pensar en hacerles diversas
modificaciones para cada aplicacion y asi tener un material “a medida”. Desde la
perspectiva de la Quimica Analitica una interesante y valiosa alternativa surge al
modificar su estructura con la incorporacién de aminoacidos, que le otorgan
una alta afinidad por especies metalicas. Por este motivo estos novedosos
materiales fueron evaluados como posibles candidatos para ser utilizados como

sorbentes, aportando selectividad y especificidad a las determinaciones.

El objetivo de este trabajo de Tesis doctoral fue la busqueda e
implementacion de un sistema de pretratamiento de muestras mediante la
separacion en fase soélida utilizando CNTs, oxidados y funcionalizados, como
sustratos especificos. El sistema implementado y optimizado se utilizé para la
retencién y preconcentracion de Cu(ll), Hg(Il) y Bi(Illl) que luego se eluyeron y
determinaron cuantitativamente utilizando un acoplamiento en linea
alcanzandose limites de deteccion del orden de los ng ml™. Estos resultados son
un valioso aporte para la Quimica Analitica ya que demuestran que con la
utilizacion de estos materiales es posible determinar diferentes tipos de metales
a nivel de trazas y ultratrazas en aguas naturales, cabe destacar que estos
niveles solo podrian ser alcanzados por técnicas analiticas de elevado costo de

adquisicion y operacion.

En este trabajo, se emplearon como sustrato, nanotubos de carbono de
pared multiple oxidados y funcionalizados con aminoacidos. Se utilizé al Cu(ll)

como ién modelo para implementar un sistema de separacién en fase solida en
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linea. Se estudié cuidadosamente la geometria de la microcolumna donde se
confinaron los nanotubos, los distintos acoplamientos y mezclas de relleno para
optimizar la respuesta del sistema. Como parte de la implementacion se estudio
la influencia de los distintos parametros analiticos como pH de carga, caudal de
carga y elucion, masa de sorbente, capacidad de retencion dinamica y efecto de
iones concomitantes. Luego, el sistema desarrollado se aplicd a la optimizacién
de la retencidon y preconcentraciéon de Hg(l) y Bi(lll), con aplicacion a su
determinacién en aguas naturales. Se evaluaron distintos volimenes de carga
para conseguir los limites de deteccion adecuados y se realizé un exhaustivo
estudio de medios de carga para controlar las interferencias. Se lograron
retenciones cuantitativas y limites de deteccion compatibles con la presencia de
los analitos estudiados en aguas naturales. Cabe remarcar que los nanotubos de
carbono mantuvieron su estructura después de ser usados en mas de 690 ciclos

de preconcentracién/elucion.

La caracterizacion de los materiales obtenidos se realizd6 por SEM, TEM,

EDS, TGA, XRD y FTIR.

El sistema implementado permitio la utilizacion de una minima cantidad
de sustrato debido a la especificidad que la funcionalizacion le confiere a los
nanotubos. El empleo de una mezcla de nanotubos de carbono con una cera de
polietileno de bajo peso molecular fue un hallazgo que permitié resolver de una
manera sencilla e innovadora los problemas de compactacion que presentan las
microcolumnas rellenas con nanocompuestos y de esta forma el sistema se

pudo reutilizar repetidamente sin sobrepresién y sin cambiar la microcolumna.
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Abstract

Nanomaterials and especially carbon nanotubes (CNTs) have been, and
continue being extensively studied due to their unusual properties, and their
potential application in many areas of knowledge. From the point of view of their
synthesis, it is possible to think on doing several modifications to prepare a new
material for different applications and in this way to have a tailored material. From
the Analytical Chemistry perspective an interesting and valuable alternative arises
from the modification of the CNTs surface with the incorporation of aminoacids,
which confer them high affinity for metal species. For this reason, these novel
materials are evaluated as possible candidates to be used as sorbents, providing

selectivity and specificity to the determinations.

The objective of this Doctoral thesis was the search and implementation a
sample pretreatement system based on solid phase extraction using oxidized and
functionalized CNTs as specific substrates. The implemented and optimized system
was used for the retention and preconcentration of Cu(ll), Hg(Il) and Bi(Ill) that then
were then eluted and determined quantitatively using an on-line system, reaching
detection limits in the range of ng ml™. These results are a valuable contribution to
Analytical Chemistry since they demonstrate that with the use of these materials it
is possible to determine different metals at trace and ultratrace levels in natural
waters. It should be noted that these levels could only be reached by analytical

techniques of high cost of acquisition and operation.

In this work, multiwalled carbon nanotubes oxidized and functionalized with
aminoacids were used as sorbents. The Cu(ll) was used as a model ion to
implement an on line solid phase extraction system. The geometry of the

microcolumn where the carbon nanotubes were packed, the different couplings
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and fill mixtures were carefully studied to optimized the system response. As part
of implementation, the influence of different analytical parameters such as sample
pH, loading flow rate, elution flow rate, sorbent mass, dynamic retention capacity
and concomitant ion effect were studied. Then, the developed system was applied
to optimize the retention and preconcentration of Hg(l) and Bi(lll), with the
application to their determination in natural waters. Different load volumes were
evaluated to achieve the appropriate detection limits and an exhaustive study of
the sample media was carried out to control the interference. Quantitative
retention and detection limits compatible with the presence of studied analytes
studied in natural waters were accomplished. It should be noted that nanotubes
conserved  their structure after being wused in more than 690

preconcentration/elution cycles.

The characterization of obtained materials was carried out by SEM, TEM,

EDS, TGA, XRD and FTIR.

The implemented system allowed the used of a minimun amount of
substrate due to the specificity that the functionalization conferred to nanotubes.
The use of a mixture of carbon nanotubes with a low molecular weight
polyethylene wax was a finding that allowed to solve in a simple an innovative way
the compaction problems presented by microcolumns filled with nanocomposites
and in this way the system could be reused repeatedly without overpressure and

without changing microcolumn.
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Motivacion

del Trabajo de Tesis Doctoral

Se presentan a continuacion los desafios que motivaron la realizacion de este
trabajo de Tesis doctoral. Se describe brevemente la problematica abordada y
su aporte significativo en el campo de la quimica analitica para la determinacién

de metales y metaloides en solucién, a nivel de trazas y ultratrazas.
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El agua tiene un papel esencial en los procesos geoquimicos y
bioquimicos siendo el principal vehiculo de transporte entre distintos
compartimentos como sistemas de agua, aire y suelos. Para caracterizar los
distintos sistemas acuosos es necesario determinar los elementos que
naturalmente se encuentran presentes y muy especialmente los potenciales
contaminantes. Entre los contaminantes posibles, los metales y metaloides en
solucion en muy baja concentracion son una parte esencial [Krawczyk, M. y col.
2015]. Estos metales, ain a muy bajos niveles (ng ml™ o menor), tienen un gran
impacto en la calidad del ambiente y la salud de seres humanos, animales y
biota [Duffus, J. H. 2002]. Otro interés reside en su utilizacion como marcadores
quimicos de procesos de contaminacion presentes o futuros. Desde hace
tiempo y de forma sostenida existe en la sociedad un interés indiscutido en
temas ecoldgicos enfocados en la contaminacion del ambiente y en su impacto
en la salud publica [Tchounwou, P. B. y col. 2012]. Los niveles de contaminantes
varian y dependen fuertemente de las condiciones locales, estacionales y
particularmente de la actividad antropogénica que se desarrolle en la zona.

Poder determinar metales y metaloides a niveles tan bajos supone un
desafio para la mayoria de las técnicas analiticas actuales, muchas de ellas de
elevado costo de adquisicion y mantenimiento [Krawczyk, M. y col. 2015,
Kabata-Pendia, A. 2001]. Esto es especialmente importante en laboratorios de
analisis quimicos de servicios y de investigacion donde no siempre se
encuentran disponibles equipos de ultima generacion para realizar estas
determinaciones. Asimismo, la complejidad de las matrices actuales y la
diversidad de contaminantes que presentan las muestras naturales debido a la
diversificacion de las actividades antropogénicas hacen que sea imprescindible
contar con desarrollos y soluciones eficientes e innovadoras para abordar esta

problematica.
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Las principales motivaciones de este trabajo de Tesis doctoral han sido:

i) desarrollar métodos de pretratamiento como paso previo a la
cuantificacién de especies quimicas en solucion,

ii) desarrollar un material sorbente con gran capacidad de retencion de
especies metalicas en forma selectiva,

ii) desarrollar métodos selectivos y de alta sensibilidad que permitan
alcanzar los niveles a los que se encuentran los metales y metaloides toxicos o

potencialmente tdxicos en aguas naturales.

Al definirse la implementacion de un sistema de pretratamiento surgen
desafios en cuanto a la eleccion de un sustrato con caracteristicas adecuadas
para la problematica abordada y la forma de realizar su acoplamiento a una
técnica de determinacion  cuantitativa tradicional. Conceptos como
“Nanomateriales” y "Quimica Verde"” deben ser tenidos en cuenta a la hora de la

eleccion del sustrato y la metodologia general.

Para alcanzar el objetivo propuesto, se estudiaron nanotubos de carbono
comerciales, oxidados y funcionalizados con aminoacidos como sustratos
innovadores para abordar la retencién selectiva de especies cargadas que se
encuentren en bajas concentraciones en distintas categorias de aguas naturales

no contaminadas.

Con el material sorbente elegido, modificado y caracterizado se
desarrollaron sistemas de determinacion cuantitativa en linea aplicados a la
retencién y preconcentracion de analitos de interés ecotdxico a nivel de trazas 'y

ultratrazas.
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Capitulo 1
Pretratamiento de Muestras:

Separacion en fase solida

CARGA DE ELUYENTE

MUESTRA

ANALITO

DESCARGA ELUIDO

O

En este capitulo se presenta el método de Separacién en Fase Sélida como

Pretratamiento de Muestras, para retener y preconcentrar analitos de forma de
alcanzar mejores limites de deteccion. Este tipo de pretratamiento permite
utilizar equipamiento analitico de menor sofistifacion adn para muestras

complejas (ej. alto contenido salino en agua de mar).
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Abreviaturas

CE Capillary electrophoresis (Electroforesis capilar)
CNTs Carbon nanotubes (Nanotubos de carbono)
ET AAS Electrothermal atomic absorption spectroscopy

(Espectrometria de absorcién atomica con atomizacion
electrotérmica)

FA AAS Flame atomic absorption spectrometry (Espectrometria de
absorcién atdmica con llama)

GC Gas chromatography (Cromatografia gaseosa)

GF AAS Graphite  furnace atomic absorption  spectroscopy
(Espectrometria de absorcion atdmica con horno de grafito)

HPLC High pressure liquid chromatography (Cromatografia
Liquida de Alta Resolucion)

ICP MS Inductively  coupled plasma  mass  spectrometry
(Espectrometria de Masas con fuente de Plasma Acoplado
Inductivamente)

ICP OES Inductively coupled plasma atomic optical spectrometry
(Espectrometria de Emision Optica con fuente de Plasma
Acoplado Inductivamente)

LLE Liquid liquid extraction (Extraccion liquido-liquido)

MWCNTs Multi-walled carbon nanotubes (Nanotubos de carbono de

pared multiple)

REEs Rare earth elements (Tierras raras)

SPE Solid phase extraction (Separaciéon en fase sélida)

SPME Solid phase microextraction (Microseparacion en fase
solida)
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1. Introduccion

Como un proceso continuo, los sectores industriales y académicos se
encuentran en la busqueda de mejorar el desempefio, confiabilidad y velocidad
del proceso de analisis quimico, tanto para los métodos tradicionales de
determinacion de contaminantes en muestras ambientales (aire, aguas
naturales, suelos y sedimentos) como para la deteccién y cuantificacién de
drogas o metabolitos en muestras bioldgicas. El objetivo sigue siendo el mismo:
analisis mas rapidos y a menores precios, mejorando la sensibilidad y
selectividad. Esto se ha expandido a areas no tan habituales, incorporando
analitos que en otros momentos no se tenian en cuenta o se consideraban no
relevantes, debido a nuevos hallazgos que los ponen en el centro de atencién
por sus efectos sobre la salud humana o en el ambiente [Augusto, F. y col.
2010].

Dependiendo del analito a determinar se selecciona el método vy la
técnica instrumental de cuantificacion mas adecuada. En este sentido, un eficaz
pretratamiento de la muestra permite la determinacion de numerosos analitos
inclusive a niveles extremadamente bajos. La incorporacion de una etapa de
pretratamiento de muestra es vital para el eficiente desempeio de muchas
técnicas analiticas [Fonseca, M. C. y col. 2016]. Generalmente, cada técnica
analitica esta asociada con un determinado proceso de pretratamiento que en
muchos casos esta relacionado con la forma de introducir la muestra en el
sistema o como se pueden alcanzar menores limites de deteccion o como
eliminar/reducir interferencias. Por ejemplo, para métodos que utilizan la
cromatografia gaseosa (GC), la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) o
la electroforesis capilar (CE) los métodos tradicionales de preparacién de
muestras incluyen extracciones basadas en la sorcion selectiva del analito o de
los interferentes sobre sustratos, sequido del analisis directo o de la desorcién

de las especies retenidas. Ejemplos de estas técnicas son la extracciéon Soxhlet
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(para sedimentos o matrices sélidas), la extraccién liquido-liquido (LLE) (para
agua o muestras acuosas) o tubos de carbono adsorbente (para compuestos
organicos volatiles en aire) [Augusto, F. y col. 2010]. Sin embargo, deben ser
tenidos en cuenta aspectos tales como reducir la cantidad de volimen de
solventes utilizados (grandes volumenes son necesarios para el LLE tradicional o
el Soxhlet). Esto hizo que la separacion en fase solida (SPE) haya ganado
popularidad como técnica para la preparacion de muestras [Turker, A. R. 2007].

El pretratamiento de muestras busca la transferencia del analito de
interés desde la matriz de la muestra a un nuevo medio. Las caracteristicas
fisicoquimicas de este medio deben ser compatibles con la técnica instrumental
que se va a utilizar y la estabilidad del analito a medir. Este trabajo de Tesis
doctoral esta enfocado en la implementacion de un sistema de pretratamiento
de muestras de agua basado en la SPE utilizando nanotubos de carbono como
sustrato. En este sentido, se han propuesto a los nanotubos modificaciones que
les confieren carga, y los hacen apropiados para el desarrollo de metodologias
mas especificas enfocadas en la preconcentracién de especies metalicas en
solucion.

Un relevamiento de las técnicas que habitualmente se utilizan para
cuantificar especies metalicas en solucidon muestra que las espectroscopias de
absorcion atomica han sido extensamente utilizadas, ya que son técnicas
selectivas y sensibles [de Godoi Pereira, M. y col. 2003]. Sin embargo, es
necesario conocer las limitaciones de cada sistema analito/muestra/técnica de
cuantificacién, como por ejemplo, la escasa sensibilidad para algunos analitos
y/o matrices de la espectroscopia de absorcion atomica con llama (FA AAS)
[Naghmush, A. M.y col. 1995; Matusiewicz, H. y col. 1991, de Godoi Pereira, M. y
col. 2003] o la problematica del alto contenido de sales en la muestra para las
espectroscopias de masa con plasma acoplado inductivamente (ICP MS) y de

emision con plasma acoplado inductivamente (ICP OES) [Beauchemin, D. 1991].
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Es por ello que los procesos de pretratamiento se vuelven tan importantes
[Tarker, A. R. 2007].

La SPE consiste en la retencién de especies en un sustrato sélido para su
posterior desorciéon utilizando eluyentes inorganicos u organicos. Se encuentra
reportado que estos métodos acoplados con técnicas espectroscopicas
atbmicas presentan ventajas como: simplicidad, alta frecuencia de analisis y
altos factores de preconcentracion [Pyrzyfiska, K. y col. 1999]. De esta forma
surge el interés de desarrollar y caracterizar nuevos materiales para ser
utilizados como sorbentes que sean faciles de producir y econémicos, que
presenten alta capacidad de adsorcién y gran versatilidad en las condiciones de
adsorcion, que sean reutilizables o en su defecto que puedan ser sometidos a
tratamientos de reciclado para realizar la degradacion del contaminante en fase
solida, que presenten mayor selectividad (inclusive especificidad hacia un
analito en particular), que permitan la utilizacion de medios de extraccion
enmarcados en los principios de la "Quimica verde”, y con mayor estabilidad
térmica, quimica y/o mecanica. Con esto ultimo se aumenta la vida util del
dispositivo utilizado como sorbente [Krawczyk, M.y col. 2016].

La necesidad de utilizar un sistema de SPE es especialmente relevante
para muestras de aguas naturales donde las especies se encuentran a niveles
del orden de los ng mlt [Tseng, W-C. y col. 2015]. Asimismo, la alta
concentracion de otras especies que usualmente acompafian a los analitos de
interés hace necesario la utilizacion de los métodos de pretratamiento. La
implementacion del sistema SPE en linea tiene como ventajas adicionales, la
posibilidad de automatizacion [Acebal, C. C. y col 2016; Sagmaci, S. Y col. 2014;
Zagatto, E. A. G., y col. 1993], mejoras en la precisién y exactitud, minimizacién
de la producciéon de residuos toxicos y consumo de reactivos y muestra.
También al ser sistemas cerrados disminuye la posibilidad de contaminacién de
las muestras. La miniaturizacion es otra de las posibilidades que conlleva la

utilizacion de estos sistemas.
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Se encuentran reportados en la bibliografia una importante cantidad de
sistemas de pretatamiento de SPE para el analisis de distintas sustancias y/o
elementos en una variedad de matrices. A modo de ejemplo, se encuentra
reportado la determinacién de Pb y Cd en muestras cosméticas utilizando
nanoparticulas de TiO; [Panigati, M. y col. 2002], y W(VI) en muestras de agua y
sedimentos [Li, S. y y col. 2003], también se han utilizado nanoparticulas de
poli(4-vinilanilina) para la determinacién de Cr(VI) en efluentes liquidos [Wang,

L.y col. 2004].

2. Principios Basicos

En forma general la técnica comprende la transferencia del analito desde
la muestra original a un nuevo medio compatible tanto con el analito como con
la técnica instrumental que se utilizara para su determinacién cuantitativa
[Baltussen, E. y col. 2002]. Para que esto ocurra se realiza el pasaje de una
muestra liquida a través de un material sorbente que retiene al analito. Existen,
en menor medida, sistemas que retienen una matriz compleja, liberando asi al
analito. El material sorbente puede confinarse dentro de distintos dispositivos,
como: columnas, cartuchos, tubos o discos [Camel, V. 2003]. En este trabajo de
Tesis doctoral se utilizaron microcolumnas fabricadas con un material inerte. Las
columnas, en general, pueden contener desde 50 mg hasta 10 g de material
sorbente, sin embargo menores y mayores cantidades también son posibles. La
utilizaciéon de cantidades menores depende de la capacidad del material
sorbente de retener el analito de interés. El sorbente se coloca seco, molido en
distintas granulometrias por el método de empaquetamiento en seco dentro de
la columna o por otras metodologias donde se prepara un “slurry” que se hace
pasar por la columna. Para evitar la migracion del material sorbente al sistema

en linea se coloca un disco permeable (fritas, lana de vidrio) en cada uno de los
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extremos de la columna. Su objetivo es mantener el material sorbente
confinado en la columna, permitiendo el paso del liquido.

La metodologia de la SPE consiste en hacer pasar un volumen
determinado de muestra, Vmyestraas POr la microcolumna produciéndose la
retencion del analito por el material sorbente para luego ser eluido en un
volumen menor (Vejucon) por un eluyente apropiado. Durante este proceso es
posible pasar por la microcolumna grandes cantidades de muestra (inclusive
litros) conteniendo muy bajas concentraciones del analito y eluir en un volumen
mucho menor lo que permite alcanzar muy buenos factores de enriquecimiento.
La mayoria de los procedimientos buscan pasar la menor cantidad de muestra
posible para reducir el tiempo de analisis.

Los sistemas SPE pueden implementarse en linea o en batch
(discontinuo). Aqui centraremos la atencién en los sistemas en linea ya que los
sistemas en batch no presentan tantas ventajas y solo se utilizan en este trabajo
al principio del desarrollo experimental en el capitulo 4 para evaluar la retencién
de los nanotubos de carbono hacia algunas especies metalicas en solucion.

Un sistema de SPE convencional puede tener tres o cuatro etapas

sucesivas (Figura 1).

Lavado / Acondicionamiento Carga Lavado Elucién

[ Analito » Interferencias ® .*]

Figura 1. Sistema genérico de SPE.
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Durante la etapa indicada como lavado/acondicionamiento, la
microcolumna es lavada para extraer posibles restos originados durante el
proceso de sintesis del material sorbente y acondicionada con el medio
apropiado para la retencion del analito respectivo. Esta etapa es fundamental
para solvatar el sorbente, conferirle a los grupos funcionales la polaridad
adecuada y remover el aire que hubiera podido quedar retenido en la
microcolumna. La eleccion del medio de acondicionamiento en esta etapa
depende de la naturaleza del sorbente y de la estabilidad del analito en ese
medio.

La segunda etapa es el pasaje de la muestra a través de la microcolumna.
Este proceso puede realizarse de diferentes formas: gravedad, bombeo,
aspiracion con vacio o a través de un sistema en linea automatizado. Este
trabajo aprovecha las ventajas del proceso automatizado en linea. El caudal de
carga de la muestra a través de la microcolumna se debe estudiar para
encontrar el valor apropiado que permita la eficiente retencion de los analitos,
evitando excesivos tiempos de analisis. En esta etapa ocurre la concentracién de
los analitos en el sorbente. Si bien algunos componentes de la matriz pueden
quedar retenidos en la microcolumna, muchos de ellos pasan a través de la
misma, permitiendo la purificacion de la muestra. El disefio de sorbentes “a
medida” permite maximizar este proceso otorgandole selectividad a los mismos
[Tseng, W-C. y col. 2015].

En una tercera etapa puede lavarse la microcolumna con un solvente que
posea un bajo poder de elucion (hacia el analito de interés). Esta etapa puede
realizarse para eliminar componentes de la matriz que hubiesen podido quedar
retenidos en la microcolumna.

La etapa final consiste en la elucion del analito de interés con un eluyente
apropiado evitando remover componentes de la matriz que pudieran haber
quedado retenidos en la microcolumna. El volumen del eluyente debe ser

ajustado para obtener una recuperacion cuantitativa del analito evitando el

12



Capitulo 1 Pretratamiento de Muestras: Separacién en Fase Solida

efecto de dilucion que ocurre cuando los volimenes son excesivamente
grandes. Sin embargo, en sistemas en linea acoplados al sistema de deteccion
este volumen se encuentra limitado por los sistemas automatizados de los
equipos utilizados para la medicion y son en general relativamente pequefos. El
caudal de elucion es otro parametro a tener en cuenta en el proceso de
optimizacidon para asegurar una eficiente desorcion.

Para lograr la separacion del analito de la matriz es necesario que ocurra
la retencidn del mismo en el sorbente. Los mecanismos de retencion dependen
de la naturaleza del sorbente. Los analitos que se encuentran en la muestra a
nivel de trazas pueden adsorberse en sustratos sélidos a través de fuerzas de
van der Waals o interacciones hidrofébicas. Las interacciones hidrofébicas
ocurren en presencia de sorbentes altamente no-polares (gj. Cis-silica) y no nos
referiremos a ellas ya que no participan en la retencion de especies cargadas. En
cambio, para lograr la retencion de especies cargadas se realizan modificaciones
a los sustratos para conferirles carga ya sea mediante oxidaciones y/o diversas
derivatizaciones [Savio, M. y col 2011; Wadhwa, S. K. y col. 2013]. Estas
“funcionalidades” pueden incorporarse a través de interacciones fisicas o por
uniones quimicas. Estas modificaciones le confieren a los sorbentes, grupos
capaces de aportar carga y especificidad hacia distintos analitos cargados.

Varios atomos que forman parte de grupos funcionales son capaces de
interactuar con analitos en baja concentracién. Los atomos utilizados con mayor
frecuencia son: el nitrogeno (ej. presente en aminas, grupos azo, amidas,
nitrilos), el oxigeno (ej. presente en grupos carboxilo, hidroxilo, fenilo, éter
carbonilo) y azufre (ej. presente en tioles, tiocarbamatos, tioeteres). Para que
estos grupos puedan introducirse en el sorbente sélido es necesario
modificarlos mediante: i) union quimica de los grupos funcionales sobre el
sustrato (funcionalizacion de sorbentes), ii) union fisica de los grupos sobre el

sorbente por impregnacion de la matriz sélida con una solucidon que contenga
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el ligando con el grupo funcional (lo que suele llamarse: impregnacion,
recubrimiento o carga del sorbente).

Para obtener una eficiente retencién de especies idnicas metalicas, los
grupos funcionales deben ser accesibles a las especies sin que ocurran
impedimentos estéricos. En la practica algunos grupos funcionales presentes en
la superficie del sorbente pueden permanecer inactivos durante el proceso de
retencion.

Algunas de las funcionalidades que se unen a los sorbentes actuan como
intercambiadores i6nicos. Estos actdan intercambiando con el contra-ién
correspondiente, poseen sitios de intercambio fuertes y débiles. Entendiendo
por sitios de intercambio fuertes aquellos que no se afectan por el pH del
medio y débiles a los que sélo son activos a valores de pH mayores o menores
al pK,. Sitios de intercambio fuertes son los grupos acidos sulfénicos
(intercambio de cationes) y las aminas cuaternarias (intercambio de aniones)
mientras que los sitios de intercambio débiles son grupos de acidos carboxilicos
(intercambio de cationes) y aminas primarias, secundarias y terciarias
(intercambio de aniones).

Cuando la retencién ocurre en microcolumnas hay que tener en cuenta la
distribucion del ion en el sorbente, las constantes de estabilidad de los
complejos en solucion, la cinética de intercambio y la presencia de iones
concomitantes. Los sorbentes pueden retener iones hidratados, complejos con
carga y complejos idnicos mediante ligandos labiles, sin embargo hay que tener
en cuenta que pueden presentar poca selectividad.

Para que la retenciébn ocurra en forma eficiente hay que tener en
consideracion una serie de cosas como la capacidad de un compuesto
especifico de encontrarse en forma iénica y para ello debe elegirse el solvente
de carga de muestra apropiado. El medio de carga debe contemplar la
estabilidad del analito de interés, sus interacciones con el solvente de carga y el

sorbente, de forma tal de promover la retencidén del analito. El estudio debe
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realizarse de manera integral teniendo en cuenta la naturaleza quimica tanto del
analito como del solvente y sorbente.

Para lograr una eficiente elucion se debe realizar una cuidadosa eleccion
del solvente de elucion o eluyente. El solvente apropiado debera exhibir una
fuerte afinidad por el analito retenido para asegurar la ruptura de su interaccion
con el sorbente. La elucion puede realizarse mediante el uso de acidos que
rompan la interaccion y liberen al analito. Asimismo, debido a las interacciones
presentes, la dependencia del pH permite el uso de eluyentes con diferentes

valores de pH.

3. Dispositivos

El material sorbente puede alojarse como relleno en distintos sistemas:
columnas, cartuchos, jeringas y discos (Figura 2). El disefio de las columnas y
cartuchos puede variar para adaptarse a distintas caracteristicas de cada
sistema, por ejemplo, volumen de muestra, sistema de circulacion del solvente o
automatizacion. El material para la fabricacion de dispositivos no debe liberar
compuestos al medio por lo que en muchos casos se suele utilizar polipropileno

y polietileno de grado médico para su fabricacion.

Figura 2. Dispositivos convencionales en SPE.
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Asimismo, en la bibliografia reciente se reportan nuevos sistemas como:
los multijeringa en distintas variedades y los sistemas integrados en valvula. El
libro del Dr. Victor Cerda (Universidad de las Islas Baleares, Espafia) presenta
una excelente revision de los mas novedosos sistemas integrados en linea
[Cerda, V.y col. 2014].

En este trabajo de Tesis doctoral se implementd un sistema de SPE en
linea utilizando microcolumnas como dispositivo  contenedor. Las
microcolumnas permiten explorar distintos tamafios (diametros y longitudes) y
de esta forma variar la masa de sorbente contenida en las mismas. También
permiten el pasaje de grandes volimenes de muestra con lo cual hacen posible
la preconcentracion de analitos presentes a muy bajos niveles.

Las microcolumnas estan pensadas para su re-utilizaciéon por lo cual el
sistema debe permitir una correcta limpieza de la microcolumna previo a un
nuevo ciclo de preconcentracion para evitar contaminaciones cruzadas.
Asimismo, las microcolumnas pueden utilizarse en sistemas de SPE en linea
acopladas con distintas técnicas analiticas de deteccién. Para diseiar el sistema
de SPE de forma eficiente debe prestarse especial atencién al disefio de la
microcolumna, el material sorbente y a los parametros propios de la técnica

analitica con la cual se acoplara.

4. Ventajas de la Separacion en Fase Solida

Algunas de las ventajas de esta metodologia son: la disminucién de los
tiempos de procesamiento, disminucién del uso de solventes y por lo tanto una
menor exposicion a los mismos, y menores costos de disposicion final
[Karadjova, I y col. 2016; Huck, C. W. 2016]; realizando una adecuada
optimizacion de parametros (seleccion del sorbente, tipo de eluyente, etc.) es
posible mediante la SPE obtener recuperaciones cuantitativas [Das, D. y col.

2012]. Asimismo, utilizando estos sistemas de pretratamiento se puede alcanzar
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de forma simultdnea la preconcentracion de analitos y el control de
interferentes. Estan reportados factores de enriquecimiento extremadamente
altos con una implementacion eficiente del sistema de SPE (~ 1000) [Camel, V.
2003]. La técnica es muy versatil ya que al poder elegir entre una gran cantidad
de sorbentes es posible abarcar un amplio espectro de aplicaciones.

La SPE permite realizar una separacion selectiva del analito de interés
evitando la presencia de iones mayoritarios. Esto es fundamental en muchos
casos y en particular en sistemas acoplados con detecciones espectromeétricas.
La posibilidad de fabricar el sorbente y conferirle por ejemplo, mayor resistencia
mecanica, mayor resistencia a los interferentes y mayor selectividad es otra
ventaja fundamental del sistema de SPE [Tseng. W-C. y col. 2015].

El método permite la automatizacion mediante sistemas comerciales o ad
hoc y de esta forma acoplarse en linea con las técnicas de cuantificacion [Das, D.
y col. 2012; Zagatto, E. A. G. y col. 1993]. El procesamiento de muestras en linea
evita la manipulacion de la muestra entre las etapas de preconcentracion y
analisis, esto permite minimizar el riesgo de pérdida y contaminaciéon del analito

[Huck, C. W. 2016] obteniendo alta reproducibilidad.

5. Materiales usados como sorbentes

Los materiales utilizados como sorbentes en sistemas SPE pueden ser
clasificados segun diferentes criterios:

e Basados en la naturaleza del material: inorganicos porosos, inorganicos
porosos con una superficie funcionalizada con compuestos organicos,
polimeros organicos sintéticos, polimeros organicos naturales y otros
materiales.

e Basados en el tipo de compuesto a ser procesado: no-polar, polar,
intercambio idénico, afinidad e inmunoafinidad, polimeros impresos, y

otros tipos de sorbentes.
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e Basados en el método de SPE: convencional, microextraccion, head space

y otras metodologias.

La clasificacion de los sorbentes es arbitraria y compleja debido a que tienen
mas de un tipo de funcionalidad en su estructura e interactian mediante mas
de un tipo de interaccion con el analito.

Ademas, desde los 90 se han reportado trabajos que demuestran que es
posible modificar los sorbentes mediante la inmovilizacion de compuestos
organicos sobre su superficie [Emteborg, H. y col. 1993; Emteborg, H. y col.
1995]. Estas modificaciones se realizan usualmente mediante la incorporacion
de grupos funcionales para obtener una mayor selectividad en la separaccion.
La selectividad de los sorbentes solidos modificados hacia ciertos iones
metalicos se atribuye a factores como: 1) el tamafio del compuesto organico
utilizado para modificar el sorbente, 2) la actividad de los grupos funcionales
sobre la superficie, y 3) el tipo de interaccién de los grupos funcionales. Sin
embargo, la retencion selectiva de un Unico analito presente en muy baja
concentracion o de una especie especifica del analito es un gran desafio ya que
requiere encontrar un sorbente con la suficiente afinidad para retener
selectivamente a esa especie metalica [Karadojova, L. y col. 2016].

A modo de ejemplo, Shakerian, F. y col. presentan a los polimeros iénicos
impresos (materiales poliméricos avanzados), como sorbentes selectivos en SPE
para la extraccién, separacion y deteccion de iones metalicos en distintas
matrices: agua, corrientes de desecho, sedimentos y alimentos. Presentan a la
impresion idnica como un proceso de modificacion con el cual mejorar la
selectividad de los polimeros y conferirles sitios especificos de unién [Shakerian,
F. y col. 2016]. Otro ejemplo de la utilizacion de sorbentes modificados
encontramos en el articulo de Pourjavid, M. R. y col. donde utilizaron un agente
quelante (1-fenil-3-(2-tienil metil) tiourea) para modificar una columna de

grafeno oxidado para separar de Mn(ll), Fe(l) y Cu(l) que luego se
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determinaron por FAAS en muestras de hojas de espinaca, miel, cabello, sangre
y agua [Pourjavid, M. R. y col. 2016].

Teniendo en cuenta la gran potencialidad de estos sistemas en este
trabajo de Tesis doctoral se propusieron como sustratos a los nanotubos de
carbono modificados mediante oxidacion seguida de un proceso de
derivatizacion. En el siguiente capitulo se desarrollan las caracteristicas
fisicoquimicas generales de los nanotubos, sus antecedentes en aplicaciones

como sorbentes y el aumento de sus capacidades al funcionalizarlos.

6. Metodologia

Dependiendo de la naturaleza del compuesto a determinar y el sorbente,
los mecanismos de retencién incluyen principalmente la adsorcion, intercambio
ionico, complejacion y afinidad ionica. Sin embargo, los mecanismos de
retencién y elucion en sistemas de SPE suelen ser mucho mas complejos que los
mecanismos analizados en forma individual y numerosos efectos pueden
influenciar el proceso de retencion y eluciéon [Moldoveanu, S.y col. 2015].

La eficacia de un sistema de SPE estd determinada por una adecuada
implementacion y un estricto control de los parametros involucrados. Para ello,
es necesario estudiar detalladamente todos los parametros que intervienen en
el proceso. Algunos de éstos son: la naturaleza quimica de la funcionalizacion y
de la estructura de los sorbentes, selectividad, poder de separacion, rango de
estabilidad de pH, contenido de impurezas, caracteristicas de los poros, area
superficial, dimensién y geometria de las particulas, distribucion de tamafio de
particula, material con que se fabrica la columna, estabilidad fisica, quimica y
bioldgica de los sorbentes.

Debe elegirse el sorbente mas apropiado segun el analito a determinar,
la matriz en la cual se encuentra, la técnica de deteccion a emplear y cualquier

otro aspecto que pudiera condicionar la eleccién del sorbente. Luego, debe
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realizarse la optimizacion de los parametros que influyen en la retencion del
analito. En una primera etapa la optimizacién debe realizarse con soluciones
preparadas a partir de estandares del analito a preconcentrar, luego deben
utilizarse materiales de referencia certificados o muestras reales con o sin
agregado del analito (enriquecidas) para poder evaluar la capacidad del método
en condiciones reales. Esto es necesario debido a que la presencia de otros
iones puede afectar la retencion del analito en el material sorbente.

La naturaleza y propiedades del material sorbente son muy importantes
para la retencion eficiente de especies metalicas. Una cuidadosa eleccion del
sorbente es vital para el exitoso desarrollo de un sistema de SPE. En forma
genérica, los principales requisitos de un sorbente sélido son: 1) la posibilidad
de retener un gran numero de analitos en muy baja concentracion en un amplio
rango de pH, 2) rapida y cuantitativa sorcion/elucion, 3) alta capacidad de
retencién, 4) accesibilidad de sitios activos, y 5) posibilidad de regeneracion. En
este sentido, los sorbentes que retienen en poco tiempo al analito son
preferidos ya que permiten una extraccion mas rapida y el incremento del
caudal de carga.

En relacion al tamafo de particula hay que tener en cuenta dos factores
en forma simultanea. Si bien tamafos de particula chicos proporcionan una
mayor area superficial y mejores propiedades de sorcidén, también pueden
producir un aumento de presion en el sistema. Este aumento de presion puede
tener una influencia negativa en los sistemas de SPE requiriendo de mayores
tiempos de procesamiento y la aplicacion de mayor presion (o vacio) para lograr
el pasaje de la muestra a través del sorbente. Este aumento de presion junto
con varios ciclos de retencidon/elucion producen un aumento en la
compactacion del sorbente logrando en muchos casos bloquear el sistema de
SPE.

Luego de elegido el sorbente y optimizado el proceso se necesita

conocer la capacidad de retencién del mismo. La capacidad de retencién se
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define como la maxima concentracion de analito que es capaz de ser retenido
por una determinada cantidad de sorbente.

Dentro de los parametros que se estudian para la optimizacion del
proceso encontramos los: a) de acondicionamiento, b) de carga, y ¢) de elucion.

Durante la etapa de lavado/acondicionamiento se pueden eliminar
posibles contaminantes remanentes en el sorbente y aire. Las caracteristicas del
solvente de acondicionamiento deben estar en concordancia con la naturaleza
del material sorbente para asegurar una buena interacciébn con los grupos
funcionales presentes. Asimismo, es aconsejable que el solvente de
acondicionamiento sea de naturaleza similar a la muestra. En muchos casos en
esta etapa puede usarse un mismo solvente que cumpla ambos requisitos. En
general para muestras acuosas es aconsejable que el solvente utilizado tenga el
mismo pH y fuerza idnica que la muestra a procesar. Cuando se utiliza la SPE
mediada por procesos de intercambio i6nico es posible utilizar soluciones
reguladoras de pH (buffers) para el acondicionamiento del sorbente al pH
deseado.

Dentro de los parametros de carga encontramos el volumen de corte
(breakthrough), es decir, el volumen maximo de muestra que puede pasar a
traves de una determinada masa de material sorbente colocado en la
microcolumna antes que el analito comience a eluirse de la misma y no se

obtengan recuperaciones cuantitativas (Figura 3).
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Figura 3. Concentracion de analito (C/Co) en el efluente en funcién del volumen

de muestra que atraviesa la columna de SPE.
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El volumen de breakthrough depende tanto del tipo de sorbente y analito
estudiado como de la masa de sorbente considerada y la concentracion del
analito en la muestra. También depende del tipo de dispositivo donde se
encuentre confinado el material sorbente y del caudal de carga. Como este
volumen esta asociado a la pérdida del analito por la columna se busca que sea
grande. Se define el punto Vg al volumen de muestra para el cual se empieza a
observar la presencia del analito en el efluente. Generalmente se mide Vg al 1%
de la concentracién inicial de analito (C/Cy=1%) [Hennion, M-C. 1999]. Al
continuar pasando muestra por la columna el valor de concentracion del analito
en el eluvato c¢ se incrementa hasta alcanzar su maximo que es equivalente a la
concentracion inicial de la muestra Co. El volumen de muestra eluida con un
99% de concentracidon de la concentracion inicial (C/Cy=99%) se denomina V..
La curva de breakthrough presenta un punto de inflexion cuyo valor
corresponde al volumen de retencion V,.

Conocer el volumen de breakthrough para un sistema particular de SPE,
un analito especifico y en condiciones de operacion conocidas es muy Util para
asegurar que el analito de interés no se pierde de la columna durante la
preconcentracion de las muestras. Si el analito no se retiene apropiadamente en
la columna el porcentaje de recuperacion sera bajo y posiblemente no
reproducible. La retencién de los analitos en la columna de SPE debe realizarse
tal que el volumen de muestra a analizar se encuentre por debajo del volumen
de breakthrough.

La determinacion experimental del volumen de breakthrough es compleja
y es por ello que se han desarrollado métodos para estimarlo [Poole, C. F. y col.
2000]. Para esta determinacién debe tenerse en cuenta la naturaleza de la
muestra y la posible presencia de ligandos que podrian provocar una
disminucion en el volumen de corte. En el desarrollo de esta Tesis doctoral se

utiliza la capacidad de retencién dinamica para poder estimar este parametro.
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El caudal de carga debe ser optimizado para asegurar una retencion
cuantitativa junto con la disminucion del tiempo requerido para el
procesamiento de las muestras. Este parametro tiene un efecto directo sobre el
volumen de breakthrough ya que caudales de carga elevados reducen este
volumen [Poole, C. F. y col. 2000].

El pH de la muestra es un parametro fundamental para lograr una
eficiente retencidn de los analitos por el material sorbente y su influencia es
muy dependiente de la naturaleza del sorbente. El valor de pH al cual se
encuentre la solucién de carga definira la forma en la cual se encontraran los
grupos funcionales presentes en el sorbente y de esta manera es posible
conseguir la retencion de especies cargadas [Poole, C. F. y col. 2012]. Este
parametro debe ser cuidadosamente optimizado y es crucial para asegurar la
retencién cuantitativa del analito y en algunos casos la retencion selectiva. El
mecanismo de retencion de especies idnicas esta gobernado mayormente por
el intercambio i6nico en el sorbente. Este intercambio esta basado en la
capacidad del compuesto de encontrarse en forma ibnica, retenerse, y ser
eluido luego, por ejemplo, de la modificacién del pH del solvente de elucion,
modificando de esta forma, su interaccion por el sorbente [Moldoveanu, S. y col.
2015]. Por ejemplo, en el caso de los intercambiadores catidénicos, muy bajos
pHs usualmente producen pobres extracciones debido a la competencia entre
los protones y las especies catidnicas. Otro ejemplo, es el rol que tiene el pH en
la retencion de especies metdlicas sobre la superficie de los nanotubos de
carbono (CNTs) debido a que la carga que adquiere su superficie depende de la
acidez del medio en que se encuentre [Pyrzynska, K. 2010]. Cuando el valor del
pH > pHp.c (pH de carga cero), los cationes metalicos pueden retenerse en la
superficie de los CNTs oxidados, y es por ello que la retencion de los iones
metalicos aumenta al aumentar el valor del pH. Como el desempefio de los
CNTs oxidados depende mayormente de la cantidad de especies conteniendo

grupos funcionales oxigenados, diferentes valores de pH estan reportados
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como 6ptimos, por ejemplo para la retencion de tierras raras (REEs), desde 1,5
[Jerez, J. y col. 2014] hasta 4,0 [Cho, J. y col. 2012].

La presencia de ligandos en la muestra es otra caracteristica que debe
estudiarse ya que puede afectar la retencion del analito al poder formarse
complejos estables, con lo cual el analito estaria menos disponible para su
retencién en el sorbente. La presencia de iones concomitantes también puede
causar problemas/interferencias durante la SPE y es motivo de estudio para
cada sistema de extraccién. En particular, deben estudiarse los iones que se
encuentran en altos niveles de concentracién ya que pueden competir con el
analito en el proceso de retencion sobrecargando el sorbente o causando
interferencias durante la etapa de analisis. También debe estudiarse el efecto de
los distintos iones sobre las técnicas utilizadas para la cuantificacion.

La etapa final del proceso de SPE es el pasaje de un solvente apropiado a
través de la columna para eluir cuantitativamente el analito. La recuperacién del
analito depende de las propiedades del solvente (y su interaccién con el analito)
y de las interacciones especificas del analito con el sorbente.

El tipo de eluyente utilizado es fundamental para conseguir eficiencia y
selectividad. Una alta afinidad del analito por la superficie del sorbente involucra
una alta retencién, lo cual a priori es deseable, sin embargo puede influenciar
negativamente el proceso de elucion y provocar una baja recuperacion del
analito. Es por ello que se debe seleccionar adecuadamente el solvente de
modo de satisfacer los requerimientos especificos de su aplicacion, es decir,
eluir al analito sin eluir la matriz (donde se pueden encontrar retenidos los
interferentes), o eluir la matriz sin afectar el analito retenido. Asimismo para
obtener altos factores de enriquecimiento se busca que la elucion completa del
analito se consiga utilizando el menor volumen posible. Los eluyentes pueden
ser organicos, inorganicos o agentes complejantes [Camel, V. 2003]. Es posible
modificar su identidad, concentracién, pH y fuerza idnica para realizar

experiencias secuenciales que permitan la elucidon cuantitativa de un analito

24



Capitulo 1 Pretratamiento de Muestras: Separacién en Fase Solida

especifico [Moldoveanu, S. 2015]. En algunos casos la elucién puede ser
selectiva y permitir la desorcion de un analito frente a otros como en el caso de
Bi(Ill) en presencia de Pb(Il) y Cu(ll), donde Yamini, Y.y col. utilizaron HCI 1 mol
It para lavar Pb(Il) y HCl 1,5 mol It para lavar Cu(ll), ambos retenidos en una
resina de Cys-silica modificada con Cyanex 301 y luego se eluyd el analito de
interés, Bi(ll), utilizando HNO3 3 mol It [Yamini, V. y col. 2002]. Otro caso donde
se hace uso de la selectividad del eluyente, es para conseguir la especiacion, es
decir, la determinacion selectiva de una especie. Por ejemplo, la utilizacion de
HCOOH para remover selectivamente el Se(IV) de una resina de intercambio
dejando retenido el Se(VI) que luego se eluye con HCl 2 mol I [Gomez-Ariza, J.
L. y col. 1999]. También se encuentra reportado un sistema en linea que permite
la especiacion de Sb(V) y Sb(Ill) utilizando un eluyente reductor en una primera
etapa para determinar Sb total y luego la elucion selectiva de Sb(Ill), ambos
retenidos sobre levaduras, para luego determinar la concentracién de las
especies por diferencia [Menagario, A. A. y col. 2006]. Tuzen, M. y col.
desarrollaron un sistema de SPE utilizando como sorbente una resina comercial
modificada con Staphylococcus aureus para la retencion de metilHg y Hg(ll),
realizaron una elucién secuencial y observaron que eluyendo con HCI 0,1 mol I
conseguian la elucion selectiva de metilHg en presencia de Hg(ll). Encontraron
también, que la elucién cuantitativa del Hg(ll) solo era posible al utilizar
concentraciones de HCl mayores a 2 mol It [Tuzen, M. y col. 2009]. La elucion
secuencial sigue siendo relevante encontrandose experiencias mas recientes
como, por ejemplo su aplicacion a la determinacién y cuantificacion de drogas
junto con sus metabolitos. En este caso, la sustancia de interés se retiene con
sorbentes hidrofobicos, luego las sales y compuestos polares se lavan con un
solvente adecuado. Se acondiciona la columna con un eluyente acido para
protonar las bases presentes aumentando la retencién por el mecanismo de
intercambio i6nico para luego eluir con un solvente organico y de esta forma

separar las fracciones neutras de las acidas [Poole, C. F. y col. 2012]. Otro
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ejemplo lo encontramos en la separacion de nanoparticulas de Au de iones de
Au. Para ello Su, S. y col. propusieron una novedosa estrategia basada en una
separacion en fase solida magnética mediante la utilizacion de iones de Al(III)
inmobilizados en nanoparticulas de Fe;0,@SiO,@acido iminoacético como
sorbente. Luego de la retencion los iones de Au y las nanoparticulas de Au
fueron eluidos selectivamente con Na,S;03 y NH3.H,0, respectivamente [Su, S. 'y
col. 2014]. Finalmente, y no menos importante, el eluyente seleccionado debe
ser compatible con las técnicas de analisis a utilizar para la cuantificacion del
analito.

En muchos casos, por cuestiones de practicidad las etapas de carga de
muestra y elucion son operadas de forma similar. Sin embargo, para evitar una
adsorcion irreversible, compactacion del sorbente y asegurar recuperaciones
cuantitativas se recomienda realizar la elucion en contracorriente. Esto significa
hacer pasar el eluyente en sentido opuesto al sentido de carga de la muestra.

Durante la optimizacién del caudal de elucién se debe buscar una
velocidad tal, que minimice el tiempo de esta etapa del proceso y a su vez
permita la recuperacion cuantitativa del analito estudiado [Camel, V. 2003]. Por
ejemplo, eluciones cuantitativas de iones de Fe se obtienen con un caudal de 1
a 3,5 ml min? cuando se encuentra retenido en discos de Cis-silica [Shamsipur,
M.y col. 2001]. En el caso de sorbentes alojados en cartuchos, estan reportados
caudales de elucién tipicos entre 0,5y 5 ml mint y en el caso de sorbentes
alojados en discos, entre 1 y 20 ml min™ [Shamsipur, M. y col. 2000]. A modo
general, encontramos que a mayores caudales de elucion, mayores volumenes
de eluyente se necesitaran para lograr la elucion completa [Shamsipur, M. y col.
2001; Shamsipur, M. y col. 2000; Shamsipur, M. y col. 2000]. Sin embargo, hay
que encontrar una relacién de compromiso entre estos dos factores, ya que
menores volumenes de elucidon son necesarios para obtener altos factores de
enriquecimiento. Al igual que para el volumen de breakthrough es posible

determinarlo experimentalmente o por estimaciones teoricas [Poole, C. F. y col.
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2000]. La etapa de elucion comprende la difusiéon de las especies metalicas
retenidas en la superficie/poros del sorbente y para ello debe contar con tiempo
suficiente. En algunos casos se pueden realizar eluciones en mas de una etapa
para mejorar el porcentaje de desorcion [Camel, V. 2003]. También puede
disminuirse el volumen de elucién incrementando la concentracion del eluyente
(un ejemplo clasico es cuando se utilizan acidos para eluir); sin embargo, como
se mencioné hay que tener en cuenta los posibles inconvenientes que ello
podria tener con las técnicas analiticas de cuantificacion acopladas (por
ejemplo, FA AAS) [Camel, V, 2003]. Otra alternativa para disminuir el volumen de
elucion es utilizar microdispositivos, como microcolumnas o microdiscos que

permitan reducir el volumen de eluyente [Thurman, E. M. y col. 2000].

7. Cuantificacion en sistemas SPE

La preconcentracion alcanzada mediante SPE conduce a cambios en la
concentracion del analito al comparar su concentraciéon en la muestra original y
en la muestra procesada. Entre los parametros que caracterizan el cambio en la
cantidad y concentracion de analito encontramos la recuperacion R (Ecuacién
7.1) y el factor de enriquecimiento F (Ecuacion 7.2)) ya mencionados

anteriormente.

qi Ecuacion 7.1.

Donde q; es la cantidad de analito en la muestra procesada y q; es la cantidad

de analito en la muestra inicial.

Ci Ecuacion 7.2.
Donde ¢, es la concentracion en la muestra procesada y ¢; es la concentracion
en la muestra inicial.
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Durante la optimizacion del sistema de SPE se busca obtener
recuperaciones cercanas al 100%. El parametro R se puede evaluar aplicando la
metodologia optimizada a soluciones de concentracidon conocida preparadas
por dilucion de soluciones estandar. Las concentraciones deben elegirse
cercanas a la concentracion en la que se espera encontrar al analito en la
muestra real.

Cuando se utilizan muestras liquidas, la Ecuacion 7.2 puede expresarse en
términos de volumen (Ecuacion 7.3.) donde, Vpyestra, €S €l volumen de muestra y

Velucisn, volumen de eluyente.

F o Vmuﬂﬂ'f?"ﬂ R .
Vetucian Ecuacién 7.3.

La recuperacién, R, considera el rendimiento tanto de la etapa de

retencion del analito en el sorbente como la elucion del mismo.

8. Microseparacion en fase sélida

Al igual que en otros campos de la ciencia, la miniaturizacion, recibe gran
interés de la comunidad cientifica, ya sea para aprovechar los beneficios de
nuevas propiedades que solo se manifiestan en materiales de dimensiones
diminutas o para disminuir la cantidad de reactivos con fines de sustentabilidad.
Los sistemas de SPE no escapan a esta realidad y la utilizacion de muy poca
cantidad de sorbente para la retencion de analitos de interés recibe el nombre
de microseparacion en fase solida (SPME). La técnica requiere columnas de
menor tamafo para alojar menor cantidad de sorbente pero el proceso se lleva
a cabo con gran eficiencia. La SPME tiene la ventaja de ser facilmente adaptable
a los sistemas en linea convencionales. El fundamento de la técnica es el mismo

que para la SPE convencional ya que consiste en exponer una pequefa cantidad
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de sorbente a la solucion de muestra con el propdsito de que el analito se

retenga en el sorbente.

9. Conclusiones

En este capitulo se han resumido las caracteristicas mas importantes del
sistema de pretratamiento de SPE implementado en el desarrollo de esta Tesis
doctoral. En los siguientes capitulos se aborda el uso de los nanotubos de
carbono como material sorbente y sus modificaciones para finalmente presentar
tres desarrollos concretos de la cuantificacion de especies metalicas presentes
en muy baja concentracion en muestras de aguas de diversos origenes, que no
podrian haberse cuantificado a esos niveles con gran parte de las técnicas

analiticas disponibles sin aplicar un sistema de preconcentracion de la muestra.
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Capitulo 2

Nanotubos de Carbono como

Material Sorbente

En este capitulo se desarrollan conceptos relacionados con los nanotubos de
carbono, fundamentalmente: sus caracteristicas y su utilizacién en sistemas de
separacion en fase sélida. Se hara hincapié en sus aplicaciones y la posibilidad

de funcionalizacién para ser empleados como sorbente con alta selectividad.
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Abreviaturas

Carbon nanotubes (Nanotubos de carbono)

Chemical vapor deposition (Deposicion quimica en fase
vapor)

N,N'-dicyclohexylcarbodiimide
(N,N’diciclohexilcarbodiimida)
N-eltil-N"-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

Energy dispersive spectroscopy (Espectroscopia dispersiva
en energias)

Fourier transform infrared spectroscopy (Espectroscopia
infrarroja por transformada de Fourier)

Graphitized carbon black (Carbon grafitizado)

Ablacion laser

Multi-walled carbon nanotubes (Nanotubos de carbono de
pared multiple)

Cloruro de acilo de MWCNTSs

Nanotubos de carbono de pared multiple oxidados
Polycyclic aromatic hydrocarbons (Hidrocarburos
aromaticos policiclicos)

Porous graphitic carbon (Carbon poroso grafitizado)
Scanning electron microscopy (Microscopia electronica de
barrido)

Cloruro de tionilo

Solid phase extraction (Separacion en fase sélida)
Single-walled carbon nanotubes (Nanotubos de carbono de
pared Unica)

Transmission electron microscopy (Microscopia electrénica

de transmision)
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TGA Thermogravimetric analysis (Analisis termogravimétrico)
XPS X-ray photoelectron spectroscopy (Espectroscopia de
fotoelectrones)

XRD X-ray diffraction (Difraccion de Rx)
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1. Introducciéon

Los nanotubos de carbono (CNTs) fueron reportados por primera vez por
Sumio Ijima en 1991 [lijima, S. 1991] y desde entonces han despertado el
interés de cientificos del area de la quimica, fisica y materiales. Los CNTs pueden
clasificarse como nanotubos de carbono de pared Unica (SWCNTs), formados
por una Unica capa de grafeno (el grafeno es el nombre que se le dio a la
monocapa de grafito, Novoselov, K. S. 2004, con didmetros de entre 1-2 nm, y
nanotubos de pared multiple (MWCNTSs), formados por varias capas de grafeno
enrolladas una sobre la otra en forma concéntrica con diametros de entre 5 a 50
nm [Davis, JJ. y col. 2003]. Debido a su estructura, los CNTs han despertado
gran interés en el ambiente cientifico por sus propiedades de transporte, alto
modulo elastico, alta estabilidad térmica y gran area superficial disponible [Cai,
Y. Q. y col. 2003], que les confieren multiples aplicaciones tales como
microscopias de sonda [Wu, Z. y col. 2015], sensores electroquimicos [Yang, J. y
col. 2015], transistores de efecto de campo [Wang, M. y col. 2014], catalisis
[Tourani, S. y col. 2015], medio para el almacenamiento de hidrogeno [Naresh
Muthu, R. y col. 2016.], etc. Como consecuencia de la gran area superficial, la
habilidad para establecer interacciones 1-n y su excelente estabilidad quimica,
mecanica y térmica, los CNTs son muy atractivos como material sorbente en
sistemas de separacion en fase solida (SPE).

Como se menciono en el capitulo anterior, en los procesos de SPE se
pueden utilizar numerosos tipos de sorbentes, entre ellos, el carbon activado ha
sido uno de los primeros en utilizarse para esta aplicacion. El carbon activado
presenta una gran capacidad de sorcién debido principalmente a su alta
porosidad y su amplia disponibilidad de areas superficiales que se encuentran
en el rango de los 300 a 2500 m?g™* [Efremenko, I y col. 2006]. La estructura
general del carbon activado consiste en pequefios cristales de grafito altamente

desordenados, irregulares, con alta rugosidad y con una superficie heterogénea.
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Las propiedades de sorcion del carbon activado se encuentran fuertemente
influenciadas por su area superficial especifica, distribucién de tamafio de poros
y el contenido de elementos inorganicos. La estructura superficial es muy
compleja y depende del material de partida utilizado y de su método de
produccion, asi como también de su pretratamiento. Los pretratamientos mas
usuales se basan en ataques acidos oxidantes que causan la reorganizacién de
la estructura, sus poros y su superficie y pueden afectar la capacidad de
interaccion con los iones metalicos [Boehm, H. P. 2002]. Si bien el carbon
activado ha sido utilizado como sorbente [Cerutti, S. y col. 2005], presenta la
desventaja de la heterogeneidad de su superficie cuyos grupos funcionales
provocan que haya muy baja reproducibilidad del material sintetizado.
Asimismo, dependiendo del origen del carbdn, su naturaleza hidrofobica puede
impedir la difusion de las especies ionicas metalicas hacia el interior del
sorbente, lo que hace mas dificultoso su uso en condiciones dinamicas (estudios
en linea) debido a que no se obtienen intercambios a la velocidad compatible
con la metodologia en linea [Terada, K. 1991].

En la busqueda de sorbentes que combinaran las buenas propiedades de
sorcion del carbdon activado y buscando superar sus limitaciones podemos
nombrar la aparicion del carbdn grafitizado (GCB) que presenta una estructura
mas homogénea y por lo tanto mayor reproducibilidad y del carbon poroso
grafitizado (PGC) que presenta mayor estabilidad que el GCB. El GCB ha sido
muy utilizado en SPE de contaminantes organicos polares en muestras de agua
[Forgacs, E. y col. 2000] pero su uso para elementos traza es escaso [Ferri, T. y
col. 1989]. Mas recientemente se han empezado a utilizar fullerenos, moléculas
cerradas de carbono con arreglo de anillos pentagonales y hexagonales y CNTs
para la retencion selectiva de especies metalicas en solucion [Castro Grijalba, A.
y col. 2015, Parodi, B. y col. 2015, Pefia Crecente, RM. y col. 2014] con
resultados alentadores. En la Figura 1 se presentan las distintas estructuras de
los materiales base carbono mencionadas.
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Figura 1. a) Esquema de una Unica capa de grafeno y la forma en que se enrolla
para formar CNTs, b) microestructura del carbon activado, c) imagen SEM de un
carbon activado (Air-n-Water Inc.®), d) estrcutura de un GCB, e) esquema de

una estructura 3D de PGC, f) fullereno.

Cuando analizamos algunas de las excelentes propiedades de los CNTs,
gue ya se mencionaron, y se encuentran presentadas con profundidad en
exhaustivas recopilaciones [Valcarcel, M. y col. 2007, Ravelo-Pérez, L. M. y col.
2010; Ren, X.y col. 2011;], encontramos que la propiedad mas importante desde
el punto de vista de la Quimica Analitica es que poseen la capacidad de
establecer diferentes tipos de interacciones con analitos organicos e inorganicos
[Herrera-Herrera, A. V. y col. 2012] lo cual les confiere numerosas aplicaciones
[Valcarcel, M. y col. 2005, Agui, L. y col. 2008, Wanekaya, A. K. 2011]. Asimismo,
encontramos que los SWCNTs y los MWCNTSs han sido sefialados en numerosas
ocasiones como los materiales mas investigados del siglo XXI [Ying, L. S. y col.

2011] y como resultado del esfuerzo realizado por la comunidad cientifica
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internacional numerosos logros que involucran estos materiales se han
conseguido en diferentes campos, incluida la Quimica Analitica.

En esta Tesis doctoral se utilizan los CNTs para separar y preconcentrar
iones metalicos presentes en matrices naturales/aguas a muy bajas
concentraciones, por lo tanto el capitulo se desarrollara mencionando los
aspectos mas relevantes de los CNTs haciendo foco en esta aplicacion.

Como se menciond, los CNTs son los sorbentes de base carbono mas
estudiados recientemente [Pyrzynska, K. 2007]. Esto se debe, si los comparamos
con el carbon activado, a que los CNTs poseen una estructura atémica bien
definida y por lo tanto pueden obtenerse resultados reproducibles al
preconcentrar iones metalicos. Asimismo, los arreglos atbmicos hexagonales de
cada una de las capas de grafeno que forman los CNTs son ideales para las
interacciones fuertes con otras moléculas. Ademas, su gran area superficial los
hace excelentes candidatos para la preconcentracién de compuestos organicos
e iones de metales de interés [Azevedo Lemos, V. A. y col. 2008, Pyrzynska, K.
2010]. Sin embargo, los CNTs sin modificar son insolubles y muy dificiles de
dispersar en casi cualquier solvente, esto ocurre debido a las fuertes
interacciones de van der Waals que obstaculizan la retencion de iones
metalicos. De alli surge la necesidad de modificar su superficie para mejorar la
dispersion, la retencion de iones metalicos y conferirles selectividad cuando se

los quiere utilizar en estudios de SPE.

2. Eleccion del tipo de CNTs para su uso en SPE

En la introduccién se presentaron los dos tipos mas importantes de CNTs:
SWCNTs y MWCNTs. Se presenta un breve andlisis de los mismos para
comprender el motivo de la eleccion de los MWCNTSs para el desarrollo de este

trabajo.
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Definimos a los SWCNTs como una Unica capa de grafeno enrollada
formando un tubo cilindrico sin costura y a los MWCNTs como un arreglo de
estos nanotubos enrollados en forma de anillos concéntricos (Figura 2)
[Baughman, R. H. y col. 2002]. La Unica capa de grafeno que forma los SWCNTSs
posee propiedades distintas a las esperables; por ejemplo, mientras el grafeno
es un semiconductor donde el ancho de banda prohibida es cero, los SWCNTs
pueden presentar comportamiento metalico o de semiconductor. La diferencia
en el comportamiento depende de la direccién en la cual la capa de grafeno se
enrolla para formar el tubo cilindrico. Las propiedades electronicas de los
MWCNTs con estructura perfecta son similares a las de los SWCNTs con
estructura perfecta ya que la interaccién entre los cilindros que forman los
MWCNTs es muy débil. La presencia de varias capas de grafeno dispuestas en
forma concéntrica una alrededor de la otra en los MWCNTs le confieren una
mayor area especifica [Peigney, A. y col. 2001] y una mayor capacidad de
adsorcién [Yang, K. y col. 2007] debido a su superficie extremadamente
hidrofobica y su estructura Unica de cavidad tubular interna [Cai, Y.Q. y col.
2003]. Uno de los motivos de implementar sistemas de SPE esta enfocado en el
desarrollo y optimizacion de metodologias analiticas que permitan utilizar
instrumentacién menos sofisticada, esto redunda en menores costos y la
posibilidad de realizar los analisis en laboratorios que no posean la
instrumentacidn mencionada. En este sentido cabe destacar que los MWCNTSs

son mucho mas econdmicos que los SWCNTs [Liang, X. y col. 2014].
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—

Figura 2. a) Imagen TEM de un MWCNT conteniendo nueve SWCNTs enrollados

en forma concéntrica, b) imagen TEM de un manojo de SWCNTs de 1,4 nm de

diametro, ¢) imagen SEM de MWCNTSs crecidos en forma de bosque. Adaptado
de Baughman, R. H. y col. 2002.

En los ultimos afos los MWCNTs sin modificar han sido utilizados
exitosamente en SPE para la extraccion de diferentes compuestos organicos no
polares como los hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), pesticidas,
agentes quimicos con fines bélicos, drogas, compuestos fendlicos, tioles,
materia organica disuelta y cobalaminas [Liang, X. y col. 2014].

Los iones metalicos en solucién se encuentran en forma hidratada o
formando complejos con aniones sencillos y no se adsorben sobre los MWCNTs
sin modificar. Para que ocurra la retencion deberia formarse un complejo
hidrofébico y de esa forma interactuar mediante fuerzas de van del Waals o
interacciones hidrofébicas con la superficie de los nanotubos. Para formar estos
complejos hidrofobicos se eligen agentes quelantes teniendo en consideracion
la velocidad con la que reaccionan con el metal, la solubilidad en agua y la
estabilidad en el rango de pH. Por lo tanto, la utilizacion de MWCNTs sin
modificar para la retencién de especies metalicas requiere la formacion de
complejos hidrofobicos como tratamiento previo a la carga de la muestra en la
columna. Este procedimiento hace mas compleja la técnica separativa y requiere
mayores tiempos de procesamiento.

Como estrategia para lograr mejores condiciones de retencién de

especies metalicas, la modificacibn de MWCNTs se ha vuelto cada vez mas
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popular. Encontramos MWCNTs modificados mediante su oxidacion y MWCNTs
funcionalizados con diversos compuestos. Los MWCNTs oxidados se consiguen
realizando oxidaciones fuertes con acidos inorganicos que introducen funciones
hidroxilo, carbonilo y carboxilo sobre la superficie de los nanotubos y les
confiere la habilidad de retener especies metalicas cuando el pH de la muestra
se encuentra por encima del punto isoeléctrico adquirido por los MWCNTs
oxidados. Asimismo, los MWCNTs funcionalizados se consiguen mediante la
derivatizacion de MWCNTs oxidados. De esta forma es posible inmovilizar
moléculas bioldgicas que le otorguen un alto grado de control y selectividad
[Chen, R. J. y col. 2001].

Es imposible realizar un relevamiento de toda la bibliografia disponible y
analizar exhaustivamente las caracteristicas de cada uno de los sustratos y
procedimientos involucrados, es por ello que mencionaremos a dos grupos de
trabajo muy activos en la utilizacion de MWCNTs funcionalizados
covalentemente para la retencion de especies metalicas en solucion. El grupo de
Soylak, M.y col. ha utilizado MWCNTs modificados con polipirroles para formar
un nanocompuesto que le permitié separar y preconcentrar Pb(Il) a nivel de
trazas en muestras de agua [Sahmetlioglu, E. y col. 2014]; también ha utilizado
MWCNTs funcionalizados con 2-((3-sililpropilimino)metil fenol para la retencion
de Cu(ll), Pb(l), Fe(ll), Ni(I) y Zn(Il) en muestras alimenticias (puerro, rabano,
anana y bananas) [Ghaedi, M. y col. 2013]; y MWCNTs funcionalizados con
Pseudomonas aeruginosa para la retencion de Co(Il), Cd(Il), Pb(Il), Mn(II), Cr(Ill) y
Ni(II) en muestras de relevancia ambiental [Tuzen, M. y col. 2008]. Asimismo, el
grupo de Teixeira-Tarley, C. R. y col. ha utilizado MWCNTSs funcionalizados con
3-mercaptopropiltrimetoxisilano para preconcentrar Cd(Il) en muestras de agua
y cigarrillo [Corazza, M. Z. y col. 2012] y Pb(I) en muestras de agua y
sedimentos [Somera, B. F. y col. 2012]; MWCNTs oxidados se utilizaron para
preconcentrar U(VI) en distintas muestras de agua [do Lago, A. C. y col. 2012],
Sn(Il y IV) también en muestras de agua [Costa, H. H. V. y col. 2011], y Co(ll) en
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muestras de agua y orina [Souza, J. M. O. y col. 2009]; sistemas de inyeccién en
linea acoplados con espectrofotometria molecular UV-visible utilizando
MWCNTs oxidados para la preconcentracion de Cu(ll) para su monitoreo en
muestras de agua [de Fatima Lima, G. y col. 2010]; también ha utilizado
MWCNTs oxidados para la preconcentracién de Pb(II) en aguas (agua corriente,
agua mineral, suero fisiolégico y agua de mar sintética) y plantas medicinales
(ajo y Ginkgo Biloba) [Barbosa, A. F. y col. 2007]; un nanocompuesto de aliumina
sobre MWCNTSs fue utilizado para preconcentrar Ni(Ill) en muestras de agua
[Amais, R. S. y col. 2007]; utilizaron espectroscopia de absorcion atomica con
llama de termospray para determinar Cd(ll) luego de preconcentrarlo con SPE
utilizando MWCNTs oxidados en muestras de agua, de cigarrillo y material
biologico de referencia (higado bovino y centeno) [Teixeira-Tarley, C. R. y col.
2006].

El grupo de trabajo en el cual se desarroll6 esta tesis utilizdé MWCNTs
para preconcentrar y especiar V(IV y V) en muestras de agua [Gil, R. A. y col.
2007], se utilizaron MWCNTs funcionalizados con L-tirosina para la retencion de
Co() [Pacheco, P. H. y col. 2009], MWCNTs se utilizaron para la
preconcentracion de TI(I y III) [Gil, R. A. y col. 2009, Pacheco, P. H. y col. 2009],
Cd(Il) [Parodi, B. y col. 2011], Ni(Il) y Pb(Il) [Savio, M. y col. 2011], Hg(Il) [Parodi,
B. y col. 2014], Mo(VI) [Bazan, C. y col. 2014] y Bi(Ill) [Parodi, B. y col. 2015].

3. Métodos de sintesis de MWCNTSs

Se comentaran las técnicas mas utilizadas para la obtencién de MWCNTs
haciendo foco en las caracteristicas de los nanotubos como producto final y en
los procesos de post tratamiento para obtener un producto de calidad
suficiente y reproducible. No pretende ser una descripcion exhautiva sino un
breve resumen que ayude a entender la necesidad de los procesos de

purificacién y caracterizacion con el fin de detectar posibles contaminantes que
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puedan provenir del proceso de sintesis. Este conocimiento es necesario para
evaluar posibles interferencias en el desarrollo del proceso de SPE.

Los MWCNTSs pueden prepararse utilizando el método de evaporacién de
descarga por arco que se ha utilizado previamente para la obtencion de
fullerenos [Ebbesen, T. W. y col. 1992]. En la actualidad es posible obtener
moderadas cantidades de MWCNTs con una relativa precision en el nUmero de
capas utilizando procesos de descarga por arco [Keidar, M. 2007], ablacion laser
(LA) [Kusaba, M. y col. 2006] y la deposicion quimica en fase valor (CVD)
[Flahaut, E. y col. 2005]. Ademas, la creciente demanda internacional de
MWCNTSs estimula la investigacion en este campo para la busqueda de nuevas
tecnologias de sintesis, por ejemplo, el método del catalizador flotante o
distintos tipos de forma de arco [Ying, L. S. y col. 2011].

Las caracteristicas finales de los MWCNTs dependen fuertemente del
proceso de sintesis utilizado. Por consiguiente, es posible obtener MWCNTSs con
los extremos cerrados o MWCNTs con los extremos abiertos, Figura 3;
dimensiones (diametro y largo), arreglo atomico (forma de unién entre laminas:
zig-zag, armchair o quiral) y el nimero de paredes concéntricas, que se

requiera, Figura 4.

Figura 3. Esquema de un CNTs con a) extremos cerrados y, b) extremos abiertos.

46



Capitulo 2 Nanotubos de Carbono como Material Sorbente

SWCNT

MWCNT

004 DoO oY 1P9 Hh 2OI

LR ALZR P LLR

P04 pe0 y A5 8B . ? o< L PgY

St XL WUIAP

%04 P90 o1 9 b9 %

e ¢ O {

Q\ P-a Sg d.:)*)'g‘l'r.}% JEQQ o] V\.‘_LQDQQ
') £ r ~ A A C p > o~ 4
& JL) QQ\‘C() QJJ,OLL,':TL)& Q% D—QDY )‘%J
b 340 24 4 b 9d

QS} J. Jk“ﬁ C UUUL C}i% ‘:5(407 o-—J ‘O tI)
RS E Bl oo
Bt NP -

- . 2 (*a®
Armchas Lieag Chiral

Figura 4. Esquema de los arreglos atdmicos posibles y nimero de paredes en

los CNTs.

Otro desafio de los procesos de sintesis es la cantidad de impurezas
presentes en los MWCNTSs, ya que es inevitable encontrar restos de carbono
amorfo, fullerenos, nanoparticulas de carbono y particulas metalicas utilizadas
como catalizador. La presencia de estas impurezas pueden afectar las
propiedades de los nanotubos. Para abordar esta problematica es necesario
realizar post tratamientos de purificacion [MacKenzie, K. y col. 2009] y utilizar
técnicas de caracterizacion que nos ayuden a seguir el proceso [Belin, T. y col.
2005]. Existen métodos de purificacion quimicos, fisicos y combinaciones de
ambos que han sido ampliamente utilizados. Afortunadamente, debido a la
demanda creciente, es posible encontrar en el mercado proveedores de

MWCNTs de diferentes dimensiones, tipos y pureza.

4. Modificacion de la superficie de los MWCNTs

La necesidad de modificar la superficie de los MWCNTSs ya se puso de
manifiesto en este capitulo al revisar la forma de interaccion que deben mostrar
los nanotubos para conseguir interactuar con especies metalicas en solucion y
al mencionar la necesidad de remover impurezas que pudieran estar presentes
en el material. También existen otros motivos que justifican la modificaciéon de

los MWCNTSs, entre ellos podemos mencionar: modificar la baja dispersion que
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presentan naturalmente los nanotubos hacia la mayoria de los solventes debido
a las fuertes interacciones de van der Waals que existen entre los distintos
manojos de tubos, remover los extremos que pudiesen estar cerrados por
estructuras tipo fullerenos que no permiten el acceso al interior de los tubos y
conferirle selectividad a los MWCNTs.

La estructura carbonada de los nanotubos los hace atractivos a los
distintos procesos de modificacién quimica. Cada reaccion quimica sobre su
estructura se utiliza para conferirles caracteristicas particulares que pueden ser
empleadas para una funcion especifica. Si bien existen numeros procesos con el
agregado de surfactantes para conseguir, por ejemplo, la dispersion en medios
acuosos [Lopez-Feria, S. y col. 2009.], vamos a hacer foco en los métodos de
funcionalizacion de las paredes de los MWCNTs [Merkoci A. 2006] y
tratamientos oxidativos en volumen [Valcarcel, M. y col. 2005].

Podemos separar las modificaciones como de caracter covalente y no-
covalente [Meng, L.y col. 2009].

El cambio en la selectividad de los MWCNTs debido a la funcionalizacion
covalente de su superficie ocurrira en primer lugar en los extremos de los tubos,
sobre la estructura tipo fullereno, que es mas reactiva que las paredes de los
nanotubos [Ravelo-Pérez, L. M. y col. 2010]. Para lograr la incorporacion de
grupos hidroxilo, carboxilo o carbonilo en las paredes de los nanotubos deben
utilizarse condiciones severas de oxidacién quimica debido a la alta estabilidad
de la estructura [Wang, Y. y col. 2005]. En la bibliografia encontramos
numerosas modificaciones quimicas, como reacciones de halogenacion,
hidrogenacién, adicion de radicales, adicion nucleofilica y cicloadiciones [Hirsch,
A.y col. 2005]. Asimismo, las funcionalizaciones no-covalentes de la pared de
los MWCNTs también producen cambios en la selectividad. Este tipo de
funcionalizaciéon incluye interacciones idnicas (ej., dipolo-dipolo), acoplamiento
de electrones -1, uniones por puentes de hidrogeno, fuerzas electrostaticas,
fuerzas de van der Waals, uniones dativas e interacciones hidrofdbicas.
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Esta breve introduccion nos permite vislumbrar la gran cantidad de
posibilidades que existen en funcién de las necesidades y la imaginacion. Se
profundizara en las modificaciones covalentes (oxidacién y funcionalizacién con
aminoacidos) que son las que se utilizaron para modificar los sustratos

utilizados en el desarrollo de esta Tesis doctoral.

4.1. Modificaciones covalentes - Oxidacion

Las modificaciones covalentes generalmente se inician con una primera
etapa de oxidacion. Los procesos de oxidacion se han vuelto populares por su
simpleza y versatilidad, siendo posible utilizar acidos, ozono o plasma. La
utilizacion de condiciones severas de tratamiento, acidos inorganicos fuertes
(HNOs, H,SO.) y temperatura, provoca la remocion de las estructuras tipo
fullereno que se encuentran en los extremos de los nanotubos, ademas generan
defectos en las paredes de los CNTs que sirven de anclaje a los grupos -COOH,
-OH y —C=0 [Wepasnick, K. A. y col. 2010] (Figura 5), generan una superficie
mas hidrofilica [Xiaojing, L. y col. 2014], e inclusive llegan a cortar los nanotubos
disminuyendo su largo. Asimismo, el tratamiento con acidos es el mas utilizado
para remover carbono amorfo y particulas de 6xidos metalicos provenientes del
proceso de sintesis de los MWCNTSs [Pyrzynska, K. 2010]. La incorporacion de
estos grupos aporta atomos con pares de electrones libres capaces de formar
complejos con los iones metalicos a retener [Sitko, R. y col. 2012] y la presencia
de grupos con oxigeno facilita la exfoliacién de los manojos de CNTs y por lo
tanto aumenta su dispersion en medios polares. Los grupos introducidos son la
base para posteriores derivatizaciones que le conferiran a los nanotubos

selectividades particulares.
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Figura 5. Proceso de oxidacion de CNTs.

Los grupos funcionales formados sobre la superficie de los MWCNTs
hacen que exista un valor de pH llamado "punto de carga cero” [Boehm, H. P.
2002] o “punto isoeléctrico”, es decir que habra un valor de pH para el cual la
carga de los MWCNTs sea cero. Cuando el valor de pH de la solucién en
contacto con la superficie del nanotubo se encuentre por encima del punto
isoeléctrico la superficie adquirira una carga negativa y sus interacciones
electrostaticas se estabilizaran al sorber especies catidnicas. La presencia de
sitios activos sobre la superficie, el interior de los nanotubos y el espacio inter-
nanotubo contribuyen a la capacidad de retencion de especies metalicas de los
MWCNTs. Por el contrario, cuando el valor del pH disminuye por debajo del
punto isoeléctrico los protones compiten con las especies catidnicas por los
mismos sitios y la capacidad de sorcion de los nanotubos hacia las especies
cationicas disminuye. En este sentido, debido a que las especies metalicas son
pobremente retenidas a pHs acidos, soluciones conteniendo HCl o HNO3 son
utilizadas para eluir ya que el proton desplazara a la especie retenida. El efecto
del pH es fundamental y debe ser cuidadosamente estudiado en los sistemas de
SPE para la retencion de especies metalicas [Ravelo-Pérez, L. M. y col. 2010].

Como se menciond, la funcionalizacién covalente requiere de
condiciones severas de oxidacion debido a la estabilidad de la estructura de los
MWCNTs lo que puede provocar alteraciones en su superficie, modificando sus
propiedades y pudiendo afectar la capacidad de sorcién de los MWCNTs

[Herrera-Herrera, A. V. y col. 2012]. El estudio de Wang, S. reporta que la
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funcionalizacion covalente no deberia superar el 10% de la superficie del
nanotubo, siendo este un porcentaje de compromiso entre los beneficios
aportados por la funcionalizacion y el deterioro de la estructura [Wang, S. 2009].
Sin embargo, estos aspectos deben verificarse utilizando técnicas que nos
permitan cuantificar el grado de funcionalizacion y por otro lado observar
microscépicamente el efecto sobre la estructura del nanotubo.

Los tratamientos de oxidacidon producen una mejora significativa en la
dispersion de los MWCNTs debido a la disminucion de la atraccion de las
fuerzas de van der Waals y la repulsion que se establece entre los grupos
funcionales. Como consecuencia adicional, la dispersién facilita la utilizacion de

varias técnicas de caracterizacion.

4.2. Funcionalizacion con aminoacidos

Es posible derivatizar los grupos formados durante el proceso de
oxidacion de forma de inmovilizar biomoléculas sobre los MWCNTSs y asi lograr
un sustrato con mayor selectividad [Azevedo Lemos, V. y col. 2008] (Figura 6). La
mayoria de las derivatizaciones se realizan a partir de la formacion de amidas y
ésteres. Estos grupos presentan alta reactividad pudiendo reaccionar con una
gran cantidad de moléculas.

Los aminoacidos y péptidos han demostrado ser de gran interés como
nuevos sustratos en la preconcentracion y/o especiacion de especies metalicas
en solucion debido a la afinidad que poseen para ligar metales. Han sido
utilizados en diferentes campos de la nanotecnologia [Schiffrin, A. y col. 2007],
estudios de la interaccion metal-aminoacido [Stair, J. L. y col. 2007] y separacion
y preconcentracién de metales [White, B. R. y col. 2007].

Los aminoacidos poseen diferentes grupos funcionales con diferente
afinidad para unir metales, su selectividad, fuerte capacidad de unidén e
inocuidad ambiental son algunas de las propiedades que los hacen

biomoléculas ideales para ser utilizadas en la preconcentracién de metales traza
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[Wildgoose, G. G. y col. 2005]. Asimismo, al inmovilizar estas moléculas se les
confiere una orientacion especifica con la cual deben lograr la formacion del
complejo con el metal a retener.

Ante la presencia de aminoacidos tenemos que tener en cuenta tanto la
retencion de las especies metalicas por la formacion del complejo como las
interacciones no-covalentes que pueden presentar con el metal. Los
aminoacidos actian como ligandos bidentados haciendo uso de su grupo
carboxilico y del atomo de nitrégeno del grupo amino.

La forma mas general de preparar MWCNTs funcionalizados con
aminoacidos consta de dos etapas:

1) la obtencion del cloruro de acilo (MWCNT-COCI) que se forma
mediante la reaccion de los MWCNTs oxidados (MWCNT-COOH) con
cloruro de tionilo (SOCI,)

2) la formacion del producto final reemplazando el cloro para formar una

amida

Figura 6. Esquema de ruta sintetica para funcionalizar MWCNTSs con

aminoacidos.

Esta ruta sintetica es la mas comun, sin embargo también se han
reportado amidaciones directas utilizando la activacion por diimida con

compuestos de entrecruzamiento, donde los MWCNT-COOH son activados con
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hipoclorato de  N-eltil-N"-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida  (EDC) o
N,Ndiciclohexilcarbodiimida (DCQC).

Durante la funcionalizacion, la inmovilizacion de los aminoacidos a través
del grupo amino se produce con mayor extension (para formar la amida anclada
a los MWCNTSs), dejando el grupo carboxilato libre para interactuar con los
metales.

Otro aspecto a considerar lo encontramos en la etapa de elucion. Si bien
al disminuir el pH los protones desplazan a las especies catidnicas metalicas
retenidas sobre el sustrato, estd demostrado que los acidos también pueden
provocar un cambio reversible en la estructura terciaria de los aminoacidos
produciendo una rapida y eficiente liberacién del metal retenido desde el sitio
de union [Miller, T. C. y col. 2001].

De esta forma es posible modificar los MWCNTs basandonos en la
creacion de uniones amida para inmovilizar aminoacidos, €j. L-cisteina [Liu, Y.y
col. 2008], L-tirosina [Pacheco, P. H. y col. 2009a y 2009b], L-alanina [Parodi, B.y
col. 2011, Savio, M. y col. 2011], L-prolina [Parodi, B. y col. 2015] y hexahistidina
[Liu, Y. y col. 2009]. La funcionalizacion con aminoacidos busca incrementar la
selectividad de los MWCNT-COOH. Como precedente podemos mencionar: 1)
los MWCNTs funcionalizados con L-cisteina y su aplicacion en SPE para la
retencién de Cd(ll) donde se evidencié que la fuerza ionica de la solucién no
afectaba la retencién de Cd(Il) con su consiguiente ventaja al analizar muestras
provenientes de matrices complejas; y 2) los MWCNTs funcionalizados con
hexahistidina que mostraron un incremento en la cinética de retencion de Cu(ll)
y Ni(Il) inclusive al incrementar en 20.000 y 1.800 veces la concentracion de

iones interferentes en sistemas de SPE, respectivamente.
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5. Técnicas de caracterizacion

Para evaluar las modificaciones introducidas en la estructura de los
nanotubos y entender los procesos de modificacion, es necesario hacer una
caracterizacion lo mas completa posible utilizando una gran cantidad de
técnicas instrumentales. Es necesario como primer paso, conocer las
caracteristicas fisicoquimicas de los MWCNTSs a los cuales someteremos tanto a
procesos de oxidacion como a su posterior funcionalizacién con aminoéacidos.
Entre las técnicas que mas se utilizan para esta caracterizacion encontramos en
la bibliografia, la microscopia electrénica, el analisis termogravimétrico (TGA),
espectroscopia Raman, espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), espectroscopia de fotoelectrones (XPS) y la difraccion de Rx (XRD).

Sin embargo, hay que tener en cuenta que la identificacion inequivoca de
los grupos presentes en la estructura de los nanotubos presenta un desafio
mayusculo para las técnicas de caracterizacion disponibles.

La utilizacion de la microscopia electronica tanto de transmisién (TEM)
como de barrido (SEM) permiten observar la morfologia de los nanotubos con
una gran maghnificacién y resolucion. Con estas técnicas podemos determinar el
grado de aglomeracion y las dimensiones de los nanotubos (longitudes y
diametros). También es posible analizar el grado de purificacién que tienen los
MWCNTs, como materia prima, ya que podremos observar la presencia de
defectos en las paredes de los tubos, nanoparticulas de carbono amorfo y
nanoparticulas metalicas provenientes del catalizador utilizado en la sintesis.
Asimismo al analizar los MWCNT-COOH y los funcionalizados podremos evaluar
la presencia de modificaciones estructurales. Podremos observar si los extremos
de los nanotubos lograron abrirse o no y como se manifiestan los defectos
introducidos por el proceso de oxidacion en la morfologia de los nanotubos
(pliegues de la estructura, acortamiento en el largo). También es posible hacer

uso de la espectroscopia dispersiva en energias (EDS) que acoplada a la
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microscopia electronica nos brinda informacion sobre los elementos presentes
en la muestra. Con esta técnica podremos saber de forma semicuantitativa el
porcentaje de cualquier heteroatomo introducido.

El analisis de los difractogramas obtenidos por XRD permitira analizar la
estructura cilindrica de las paredes del nanotubo y compararlas. También puede
compararse el espaciado interplanar de cada una de las muestras y observar si
los procesos de modicacién han alterado este parametro. El estudio por XRD
nos permitira decir si los procesos de modificacion han cambiado o no la
estructura general de los MWCNTs.

La espectroscopia Raman nos brinda informacién relacionada con
cambios estructurales en los MWCNTSs, especialmente los cambios provenientes
de una modificacion significativa en sus paredes. Los picos caracteristicos
llamados banda D y banda G sufren pequefias modificaciones debido a la
aparicion de heteroatomos sustitucionales, vacancias y otros defectos que en su
conjunto disminuyen la simetria cristalina de la estructura. Tanto el proceso de
oxidacién como el de funcionalizacién introducen defectos en la estructura por
lo cual esta espectroscopia nos permitira evaluar la extension de las
modificaciones en los sustratos sintetizados.

La espectroscopia infrarroja (FTIR) en la regién del infrarrojo medio (200 a
4000 cm™) corresponde a las vibraciones moleculares y el estudio de sus
espectros permite indentificar las vibraciones de los distintos enlaces presentes
entre los atomos que forman la estructura de los nanotubos, con ello
caracterizaremos tanto la estructura primaria como la formacién de nuevos
enlaces. La espectroscopia IR nos permite analizar las especies que se
encuentran sobre la superficie de los MWCNTs. Existen varias formas de
espectroscopia infrarroja, la mas comun es la espectroscopia infrarroja de
transmision, sin embargo las caracteristicas de las muestras hacen que

utilicemos la técnica de reflectancia difusa.
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El analisis por TGA brinda informacion sobre el porcentaje de impurezas
debido a la presencia de nanoparticulas metalicas, carbono amorfo y la cantidad
de estructuras de menor estabilidad presentes los MWCNTs comerciales.
También nos permite conocer el comportamiento frente a la temperatura de los

grupos funcionales y aminoacidos introducidos en la estructura.
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Capitulo 3
Obtencion y Caracterizacion de

Nanotubos de Carbono modificados

En este capitulo se describen las metodologias utilizadas para la obtencién de
los nanotubos de carbono modificados. Se explica cdmo se obtuvieron y que
técnicas se utilizaron para caracterizarlos. Asimismo, se presentan los resultados

de su caracterizacion.
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BET
DDW
DMF
DDA
EDS

FEG

FEG SEM

FTIR-DRS

ICP OES

MWCNTs

MWCNT-COOH
MWCNT-pro

PDVF
SEM

SOCL;
SPE

Abreviaturas

Brunauer-Emmett-Teller

Double distilled water (Agua destilada y desionizada)
Dimetilformamida

Dodecylamine (Dodecilamina)

Energy dispersive spectroscopy (Espectroscopia dispersiva
en energias)

Field Emission Gun (Caiidn de emisién de campo)

Field Emission Gun Scanning Electron Microscope
(Microscopio electrénico de barrido con cafidén de emision
de campo)
Fourier Transform Infrared Spectroscopy-Diffuse
Reflectance Spectroscopy (Espectrofotometria Infrarroja por
Transformadas de Fourier-Espectroscopia de Reflectancia
Difusa)

Inductively coupled plasma atomic optical spectrometry
(Espectrometria de Emisién Optica con fuente de Plasma
Acoplado Inductivamente)

Multi-walled carbén nanotubes (Nanotubos de carbono de
pared multiple)

Nanotubos de carbono de pared multiple oxidados
Nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados
con L-prolina

Polyvinylidenefluoride (Fluoruro de polivinilideno)

Scanning electron microscopy (Microscopia electronica de
barrido)

Cloruro de tionilo

Solid phase extraction (Separacion en fase sélida)
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TEM Transmission electron microscopy (Microscopia electronica
de transmision)

TPD Temperature-programmed  desorption  (Desorcion  a
temperatura programada)

XRD X-ray diffraction (Difracciéon de Rx)
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1. Introduccion

En este capitulo se presenta el trabajo realizado para la obtencion de los
sustratos que se utilizaran luego en los sistemas de separacion en fase sélida
(SPE).

Se desarrollan las siguientes tematicas:

e breve descripcion de las técnicas de caracterizacion utilizadas,
e materiales y reactivos empleados en los distintos procesos,

e caracterizacion de la materia prima (MWCNTSs),

e metodologias utilizadas para la oxidacion de los MWCNTSs,

e caracterizacion de los MWCNTs oxidados,

e metodologia de funcionalizacion con aminoacidos,

e caracterizacion de los MWCNTs funcionalizados con aminoacidos.

2. Técnicas de caracterizacion

La morfologia de los MWCNTSs sin modificar, oxidados y funcionalizados
con aminoacidos se caracterizd empleando microscopia electrénica, de barrido
(SEM) y de transmision (TEM). Para la observacion por SEM se utilizd un
microscopio que emplea como fuente de electrones un cafién de emision de
campo (FEG) que proporciona haces de electrones muy focalizados, lo que
permite mejorar la resolucién espacial, minimizar cargas sobre el espécimen a
observar, causando ademas menos dafio en muestras sensibles. El equipo
empleado fue un Zeiss Supra 40, funcionando a 5 kV. En el caso de la
caracterizacion por TEM se utilizd un microscopio electronico de transmision
Philips CM 200. Las muestras analizadas por TEM se prepararon via suspension
humeda, colocando la muestra en un vial y afladiendo isopropanol. Para lograr
una mejor dispersion se colocd en ultrasonido. Luego con una pipeta Pasteur se

tomd una gota y se depositd sobre una rejilla de cobre previamente cubierta
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con una pelicula de carbon. Las imagenes se registraron con un voltaje de
aceleraciéon de 200 kV.

Los microscopios utilizados, SEM y TEM, cuentan con un detector de Rx
para poder realizar analisis por espectroscopia dispersiva en energias (EDS).
Ambos microscopios utilizan un haz de electrones que interactia con los
atomos de la muestra provocando los fendmenos de interaccién de la radiacion
con la materia. En particular, los electrones secundarios expulsados son los que
se utilizan para formar la imagen de la morfologia de la muestra. Esta expulsion
conduce a la ionizacion de los atomos y para restablecer el equilibrio un
electron de un orbital mas externo va a ocupar el lugar del electrén expulsado.
Este movimiento electronico deja al atomo original con un excedente de
energia. Una de las formas de recuperar el equilibrio es emitiendo un fotén de
rayos X. Estos fotones poseen una energia que se encuentra directamente
relacionada con el peso atomico del elemento que los emite, con lo cual es
posible asociar cada valor de energia emitida con un elemento de la tabla
periodica, y ademas, por el nUmero de fotones emitidos de cada energia, la
cantidad relativa de cada elemento. Estos analisis permiten obtener informacién
quimica elemental de forma semicuantitativa. Estas técnicas permiten detectar
la presencia de particulas provenientes de los catalizadores del proceso de
sintesis de los MWCNTs y otros elementos derivados de los procesos de
oxidacién y de funcionalizacién con aminoacidos.

El grado de incorporacion de grupos funcionales fue calculado por
analisis termogravimétrico y por la formacion del zwitterion con la DDA
[Marshall, M. W. y col. 2006]. Los estudios térmicos se realizaron empleando un
equipo de Termogravimetria marca Shimadzu DTG-50. Las muestras se
analizaron en un rango de temperaturas entre 25 a 1000 °C a una velocidad de
calentamiento de 10 °C min™, bajo flujo continuo de aire. La técnica de
formacién del zwitterion empleada para conocer la cantidad de grupos

carboxilicos presentes en los nanotubos surge como una alternativa frente a los
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procedimientos acido-base que resultan muy complicados por las dificultades
de manipulacién de las muestras a escala nanométrica (filtracion, titulacion
indirecta) [Samori, C. y col. 2010].

Los espectros Raman se adquirieron en un espectrémetro comercial
LabRAMHR-UV-Vis-NIR (HoribaJobinYvon) de resolucion espectral de 2,5 cm™
Se utilizo la linea 514 nm de un laser de argén como fuente excitadora y la
potencia del laser sobre la muestra se utilizd con potencia minima, del orden de
0,05 mW de modo de evitar el calentamiento del punto a observar. El
microscopio acoplado al espectrémetro se utilizé con el objetivo de 50x lo que
permite concentrar el haz en la region de estudio. El analisis por difraccién de
rayos X se realizd6 a temperatura ambiente empleando un difractémetro
PANanlytical, Modelo Empyrean con detector PIXcel 3D, se utilizd un paso de
0,0263 en 26 y se obtuvo registro en el rango de 13°<26<65°, zona suficiente
para la tarea de identificacién y caracterizacion de la muestra. Las muestras en
polvo se colocaron en un capilar de vidrio y los diagramas se obtuvieron en el
modo transmision. Para la identificacion de fases presentes se empled un
programa denominado PC-Identify y la base de datos de la ICDD.

La adsorcién fisica de gases y vapores en solidos es una técnica utilizada
para el estudio de la textura porosa de sélidos de todo tipo pudiéndose
determinar la superficie especifica, el volumen de poros y la distribucion de
tamafio de poros. Para la determinacion de estos parametros se suelen utilizar
gases como Ny, CO; e hidrocarburos, a temperatura constante, obteniéndose asi
la isoterma de adsorcion [Garrido J, y col. 1987]. La caracterizacion textural de
los MWCNTs comerciales se realizé6 mediante la adsorcion de N, a -196°C. Las
isotermas se obtuvieron en un aparato automatico de adsorcion, Micromeritics
ASAP 2020. Antes del andlisis la muestra se desgasifico a 220 °C con una
velocidad de calentamiento de 10 °C min™ durante 480 min. El rea especifica

se calcul6 por el método BET [Brunauer, S.y col. 1938].
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Se empled espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR)
para obtener informacion estructural y de grupos funcionales. Se utilizd un
equipo NICOLET Magna en la modalidad de reflectancia difusa (DRS) que
permite analizar materiales no reflectivos, incluyendo los muy opacos o poco
absorbentes, asimismo permite analizar superficies irregulares y muestras en
polvo. Esta espectroscopia se basa en los fendmenos que tienen lugar cuando
se refleja radiacion infrarroja sobre una superficie irregular. La radiacién
incidente es reflejada, absorbida, dispersada y transmitida por la superficie de la
muestra. La luz reflejada en forma difusa es colectada por la Optica accesoria y
dirigida hacia el detector del espectrofotémetro para obtener un espectro. Se
utilizd el método de la pastilla de KBr para la medicion de las muestras,
utilizando una relacién de 1 mg de nanotubos y 199 mg de KBr. Los espectros
se obtuvieron colectando 90 scans con una resolucion de 4 cm™ entre 400 y

4000 cm™.

3. Materiales y reactivos utilizados

En la Tabla 1 se describen los materiales y reactivos utilizados.

Material/Reactivo Procedencia Caracteristicas
Agua destilada y Barnstead Obtenida por sistema mixto de
desionizada (DDW) intercambio i6nico
DDA Alfa Aesar Pureza > 98,8%
DMF Baker Pureza > 99,95%
HNO3 Baker Para analisis 69-70%
H,SO, Merck Para analisis 95-97%
Isopropanol Biopack Para Analisis ACS
>995%
KBr Merck Para Espectroscopia IR
PVDF Millipore 0,22 ym de poro
MWCNTSs Sun Nano Diametro: 10-30 nm

Largo: 1-10 ym / Pureza: > 90%
Carbon amorfo: < 5% / Fe: 1,3%
SOCl, Merck Grado ACS

Tabla 1. Materiales y reactivos.
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4. Caracterizacion de los MWCNTs comerciales

El certificado de los MWCNTs comerciales brinda informacién sobre las
dimensiones (largo y diametro) y grado de impurezas de los nanotubos. Para
verificar esta informacion y poder compararla con la que se genere luego de la
realizacion de las modificaciones se caracterizo la materia prima.

En la Figura 1 se presentan imagenes SEM a distinta magnificacion que

permiten observar la morfologia de los MWCNTs comerciales.

EHT = 3,00 KV WD = 24mm Mag= 2000KX  SignalA=hlens R 00t EHT = 3.00kv WO= 24mm Mag=15000KX  SignalA=lnlens R

Figura 1. Imagenes SEM de los MWCNTs comerciales.

Las imagenes nos permiten observar una alta densidad de nanotubos no
siendo posible identificar ningun subproducto de sintesis. Las paredes se
observan limpias, sin depdsitos sobre las mismas, los cuales se observan en
MWCNTs de poca calidad, donde es alta la concentracion de carbono amorfo.
Tampoco se detectan particulas brillantes que pudiesen atribuirse a una gran
concentracion de nanoparticulas metalicas utilizadas como catalizador. Se
observan estructuras bastantes homogéneas en relacion a sus diametros vy
largos. También pueden apreciarse algunas aglomeraciones de MWCNTs. Los
nanotubos se encuentran distribuidos en forma aleatoria debido a las
interacciones hidrofobicas entre sus superficies que provocan la repulsién entre

los tubos. Este fendmeno es también apreciable a nivel macroscdpico
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dificultando su manipulacién. Se observa la estructura caracteristica de plato de
espaguetis reportada por numerosos autores [Thostenson, E. T. y col. 2001].

En la Figura 2 se observan las imagenes obtenidas por TEM. En ellas
pueden verse las estructuras de los nanotubos con mayor magnificacion siendo
posible identificar extremos cerrados y la presencia de nanoparticulas metalicas
provenientes del proceso de sintesis. Las nanoparticulas observadas se
encuentran en el interior de los nanotubos y tienen un tamafno de entre 20 y 40
nm aproximadamente. Al igual que en las imagenes SEM las superficies de los
nanotubos se presentan lisas y limpias, sin embargo, a este nivel de
magnificacién es posible observar los defectos en las paredes debido a los
dafos provocados en los procesos de sintesis. En la Figura 2.d) se realizo la
medicion de un nanotubo aislado para verificar su diametro. Si bien el
certificado de origen indica que los diametros se encuentran en el rango de los
10-30 nm se encontraron nanotubos de hasta 100 nm de diametro exterior

(Figura 2.e)).
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Figura 2. Imagenes TEM de a) MWCNTs comerciales, b) extremo cerrado y
nanoparticula metalica en el interior de un nanotubo, c) nanoparticula metalica

en el interior de un nanotubo, d) y e) mediciones sobre nanotubos.

Se realizaron analisis por EDS para determinar los elementos quimicos
presentes en los MWCNTs, detectandose la presencia de Fe como unico
elemento ademas del C y oxigeno debido seguramente a algunas particulas
presentes como O6xido del metal o impurezas, verificandose la informacion
suministrada por el fabricante. En la Figura 3 se observa el espectro obtenido
por el detector acoplado al FEGSEM, la presencia de Al se debe al portamuestra
utilizado como soporte. El espectro obtenido al realizar el analisis por TEM es
similar, pudiéndose verificar que el Fe se encuentra localizado sobre las

nanoparticulas halladas en el interior de algunos nanotubos, Figura 2 c).

C
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Figura 3. Espectro EDS de los MWCNTs comerciales.
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A partir de los analisis termogravimétricos se puede conocer la
estabilidad frente a la temperatura, oxidacion térmica y el contenido de cenizas
(Figura 4). Se determind la presencia de ~11% de residuo, correspondiéndose
con el contenido de impurezas inorganicas de Fe detectado por EDS. Este valor
fue calculado a partir del peso del residuo obtenido después de la oxidacién
completa. El contenido de impurezas carbonosas esta reportado en la
bibliografia como la pérdida de masa por debajo de los 500 °C [Zou, Y.y col.
2004]. No se encontr6 pérdida de masa por debajo de esta temperatura, por lo
tanto no se evidencio la presencia de contenido carbonoso. La descomposicion
de los MWCNTs comerciales comenz6 ~500 °C y aumentd rapidamente hasta

los ~700 °C.
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Figura 4. Termograma de los MWCNTs comerciales.

La caracterizacion de los MWCNTs mediante espectroscopia Raman se
muestra en la Figura 5, reportandose los espectros de primer orden entre 1100
a 1800 cm™. Esta técnica es una herramienta muy importante para la
caracterizacion de los MWCNTs. No requiere preparacion de la muestra, es

relativamente rapida y no destructiva. En el caso de los nanotubos tuvo que
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ajustarse la potencia del laser para evitar producir dafios en las muestras. Es una
técnica util para detectar el grado de desorden luego de los procesos de
funcionalizacién. Las bandas mas caracteristicas de los nanotubos de carbono se
encuentran en la region de altas frecuencias y son una banda intensa sobre
1600 cm™, correspondiente a la vibracién fundamental (primer orden) de
elongaciéon tangencial denominada G, que se relaciona con la energia de los
enlaces sp? y se asigna a las estructuras grafiticas normales y una intensa banda
en la zona de 1300 cm™, denominada D ("Disorder induced"). Esta banda D es
indicadora de la presencia de defectos en las paredes [Eklund, P. C. y col. 1995]
de manera que de la relacidén de intensidades entre las bandas D y G puede
extraerse informacion sobre el nimero de defectos. Por lo tanto, la relacién de
area entre las bandas D y G (Ap/Ac) puede utilizarse para cuantificar el proceso
de oxidaciéon [Rosca, I. D. y col. 2005]. Para los MWCNTs comerciales se obtuvo
una relaciéon Ap/Ag de 0,92. Este valor se compara en los siguientes parrafos con
los valores obtenidos para los nanotubos oxidados y funcionalizados ya que un
incremento en este valor corresponde a una mayor proporcién de carbono sp?,
la cual es atribuida a la presencia de mayores defectos en la estructura [Flahaut,
E. y col. 2005]. La banda D es ligeramente menor que la banda G siendo ésta la

relacién reportada para MWCNTs comerciales [Shi, J. y col. 2009].
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Figura 5. Espectro Raman de MWCNTs comerciales.
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Se utilizd FTIR-DRS para investigar la estructura de la superficie de los
MWCNTs y tratar asi de identificar los grupos funcionales sobre los mismos. En
la Figura 6 se presentan los espectros obtenidos de los MWCNTs: comerciales,
oxidados y funcionalizados con L-prolina. Si bien el espectro obtenido para los
MWCNTs es comparable con el reportado en bibliografia [Avila-Orta, C. A. y col.
2009] no fue posible identificar los grupos funcionales introducidos por la
oxidacion ni por la funcionalizacion. La region por debajo de los 1400 cm™ es la
denominada huella digital y es muy dificil utilizarla para identificar grupos
debido a su complejidad. Los MWCNTSs presentan alta simetria lo que produce
sefiales débiles en el infrarrojo debido a la poca diferencia en los estados de
carga entre los atomos de carbono. Esta escasa diferencia entre los estados de
carga genera dipolos inducidos muy débiles que producen un espectro
silencioso. Es por ello que no se detecta la banda a 1600 cm™ debida a los
enlaces C=C. La amplia banda observada en ~3400 cm™ puede deberse a la
presencia de grupos OH provenientes del agua que se encuentra como
contaminacion en la superficie de los nanotubos [Colthup, N. y col. 1990]. La
banda observada a 1445 cm™ estd reportada como caracteristica de los
MWCNTs [Misra, A. y col. 2007]. Si bien la regién huella digital es muy dificil de
asignar, la banda en ~650 cm™ se encuentra presente en espectros reportados
en la bibliografia para nanotubos pero sin asignacion a un grupo especifico

[Misra, A.y col. 2007].
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Figura 6. FTIR de MWCNTSs: comerciales, oxidados y funcionalizados con L-

prolina.

Del estudio de adsorcion de N, se obtuvo un area superficial BET de 169
m? g%, valor en concordancia con los reportados para MWCNTs comerciales
[Zhang, H.y col. 2002].

Mediante los difractogramas obtenidos por XRD es posible obtener
informacion sobre el espaciado interplanar, las tensiones estructurales y las
impurezas. La naturaleza estructural de los nanotubos hace que los patrones de
difraccién sean muy similares al patron del grafito, identificandose el pico (0021)
tipico de una estructura grafitica, sin embargo el valor de dgg, es de 0,343 nm,
un 2% mayor que el reportado para un grafito perfecto (0,335 nm), esto es
habitual para MWCNTSs y se encuentra reportado en la bibliografia [Salernitano,
E. y col. 2007]. En el difractograma de la Figura 7 se ven los picos tipicos de los

MWCNTSs y no se observan picos de Fe de residuos del catalizador de sintesis.
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Figura 7. XRD de los MWCNTs.

5. Metodologia utilizada para la oxidacion de los MWCNTSs

En la Figura 8 se presenta el esquema con la metodologia de oxidacion

utilizada.

500 mg
MWCNTs

20 ml H,S0,/

evaporacion
de agua en
estufaa

molienda
en mortero
de agata

4 h en bafio dialisis
deaguaa hasta
55°C pH~5,5

HNO3(3:1)
30 min en 50°C
ultrasonido

Figura 8. Esquema de oxidacion de los MWCNTs comerciales.

Se oxidaron 500 mg de MWCNTs comerciales colocandolos en un bafio
ultrasénico con 20 ml de una mezcla de H,SO4 y HNO;3; concentrados en una
relacion 3:1 v/v durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego se
colocaron en una plancha calefactora en bafio de agua y con agitacion
magnética durante 4 horas a 55 °C. Finalizado el proceso de oxidacién se
agreg6 cuidadosamente agua desionizada (DDW) y las muestras se sometieron

a un proceso de limpieza. Alicuotas de la solucion oxidante con los nanotubos
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se colocaron en bolsas de dialisis que se cerraron y sumergieron en DDW. Se
realizé el recambio de agua hasta que no se observo variacion en el valor de pH.
Para finalizar, se retird la suspension del interior de las bolsas y se seco en
estufa a 50 °C hasta obtener el material sélido. Para homogeneizar el tamafio
de particula, el sélido obtenido fue molido en un mortero de agata. Los
MWCNT-COOH se conservaron en desecador.

Durante esta etapa se probaron diferentes alternativas hasta obtener la
metodologia que se describié anteriormente. Dentro de las alternativas
consideradas, dos estrategias utilizadas merecen su comentario ya que su
analisis permitié desarrollar la metodologia definitiva.

A) Oxidacién con una mezcla de H,SO4 y HNO; concentrados en una
relacion 1:3 v/v. Las muestras obtenidas de esta forma se compararon con las
muestras oxidadas con una mezcla de H;SO4 y HNOs; concentrados en una
relacién 3:1 v/v. En esta instancia del desarrollo del proceso de oxidacion, la
neutralizacion y limpieza de las muestras consistio en una etapa de
centrifugacion, seguida del retiro del sobrenadante y agregado de agua para
remover el exceso de acido. Estas etapas se realizaron en forma sucesiva varias
veces. Luego se filtré la solucion con membrana de PDVF de 0,22 ym por vacio
obteniéndose asi las muestras solidas. Para realizar un estudio comparativo se
colocd una porcidén de cada una de las muestras en contacto con DDW y se
analizé el contenido de Fe en el sobrenadante por ICP OES. Se obtuvo una
concentracion de 460 ug I de Fe en el extraido de los nanotubos oxidados
relacion H,SO4HNO3 3:1 y 100 pg I de Fe en el extraido de los nanotubos
oxidados relacién 1:3. La mayor concentracion de Fe presente en el extraido de
los MWCNT-COOH con la relacién de acidos 3:1 se debe a su mayor eficiencia
para remover las nanoparticulas de Fe, sin embargo el proceso de limpieza fue
insuficiente para lograr la completa remocion del Fe liberado en la oxidacion. En
cambio, en los MWCNT-COOH con la mezcla de acidos en la relacion 1:3 solo

fue posible remover el Fe que se encontraba entre los manojos de nanotubos
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pero no fue posible abrir los extremos y conseguir la remociéon del Fe del
interior.

Se estudio el comportamiento térmico y el termograma obtenido de los
MWCNT-COOH con la relaciéon de acidos 1:3 v/v resultando similar al de los
MWCNTs comerciales, es decir, no se evidencioé la incorporacion de grupos
funcionales (Figura 9).

La mayor eficiencia en la remocién del Fe de los nanotubos estuvo
acompafada de una deficiente limpieza de los mismos, ya que si bien el Fe se
solubilizdé no fue capaz de removerse mediante la limpieza por
centrifugacion/extraccion. La falta de remocién del Fe luego de haber sido
extraido del interior de los nanotubos se mejoré implementando membranas de
dialisis. Se utilizaron membranas de celulosa con un tamafio de poro promedio
de 48 A permitiendo el pasaje de agua y compuestos de bajo peso molecular en
solucion mientras que se retienen materiales con un peso molecular mayor a 12
kDa. Estudios reportados en la literatura destacan la importancia de utilizar
procesos de purificaciéon por dialisis para eliminar completamente los posibles
reactivos sin reaccionar y/o los productos secundarios que pudiesen quedar

atrapados en los nanotubos [Georgakilas, V. y col. 2002].

1,0 q
— MWCNTs

MWCNTs oxidados

0,5

normalizada

Pérdida en % en peso

0.0 1 I 1 1
0 200 400 600 800 1000

Temperatura (°C)

Figura 9. Termogramas de los MWCNTs comerciales y de los MWCNT-oxidados

con la relacién oxidante 1:3.
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B) Como se menciond en A se probaron distintas metodologias para la
neutralizacién y limpieza de los nanotubos oxidados. Durante el proceso de
filtracion por membrana utilizando una bomba de vacio de anillo de agua para
evitar el deterioro de la misma por los vapores acidos se obtuvieron films que se
desprendieron de la membrana filtrante. A este tipo de producto en la
bibliografia se lo denomina buckypaper y se corresponde con una delgada
lamina compuesta por el agregado de nanotubos oxidados (Figura 10) [Belloni,
F. y col. 2009]. Al evitar el proceso de filtracién en la metodologia de limpieza
adoptada no se volvié a obtener este producto, sin embargo se menciona por

sus posibles aplicaciones como membrana filtrante en futuros trabajos.

~

25.0kV x2500 Spunt F~—— T

Figura 10. a) Imagen SEM a baja magnificacion de la superficie de los MWCNT-
COOH buckypaper, b) imagen macroscopica.

6. Caracterizacion de los MWCNT-COOH

Luego del proceso de oxidacion los MWCNT-COOH se estudiaron para
determinar cdmo se afectd su estructura.

En la Figura 11 se muestran imagenes SEM de los MWCNT-COOH donde
puede observarse su similitud con las imagenes de los MWCNTs comerciales.
Las superficies de los nanotubos se aprecian lisas y limpias y tal como se

observa en las micrografias, a pesar del fuerte tratamiento de oxidacién al que
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fueron sometidos, los MWCNT-COOH conservan su estructura sin
modificaciones apreciables. Si comparamos las imagenes a menor
magnificacion (20000x) observamos una estructura mas compacta en los
MWCNT-COOH, ello puede deberse a las fuertes interacciones electrostaticas

(versus las interacciones de van der Waals) originadas por la incorporacion de

grupos oxigenados.

100 nm* EHT = 300KV WD= 25mm Mag=15000KX  SignalA=inlens R |

Figura 11. Imagenes SEM de los MWCNT-COOH.

En la Figura 12 se muestran imagenes TEM de los MWCNT-COOH vy al
igual que en el caso de la microscopia electronica de barrido puede observarse
que las imagenes son similares a las de los MWCNTs comerciales, sin presentar
una alteracion significativa en su estructura. Sin embargo, si bien se conserva la
estructura tubular es posible apreciar los defectos en las paredes de los
nanotubos. En el caso de los extremos, se consiguid que algunos se abrieran
aunque otros continlan cerrados y si bien se logro extraer el Fe en forma
mayoritaria se pueden observar adn algunas nanoparticulas atrapadas en el

interior de los nanotubos.
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Figura 12. a y b) Imagenes TEM, ¢) nanotubos con extremo cerrado y

nanoparticulas atrapadas, d) nanotubo con extremo abierto.

El andlisis del espectro de EDS permite verificar que no se logré remover
la totalidad de las nanoparticulas de Fe. Asimismo, es posible identificar la
presencia de S sobre la superficie del nanotubo. Este hecho ya fue observado en
muestras de nanotubos oxidados por mezcla sulfonitrica [Yu, R. y col. 1998] y
fue atribuido a la formacion de grupos sulfato (Figura 13). El Ca seguramente
provenga de los sucesivos lavados a los que son sometidos los nanotubos y

quede ligado a los grupos sulfatos.
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Figura 13. EDS y representacion de los grupos sulfato sobre la pared del

nanotubo.

Los analisis termogravimétricos de los MWCNT-COOH muestran
que el proceso de descomposicion comienza a una temperatura inferior que la
observada para los MWCNTs comerciales (Figura 14). La descomposicion a
menor temperatura ha sido reportada debido a la liberacidon de CO;, proveniente
de la incorporaciéon de grupos funcionales carboxilicos [Xia, W. y col. 2007]. El
proceso de oxidacion provoco la modificacion de los MWCNTSs en los cuales se
encontro que la pérdida en peso observada por debajo de los 500 °C es ~30%.
La masa remanente se estimd en ~4%, observandose una disminucién de las
nanoparticulas de Fe. A partir de los analisis de pérdida de masa se calculé el
contenido de grupos carboxilicos en los nanotubos oxidados. Se obtuvo un
resultado de ~7 mmol de COOH por gramo de MWCNT-COOH. El termograma
obtenido es comparable con el que han obtenido otros autores [Samori, C. y
col. 2010]. La cuantificacién de los grupos carboxilicos se realizdé para identificar

la cantidad de sitios donde los aminoacidos podrian unirse.
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Figura 14. Termograma de los MWCNT-COOH.

Con el propésito de confirmar por una técnica alternativa, la cantidad de
grupos carboxilicos presentes en los nanotubos oxidados, se utilizo el calculo a
partir de la formacion del zwitterion con la DDA empleando el peso del
complejo formado. Esta técnica arrojé una concentracién de ~6 mmol g de
COOH. La cantidad de grupos COOH obtenidos es menor que la que se obtuvo
por TGA y ello se explica debido al impedimento estérico que limita el acceso a
algunos grupos COOH principalmente los localizados en los extremos para
formar el complejo, resultando en un menor porcentaje de uniones amidas
formadas [Samori, C. y col. 2010].

Al observar los espectros Raman obtenidos es posible identificar los picos
caracteristicos de los MWCNTs comerciales demostrando que el tratamiento
acido no ha dafado su estructura (Figura 15). Se calcul6 la relacion de area
Ap/A; obteniéndose un valor de 1,31. Tal como se esperaba se verifico un
aumento en el valor de la relacion. El proceso de oxidacién de los MWCNTs
rompe algunos de los enlaces C=C e inserta grupos funcionales que son
interpretados como defectos en la estructura. La banda G presenta un hombro

en 1610 cm™, conocido como D’ que se debe a un maximo en la densidad de
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estados de fonones, que puede atribuirse a un efecto de desorden inducido

debido al efecto de tamafio finito o distorsion de red [Rosca, L. D. y col. 2005].
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Figura 15. Espectros Raman.

El difractograma realizado a los MWCNT-COOH muestra los picos
caracteristicos de la estructura grafitica y no presenta grandes diferencias con el
patron obtenido para los MWCNTs comerciales (Figura 16). Sin embargo, se
detectan nuevos picos que coinciden con el patrén de difraccion del CaSO,. Este
resultado se encuentra en concordancia con el analisis realizado por EDS, y su
presencia se explica debido al proceso de oxidacion que incorpora los grupos
sulfato a la estructura de los nanotubos. En relacion a la distancia interplanar el

valor obtenido es similar al de los MWCNTs (d=0,3437 A).
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Figura 16. XRD de los MWCNT-COOH.

7. Metodologia de funcionalizacion con aminoacidos

En la Figura 17 se presenta el esquema de funcionalizacion utilizado en
dos etapas: la primera consiste en la obtencion del cloruro de acilo y la segunda

corresponde a la reaccion de sustitucion con el aminoéacido.

500 mg filtracion lavado

) 50 ml de SOCI,
MWCNT-COOH 70°C 24 h con THF secado

+ 2 ml de DMF en estufa

MWCNT-COCI

filtrar, lavar con
etanol, secar,
resuspender en
cloroformo y
filtrar

100 mg 200 mg del
MWCNT-COCI ! aminoacido N 96 h a 45°C con

mezclary dejar

dispersados en dispersados en

20 ml de THF 20 ml de THF agrtacion

Figura 17. Esquema de obtencion de los MWCNTSs funcionalizados con

aminoacidos.
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La funcionalizacién con aminoacidos se realizé por el método indirecto.
Una alicuota de 500 mg de MWCNT-COOH se suspendié en 2 ml de DMF (la
DMF es un solvente que logra suspensiones muy estables con los MWCNTs
[Kakade, B. A. y col. 2008]). A la suspension se le agregd 50 ml de SOCI; y se
colocé a reflujo a 70 °C durante 24 horas para convertir los acidos carboxilicos
en cloruros de acilo. Luego se filtré con membrana de PVDF de 0,22 uym, se lavé
con THF para remover el exceso de SOCI; y finalmente los nanotubos se secaron
en estufa. Los MWCNT-COCI se pusieron en contacto con cada uno de los
aminoacidos utilizados para la funcionalizacién (L-prolina y L-alanina) durante
96 horas a 45 °C con agitacion magnética. Luego, se filtraron, lavaron con
etanol, resuspendieron en cloroformo y filtraron nuevamente. Para finalizar se

secaron en estufa y conservaron en desecador.

8. Caracterizacion de los MWCNTs funcionalizados con

aminoacidos

Los MWCNTSs funcionalizados se analizaron por diversas técnicas con el
fin de confirmar la funcionalizacién y realizar una completa evaluacién de su
morfologia y estructura.

En la Figura 18 se presentan las imagenes SEM obtenidas para los
MWCNTs funcionalizados con L-prolina y L-alanina. Las imagenes son similares a
las obtenidas tanto para los MWCNTs comerciales como para los MWCNT-
COOH. Podemos observar que luego de atravesar todos los procesos descriptos
(oxidacioén, funcionalizacién, lavados, molienda) se conserva la estructura de los
nanotubos y al igual que en el caso de los MWCNT-COOH a menor aumento se
observa una estructura mas compacta, lo que se debe a las cargas superficiales

que mejoran la dispersion.
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Figura 18. a) Imagenes SEM de MWCNT-pro a 20000x, b) MWCNT-pro a
150000x, ¢) MWCNT-ala a 20000x, d) MWCNT-ala a 150000x.

En la Figura 19 se observan las imagenes obtenidas por TEM para los
MWCNT-pro. Se puede ver conservada la estructura tubular de los nanotubos y
una ligera desaglomeracion comparandolos con los MWCNT-COOH que puede
deberse a la mayor cantidad de grupos funcionales presentes debido a la

incorporacion de los aminoacidos.
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Figura 19. Imagenes TEM de MWCNT-pro.

En la Figura 20 se presenta el espectro obtenido por EDS para las
muestras intermedias con la formacién del cloruro de acilo y el EDS de los
nanotubos donde se realizd el reemplazo con L-prolina. Se observa una
disminucion en el porcentaje de Fe, asimismo, se sigue detectando S como
consecuencia de la oxidacion con acido sulfdrico que genera los grupo sulfato y
aparece el Cl debido a la formacién del cloruro de acilo. Si bien en los MWCNT -
pro la concentracion de Cl es menor (25% menor), el espectro pone de

manifiesto que no todos los grupos acilo fueron reemplazados por la L-prolina.

C C
MWCNT-cloruro de acilo MWCNT-pro
cl SCI
b n P 2.
Ca Fe Lk Fe

ik =

3.00 ﬁl_lll] gl_ 3.00 6.00 9.00

Figura 20. EDS de los nanotubos con cloruro de acilo y con L-prolina.
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Los analisis termogravimétricos de los MWCNTs funcionalizados con
aminoacidos presentan diferencias con el termograma de los MWCNT-COOH
evidenciando la presencia del aminoacido. Se observa un incremento en la
pérdida de masa en el rango de temperaturas hasta 350 °C. En la Figura 21 se
presenta el analisis realizado sobre MWCNT-pro y su comparacion con los
nanotubos de las etapas previas. Asimismo, el termograma no muestra la
descomposicion caracteristica de la L-prolina no encontrandose aminoacido

libre. En la Figura 22 se presenta el termograma del aminoacido L-prolina.
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Figura 21. Termograma de los MWCNTs funcionalizados con L-prolina.
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Figura 22. Termograma de la L-prolina.

Al analizar los espectros Raman no se observan cambios significativos,
obteniéndose una relacion de area Ap/Ag de 1,25. La ligera disminucion
confirma que la funcionalizacion de los nanotubos tiene lugar en los grupos
funcionales presentes en las paredes de los nanotubos y no agrega desorden a
la estructura de los mismos. En la Figura 23 se presentan en forma comparativa

los espectros Raman de los diferentes nanotubos utilizdndose como

funcionalizados los MWCNT-pro.
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Figura 23. Espectros Raman de los diferentes MWCNTs.
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El patrén de difraccion obtenido para la muestra de MWCNT-pro (Figura
24) refleja la conservacion de la estructura grafitica de los nanotubos
coincidente con todas las técnicas utilizadas para caracterizar. Asimismo se
observa la desaparicién de los picos pertenecientes al CaSO4 coincidente con el

espectro de EDS.
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Figura 24. XRD de los distintos nanotubos estudiados.

9. Observaciones generales

El objetivo de conocer el impacto de los procesos realizados sobre los
nanotubos de carbono esta enfocado en su aplicacion. Como se mencioné en el
Capitulo 1 el material debe reunir determinadas caracteristicas para su uso
como sorbente, entre ellas es fundamental la estabilidad. En procesos de SPE los
nanotubos deben soportar condiciones severas: soluciones en un amplio rango
de pH, numerosos ciclos de elucion con acidos inorganicos en diferentes
concentraciones, soluciones organicas, entre otras. Es por ello que la
complementariedad de técnicas utilizadas para su caracterizacion permite armar

el rompecabezas y arribar a algunas consideraciones sobre las particularidades
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que alcanzaron los nanotubos sometidos a diversos procesos para su
funcionalizacién.

Las microscopias electronicas, de barrido y de transmision, el analisis por
TGA y por XRD permitieron corroborar que todos los procesos a los que fueron
sometidos los nanotubos no alteraron significativamente la integridad de su
estructura. Esto es importante ya que permite suponer que podran resistir las
condiciones de los procesos de SPE sin sufrir dafios considerables en su
morfologia y podran ser utilizados en un gran niumero de ciclos.

Las técnicas de EDS y XRD permitieron determinar la identidad y
estructura tanto de las impurezas como de compuestos intermedios presentes
en los nanotubos. Esta informacién permite predecir si estos compuestos
podran o no actuar como interferentes en alguna de las técnicas analiticas
espectroscopicas de deteccion y cuantificacion de elementos. De esta forma, al
analizar la informacion en su conjunto, es posible arribar al % de pureza de la
materia prima (~11%) y la composicidn del residuo inorganico (Fe) y observar la
formacién de estructuras intermedias (CaSO,4). Asimismo, la termogravimetria
permite observar la disminucion de las impurezas inorganicas al 4% debido al
proceso de oxidacion y posterior limpieza.

Los termogramas, el espectro de EDS y las técnicas de cuantificacion de
grupos carboxilicos permitieron determinar que no todos los grupos fueron
sustituidos por el aminoacido, quedando grupos carboxilicos libres que también
aportaran en el proceso de retencidon de cationes. Un indicio de esto lo aporto
la técnica de cuantificacién de grupos carboxilicos por el método del zwitterion
ya que no todos los grupos pudieron reaccionar debido a un impedimento
estérico y es probable que lo mismo ocurriese con los aminoacidos L-prolina y
L-alanina.

La espectroscopia Raman, al igual que las microscopias electronicas,
permitio observar la integridad de los nanotubos como estructura, pero,

ademas, aporto informacién que permite suponer la union de los aminoacidos a
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la pared de los nanotubos. En los MWCNT-COOH se observé un aumento del
desorden (mayor cantidad de uniones sp®), con lo cual se observa la
incorporacion de los grupos a la pared de los nanotubos. Este desorden no se
vio incrementado en los MWCNT-pro, es decir que el proceso de amidacién no
rompi6 enlaces sp? de la estructura tubular de los nanotubos, por lo tanto, el
aminoacido se uni6 a los grupos carboxilicos formados en la etapa de la
oxidacion.

Algunas técnicas utilizadas no aportaron informacién significativa pero
representaron un desafio en la manipulacién y preparacion de las muestras. Por
lo tanto, el aprendizaje adquirido resulté valioso para comprender los desafios
que se deben enfrentar al tener que rellenar microcolumnas en los sistemas de

SPE.
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En este capitulo se utilizara al i6n Cu(ll) como modelo para evaluar las
capacidades analiticas de los nanotubos de carbono como material sorbente en
sistemas de preconcentracion. Se desarrollaran los conceptos relacionados con
la utilizacién de microcolumnas, los acoplamientos instrumentales para estudios
de preconcentracion en linea, la optimizacion de parametros analiticos y la
aplicacién de la metodologia optimizada a la determinacién de Cu en aguas

naturales de diversos origenes.
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DDW
FAAS

Fl
ICP MS

ICP OES

LOD
LOQ
MWCNTs

MWCNT-COOH
MWCNT-pro

PDVF
RSD
SPE

modelo

Abreviaturas

Double distilled water (Agua destilada y desionizada)

Flame atomic absorption spectrometry (Espectrometria de
absorcion atémica con llama)

Flow injection (Inyeccion en linea)

Inductively  coupled plasma  mass  spectrometry
(Espectrometria de Masas con fuente de Plasma Acoplado
Inductivamente)

Inductively coupled plasma atomic optical spectrometry
(Espectrometria de Emisién Optica con fuente de Plasma
Acoplado Inductivamente)

Limit of detection (Limite de deteccion)

Limit of quantification (Limite de cuantificacién)
Multi-walled carbdén nanotubes (Nanotubos de carbono de
pared multiple)

Nanotubos de carbono de pared multiple oxidados
Nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados
con L-prolina

Fluoruro de polivinilideno

Relative standard deviation (Desviacidon estandar relativa)

Solid phase extraction (Separacién en fase sélida)
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1. Introduccion

El Cu es un elemento esencial para el hombre desde la prehistoria. La
Edad de Bronce lleva el nombre de una aleacion de Cu y es en este periodo
historico donde se desarroll6 su proceso metalurgico. Este elemento y sus
aleaciones tienen un rol significativo en el desarrollo de las distintas
civilizaciones, desde los antiguos egipcios y romanos hasta la sociedad actual.
Sus excelentes propiedades relacionadas con la conductividad y ductilidad
hacen que se lo utilice en la fabricacion de componentes eléctricos, materiales
para la construccion y tuberias de conduccion de agua [Tobiasz, A. y col. 2012].
La utilizacién del Cu y aleaciones con Cu en las caferias para el transporte de
agua es particularmente importante y debe prestarse especial atencion por la
posibilidad de liberar iones al agua de bebida debido al contacto directo. Esto
adquiere especial relevancia en algunas situaciones particulares, por ejemplo, si
el pH del agua se encuentra por encima de 7 o presenta una alta concentracion
de carbonatos, ya que puede aumentar la solubilidad del Cu y aumentar asi su
concentracion en el agua de bebida. Otra fuente importante de Cu se adscribe a
la presencia de compuestos quimicos que se utilizan en grandes cantidades,
como alguicidas y fungicidas (por ej. sustancias para la limpieza del agua en
piletas de natacion), sustancias para preservar la madera y fertilizantes [Tobiasz,
A.y col. 2012].

También debemos destacar la presencia del Cu en el ambiente debido a
fuentes naturales como la meteorizacion de las formaciones rocosas y la
actividad volcanica que aportan una concentracion basal en aguas naturales en
el rango 1-20 pg I para aguas dulces superficiales, y del orden de 0,15 pg I,
para agua de mar [Hodson, P. V. y col. 1979]. Estos valores se ven

incrementados por los diversos aportes antropogénicos.
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Los iones de Cu que se liberan al ambiente pueden acumularse en
organismos vivos [Tobiasz, A.y col. 2012]. Los efectos en la salud debido tanto a
la deficiencia como a la excesiva exposicion al Cu para plantas, organismos
acuaticos y seres humanos han sido ampliamente reportados [WHO reporte,
2004].

La deficiencia del Cu en la nutricibn humana puede provocar anomalias
como anemias o malformaciones Oseas, por lo que el Cu se considera un
elemento esencial [Nath, R. 1997]. Vestigios de Cu intervienen en reacciones
metabdlicas formando parte de diversas proteinas [Aitio, A. y col. 1991], tales
como la ceruloplasmina, la citocromoxidasa, etc. Sin embargo la exposicién a
altas concentraciones de Cu puede producir dafios oxidativos a lipidos,
proteinas y ADN, contribuyendo a desérdenes neurodegenerativos [Gaetke, L.
M.y col. 2003].

En ambientes oxigenados el Cu se encuentra en estado de oxidacion +2,
siendo éste el predominante en aguas naturales superficiales. El estado de
oxidacién +1 se encuentra presente en ambientes acuaticos reductores. El i6n
libre en estado de oxidacidon +1 (Cu™) es inestable en soluciones acuosas,
tendiendo a desproporcionarse a Cu (+2) y Cu elemental, excepto que esté
estabilizado por un agente ligante. En medio acuoso el Cu (+1) solo es capaz de
formar compuestos muy poco solubles con cianuro, sulfuro y fluoruro [IPCS,
1998].

En su estado de oxidacion (+2), ademas del ién libre (Cu®*), el Cu se
compleja con ligandos inorgénicos tales como H,0, OH,, COs*, ClI" y SO4*;
asimismo, se compleja con ligandos organicos a través de grupos fendlicos y
carboxilicos [Cotton, F.A.y col. 1989].

El contexto brevemente descripto, las caracteristicas fisicoquimicas y su

potencial toxicidad hacen que este estudio esté enfocado en la necesidad de
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disponer de métodos analiticos sensibles y confiables que permitan la
determinacion del estado de oxidacion +2 del Cu a bajos niveles de
concentracion, que es ademas en el que se encuentra en una gran variedad de
aguas.

En la revisién bibliografica realizada, encontramos que los MWCNTSs se
han utilizado para preconcentrar Cu utilizando como agente complejante la o-
cresolftaleina aplicandose a la determinacién de este metal en aguas [Duran, A.
y col. 2009]. También se ha utilizado el complejo ditiocarbamatopirrolidina de
amonio [Tuzen, M.y col. 2008] con el mismo propdsito. El Cu ha sido retenido y
preconcentrado en forma directa utilizando MWCNT-COOH como sustrato por
Stafied A. y col. En su publicacion encontraron que la mayor adsorcién ocurria a
pH 9 explicando que probablemente la preconcentracion es posible en la regidon
alcalina debido a un proceso simultaneo de adsorcién/precipitacion.

En este capitulo se utilizan microcolumnas rellenas con MWCNT-pro
como sustrato para retener y preconcentrar Cu(ll). Se buscan las condiciones de
trabajo apropiadas para conseguir su retencion cuantitativa. La retencion se
realiza en linea con las consiguientes ventajas en la manipulacién de muestras y
consumo de reactivos. La utilizacién de la espectrometria de absorcién atémica
con llama (FAAS), una técnica conocida para la deteccion de Cu(ll), permite

hacer foco en la implementacion del sistema en linea con columna.

2. Técnicas para la determinacion de Cu

Las técnicas mas extendidas para la determinacidon de Cu en solucién son
las espectrometrias atodmicas. Existe bibliografia donde se utilizan desde las
metodologias mas avanzadas como la espectrometria de masas con fuente de
plasma acoplado inductivamente (ICP MS) hasta las técnicas mas tradicionales

como la FAAS [Bora, T.y col. 2015, Tobiasz, A. y col. 2012].
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Cuando se utilizan espectrometrias atdmicas o las técnicas basadas en el
uso de plasmas para la deteccion y cuantificacion del Cu(ll) es necesario hacer
una serie de etapas de pretratamiento, en particular preconcentracion, para
mejorar los limites de deteccion que nos permitan determinar Cu(ll) en matrices
naturales a los niveles esperados y/o reducir los efectos de potenciales
interferentes.

La FAAS pertenece a las espectroscopias de absorcion atomicas donde se
utiliza una llama para generar atomos libres en estado basal. En FAAS, la
muestra luego de una serie de procesos se convierte en aerosol para que el
solvente (generalmente agua), pueda evaporarse facilmente dejando particulas
de sales, las cuales se convierten en gases debido a la alta temperatura de la
llama y después en atomos neutros, capaces entonces de absorber radiacion
electromagnética a una longitud de onda especifica. Para ello, la muestra es
aspirada por un nebulizador neumatico y se libera como finas gotas en una
camara donde se mezcla con el gas combustible y el oxidante antes de alcanzar
la rendija del quemador, donde se encuentra la llama. Para producir la llama, se
utilizan generalmente mezclas de aire-acetileno (temperatura aproximada de
2200 °C-2400 °C) u oxido nitroso-acetileno (temperatura de ~2950 °C).

El proceso de analisis por FAAS se mejora significativamente cuando la
introduccion de muestras se realiza en forma continua (FI). La modalidad de
inyectar la muestra en un flujo continuo (FI FAAS) permite disminuir el consumo
de muestra y preconcentrar el analito de interés. Ademas, tiene como ventaja la
disminucion tanto del tiempo de analisis como de los efectos de matriz en la
etapa de preconcentraciéon y la introduccion directa de la muestra en el
nebulizador disminuyendo el riesgo de contaminacion.

Por ese motivo se ha popularizado el uso de sistemas de FI FAAS para la

preconcentracion de metales pesados, por ejemplo en muestras de agua de
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origen industrial [Tiwari, S. y col. 2015]. La mayoria de estos métodos utilizan la
separacion en fase sélida (SPE) como método de preconcentracion. En el trabajo
de Saxena, R. y col. utilizan una resina modificada como sorbente, encontrando
que el sistema propuesto es capaz de detectar la presencia de Cu(ll) inclusive
ante la presencia de altas concentraciones de interferentes. EIl método se
presenta automatizado y alcanza un buen limite de deteccion cuando se aplica
a muestras de agua industriales [Saxena, R. y col. 2016].

La metodologia propuesta en este trabajo combina ambas ventajas: la
preconcentracion utilizando SPE y el sistema de FI. De esta forma se pretende
mejorar tanto los limites de deteccion como el control de los posibles
interferentes sumado a las ventajas del sistema FI en relacién al minimo

contacto con la muestra y disminucion del consumo de reactivos.

3. Analito modelo

La irrupcion de los MWCNTSs en la quimica analitica llevo a varios autores
a evaluarlos como posibles sustratos para la preconcentracion de distintos
metales en solucion. La informacién consultada pone de manifiesto la alta
afinidad de los iones divalentes como el Cu(ll), Pb(Il), Zn(II), Co(Il), Ni(Il), Cd(Il) y
Mn(II) por los MWCNTs oxidados con distintas metodologias [Stafiej, A. y col.
2008, Zawisza, B. y col. 2012].

En relacidon al Cu(ll), se encuentran publicados muy buenos resultados
analiticos empleando sistemas de preconcentracion en batch alcanzandose
limites de deteccion de 2,1 pg I utilizando FAAS [Stafiej, A. y col. 2008]. Stafied,
A. remarca la alta afinidad de los MWCNTs frente al Cu(Ill) comparado con otros
iones divalentes. Asimismo, esta alta afinidad por el Cu(ll) hizo que se utilizaran

MW(CNTs en sistemas de filtracion para purificar agua [Tian, Y. y col. 2012].
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Todos estos antecedentes motivaron la utilizacion de Cu(ll) como i6n

modelo para desarrollar e implementar un sistema aun mas eficiente y con

menor participacion del operador como es el SPE en linea y estudiar los factores

que afectan los resultados analiticos para posteriormente aplicarlo a la

preconcentracion de otros elementos de interés ambiental y ecotdxico como

son el Hg y Bi.

4. Materiales, reactivos e instrumentos utilizados

En la Tabla 1 se describen los materiales, reactivos e instrumentos

utilizados.

Material/Reactivo

Instrumento

Procedencia

Caracteristicas

Agua destilada 'y
desionizada (DDW)

Bomba Peristatica
Minipuls®3

Espectrémetro de
Absorcion Atémica

HNO3
Lampara de Cu de
catodo hueco

Barnstead

Gilson

Shimadzu

Baker
Hamamatsu, Photonics K.

Obtenida por sistema
mixto de intercambio
idnico
De alto caudal,
multicanal, con
mangueras resistentes a
los productos quimicos
Modelo AA-6800
Corrector de lampara de

deuterio
Para analisis 69-70%

Mangueras de Tygon Ismatec d.i.; 1,52; 1,14 mm
Resistente a acidos
PVDF Millipore 0,22 ym de poro
Solucion de Cu(Il) 1000 Merck Solucién comercial
mg ml™ estandar
Tabla 1. Materiales, reactivos e instrumentos utilizados.
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5. Metodologia utilizada

5.1. Experimentos preliminares, materiales y métodos

Para evaluar las posibilidades de retencion del Cu(ll) se realizaron
estudios en sistemas discontinuos (batch) utilizando una variedad de
nanosustratos que presentan diferentes caracteristicas: a) MWCNTs, b) MWCNT-
COOH oxidados con la relacion H>SO4HNOs 3:1 v/v, ¢) MWCNT-COOH
oxidados con la relacion H,SO4:HNO3 1:3 v/v y d) MWCNT-pro. Si bien, como se
explicd en el capitulo anterior, la oxidacion con la relacion de acidos de 1:3 se
descarté por no resultar la mas apropiada luego de su caracterizacion, se la
incluyd en las pruebas preliminares a fin de verificar su comportamiento en este
caso especifico.

Todo el material utilizado para contener soluciones, tanto de vidrio como
de plastico, se lavd con DDW, se dejé en remojo con HNO3 10% v/v durante 24
h y finalmente se enjuagd varias veces con DDW. Todas las muestras y
estandares se conservaron en botellas de polietileno (50 ml) o tubos Falcon® a
pH<2 con HNO;, refrigeradas (2 °C) segun las recomendaciones de la EPA para
la conservacion y almacenamiento de muestras de agua [Code of Federal
Regulations, 1984].

Se utilizaron soluciones comerciales estandar de Cu(ll) de 1000 mg It
(Merck) para realizar con ellas todas las diluciones necesarias. Las diluciones se
prepararon diariamente.

La metodologia empleada para los estudios en batch se hicieron
siguiendo los lineamientos de Stafiej, A. y col. 2008. Se pusieron en contacto 20
mg de cada uno de los sustratos estudiados con 10 ml de una solucién de Cu(ll)
de 1 pg ml™ preparado en agua DDW sin ajuste de pH. Las muestras se agitaron
durante 4 h a temperatura ambiente. Las suspensiones se centrifugaron a 3000

rpm y el sobrenadante se filtré6 con membrana de PDVF de 0,22 ym de tamafio
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de poro. Las soluciones de Cu(ll) de 1 pg ml™ se prepararon desde soluciones
comerciales estdndar de 1000 mg I™*. Las soluciones se midieron por
espectrometria de emision Optica con fuente de plasma acoplado
inductivamente (ICP OES) y los resultados se presentan en la Figura 1. La
cantidad de Cu(ll) retenido se calculé por diferencia entre la concentracién de la
solucion inicial (Cp) y la concentracion medida en la solucién al finalizar la

experiencia (Cy). Los experimentos se realizaron por triplicado.

BMWCNTs B MWCNT-COOH relacion 1:3  ® MWCNT-COOH relaciéon 3:1 B MWCNT-pro

90
56
50
2 I
I

% de retencion de Cu(Il)

Figura 1. Porcentaje de retencion de Cu(ll) en los experimentos en batch.

Los resultados reflejan la posibilidad de mejorar notablemente la
selectividad de los nanotubos al modificarlos con aminoacidos.

La bibliografia consultada y los resultados obtenidos son consistentes en
el uso de Cu(ll) como idbn modelo para la implementacion del sistema de SPE en

linea.
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5.2. Condiciones operativas

En la Tabla 2 se presentan las condiciones de operacién del equipo de

FAAS.

Parametros Instrumentales

Longitud de onda 324,8 nm
Ancho de rendija 0,5 nm
Corriente de la lampara 6 mA
Correccion de fondo BGC-D2
Caudal de CoH, 1,8 | min™

Tabla 2. Parametros de operacion.

5.3. Preparacion de la columna

En base a los resultados obtenidos se eligié como substrato para las
subsecuentes experiencias a los MWCNT-pro. Se utilizaron ~20 mg de MWCNT-
pro para rellenar las puntas conicas de una micropipeta de plastico (tips
amarillos), Figura 2. Se eligi6 este soporte ya que el grupo de trabajo tiene
experiencias exitosas utilizando tips como microcolumna [Pacheco, P. H. y col.
2009]. Las columnas se rellenaron en forma manual por el método de
empaquetamiento en seco y se utilizaron topes de fibra de vidrio para evitar la
migracion del sorbente al sistema en linea. Las columnas se pre-acondicionaron
antes de cada medida haciendo pasar i) solucién de HNO3 10% v/v, ii) DDW vy iii)

solucion acuosa del mismo pH de la solucién conteniendo al Cu.

Figura 2. Tip relleno con MWCNT-pro.
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5.4. Procedimiento general

Las soluciones se ajustaron a los pHs seleccionados y se hicieron pasar a
través de la columna utilizando la bomba peristaltica a una velocidad de 1,0 ml
min’. El sistema utilizado para la carga y elucién de la muestra se encuentra
esquematizado en la Figura 3. Se comienza acondicionando la columna con una
solucién de igual pH que la solucion que contiene al analito colocando la
valvula V; en la posicion B. La valvula de inyecciéon (V,) se coloca en la posicion
de carga (a) y se pasa la muestra conteniendo al Cu(ll). La valvula V; se coloca en
la posicion de elucion (b) y se eluye el Cu retenido con una solucion de HNO3
10% v/v con un caudal de 1,0 ml min™.. Todo esto se realiza con una bomba
peristaltica y una valvula externa al equipo de FAAS. Seguidamente se introduce
el analito. Para finalizar, la microcolumna se regenera haciendo pasar i) solucion

de HNO; 10% v/v, ii) DDW y se vuelve a utilizar iniciandose un nuevo ciclo.

E.
M b |—»| FAAS

Figura 3. Esquema instrumental utilizado, M. muestra; B. solucién con el pH
seleccionado, E. eluyente, D. descarte, B; y B,. Bombas peristaticas, C.
microcolumna (tip) rellena con MWCNT-pro, V,. Valvula de inyeccion. Posiciones

de la valvula: (a) carga y (b) elucién.
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5.5. Optimizacion de variables

A continuacion se describe la optimizacién de los parametros quimicos y

fisicos del sistema de analisis en linea.

5.5.1. Efecto del pH

Como se menciond en capitulos anteriores el pH tiene un papel
fundamental en la retencién de especies cargadas sobre la superficie de los
nanotubos de carbono. Esto se debe a la relacién entre la carga de la superficie
y la carga del analito en funcion del pH de la solucion. De esta forma el pH de la
solucion esta condicionando la relacién entre el sustrato y el analito. Cuando el
pH se encuentra por encima del punto isoeléctrico (punto de carga cero) de los
MWCNT-pro, la superficie del sustrato adquiere carga negativa y permite la
atraccion de cationes en solucion.

Para estudiar el efecto del pH de la solucion de carga en la retencion del
Cu se prepararon soluciones en un rango de pH comprendido entre 1,0 y 9,0.
Las muestras se procesaron segun el Procedimiento general (punto 5.4.). Los
resultados obtenidos se presentan en la Figura 4 donde se grafica el porcentaje

de Cu retenido por la columna.

90

60

% de retencion

0 T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 6 7 8 9

pH

Figura 4. Efecto del pH en la retencion de Cu utilizando MWCNT-pro
como sustrato.
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El estudio muestra un incremento en el porcentaje de retencion del Cu(ll)
en pHs cercanos a 3 por lo que este valor se seleccioné para continuar el
estudio de variables. La disminucion de la retencion a pHs altos se puede deber
a la formacion del hidréxido (pH>6) y, a pHs muy bajos, ocurre la competencia

del H™ con las especies cationicas.
5.5.2. Efecto del caudal de carga

La optimizacion del caudal de carga permite encontrar las condiciones
Optimas para lograr la retencion cuantitativa del Cu(ll) en la microcolumna
buscando el compromiso entre la maxima retencion y un tiempo de analisis no
muy prolongado. Se estudié la influencia del caudal de carga a pH 3 (pH
optimizado). Tal como se observa en la Figura 5 la retencion disminuye
ligeramente a partir de un caudal superior a 1 ml min™. Con el objetivo de evitar
el empaquetamiento de la microcolumna con la consecuente sobrepresion en el

sistema se adopto un caudal de carga de 1 ml min™.

100
80 4
60 1

40

% de retencion

20 4

0 J T v T y T
0,5 1,0 1,5 2,0

Caudal de carga (mL min'1)

Figura 5. Efecto del caudal de carga en la retencion del Cu(ll).
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5.5.3. Efecto de la concentracion y caudal del eluyente

En la bibliografia se menciona que los procesos hidrometalurgicos de
extraccion de Cu(ll) se realizan con H,SO4 [Tobiasz, A.y col. 2012]. Sin embargo,
en el trabajo de S. Walas y col. se probaron soluciones de HNO3 y H,SO4 para
realizar la elucion de iones Cu(ll) de un sorbente sdélido (silica modificada)
encontrandose que el HNO3 5% v/v resultaba ser el eluyente mas eficiente
[Walas, S.y col. 2006].

Teniendo en cuenta este estudio y entendiendo que el proceso de
elucion involucra el desplazamiento del analito retenido por los H* [Pacheco, P.
H. y col. 2009], para conseguir la elucion del Cu(ll) se utilizd6 HNO; y se
estudiaron concentraciones en el rango entre 1 a 15% v/v. Se obtuvieron
recuperaciones cuantitativas utilizando HNO3 10% v/v.

El caudal de elucion tiene influencia no solo en el desplazamiento del
analito retenido en los MWCNT-pro sino que también afecta al proceso global
de medicién. Se estudiaron varios caudales de elucion y se encontré que al
utilizar un caudal de 1 ml min™ se alcanzan buenos resultados en cuanto a la

repetibilidad de la medicion.

5.5.4. Volumen de elucién

Para calcular el volumen en el que se eluye el Cu(ll) retenido se midié el
tiempo en el que se obtiene la sefial de Cu(ll) y se utiliz el caudal de elucion
para calcular el volumen. La experiencia se realizd varias veces dando como

resultado que el Cu(ll) se eluye en 2,2 ml.

5.6. Capacidad y re-utilizacion de la microcolumna

La capacidad de adsorcidon de la microcolumna es el parametro que
determina la cantidad maxima de analito capaz de ser retenida por gramo de

sorbente (en este caso MWOCNT-pro). La capacidad de retencién de la
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microcolumna de MWCNT-pro se estudié de forma dindmica utilizando una
solucion de 200 pg It de Cu(ll) con un caudal de carga de 1 ml min’t. La
determinacion del total de Cu(ll) retenido se realizé integrando el area bajo la
curva de la Figura 6. Se obtuvo una capacidad de retencion de Cu(ll) de 0,09 mg
g™

Asimismo se estudid la estabilidad y capacidad de regeneracion de la
microcolumna. Para regenerarla se utilizaron 3 ml de HNO3; 10% v/v y DDW. La
microcolumna se mantuvo estable sin observarse deterioro ni disminucién del

porcentaje de recuperaciéon del Cu(ll). Se realizaron 200 ciclos de

preconcentracion sin observarse ninguno de los efectos mencionados.

200

-1

Concentracion de Cu(ll) en el eluido (ug L )

100 u

o

T ¥ T L T 4 1
10 20 30 40
Volumen de muestra (mL)

o

Concentracién de la solucion de carga 200 pg L i

Figura 6. Estudio de la capacidad de retencion de Cu(ll).

6. Desempeio Analitico

Se obtuvo un factor de preconcentracion de 27 teniendo en cuenta la

relacibn de pendientes del sistema con preconcentracién 'y sin
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preconcentracion, utilizando un volumen de muestra de 5 ml. El desvio estandar
relativo (RSD) alcanzado es de 6,5 % al medir 10 muestras de Cu(Il) a un nivel de
20 pg It Se alcanzé un limite de deteccién (LOD) de 8 pg I'. Para calcularlo se
realizaron 10 medidas independientes del blanco y se utilizé el criterio de 3o del
desvio estandar de las medidas realizadas. El limite de cuantificacion (LOQ) es
de 28 ug I utilizando el criterio de 100. La linealidad del sistema optimizado se
estudié desde valores cercanos al LOD hasta 200 ug I™* con un coeficiente de
correlaciéon de 0,9986.

Lamentablemente no fue posible en esta etapa de la tesis conseguir
material de referencia certificado para poder procesarlo con la metodologia
propuesta y comparar los resultados alcanzados. Se midieron las muestras en
forma directa (Tabla 3) y luego se realizé un estudio de recuperacion agregando
30 pg It de Cu(ll). Las recuperaciones variaron entre 97 y 108 %. En la Tabla 4 se

presentan los datos obtenidos del estudio de recuperacion.

Muestra Metodologia

desarrollada [ug I

H,O de red 163 +1,0
Agua de rio de Mendoza <LOD
Agua de rio de Mendoza <LOD
Agua de rio de Mendoza <LOD
Agua en cercania a una mina 394 +25
Agua en cercania a una mina 15,6 £ 0,9
Agua en cercania a una mina <LOD

Tabla 3. Determinacion de Cu(ll) en distintos tipos de aguas.
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Muestra Cantidad de Cu % de
Cu agregado encontrado  Recuperacion
(ug 1)
Agua de rio de Mendoza 30,0 29,1+19 97%
Agua de rio de Mendoza 30,0 30,9120 103%
Agua de rio de Mendoza 30,0 32,1+1,7 107%
Agua en cercania a una mina 30,0 29,719 99%

Tabla 4. Resultados del estudio de recuperacién.

7. Efecto de iones concomitantes

Es necesario estudiar como afecta a la seial de Cu(ll) la presencia de
otros iones en solucidn, para ello, se estudia como interfieren otros iones que
normalmente coexisten con el Cu(ll). Para realizar este estudio se emplearon
soluciones de 30 ug It de Cu(ll) a las que se le adicionaron concentraciones de
Ni(Il), Cd(I), Zn(l), Mn(ll), Co(ll), SO4* y CIt en dos niveles de concentracién: a)
100 pg Ity b) 1000 ug I Las soluciones preparadas de esta forma se
procesaron segun la metodologia analitica optimizada (5.4. Procedimiento
general). Se observd que la presencia de los iones estudiados hasta una
concentracion de 1000 pg I no afectan la sefial de Cu(ll) lo que demuestra la

selectividad del método desarrollado.

8. Analisis de aguas naturales

La metodologia desarrollada se empled para la determinacion de Cu(ll)
en aguas procedentes de rios de la provincia de Mendoza. Las muestras
colectadas se filtraron utilizando membrana de PDVF de 0,22 um de tamano de

poro y almacenadas a 2 °C. Los resultados estan presentados en la Tabla 3.
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9. Conclusiones

Mediante la utilizacién del Cu(Il) como ién modelo fue posible desarrollar
la metodologia analitica utilizando MWCNT-pro como sorbente en sistemas de
SPE en linea. Se encontraron las condiciones apropiadas para lograr la retencion
del Cu(ll) en los nanotubos funcionalizados y su posterior desorcion para poder
realizar la medicion en forma cuantitativa.

Esta primera etapa de trabajo analitico permiti6 identificar puntos donde
implementar optimizaciones que permitan obtener mejores desempenos
analiticos. La implementacion de sistemas de SPE en linea acoplados a
instrumentos comerciales tiene la ventaja de que es posible aplicarlo en la
mayoria de los Laboratorios Analiticos pero muestra también la necesidad de
adaptar algunos parametros instrumentales a las limitaciones de los softwares
comerciales. Por ejemplo, el reemplazo del loop por el tip de micropipeta a
modo de columna fue exitoso, pero también se identific6 como un punto a
mejorar; por un lado no permitié utilizar el flujo reverso para la elucion, por el
otro, la geometria del tip y el sentido del caudal de carga y elucién produjeron
la prematura compactacion del sistema.

Otro aspecto relevante de esta etapa de trabajo fueron las experiencias
en batch, que mostraron la posibilidad real de conseguir selectividad a partir de
la funcionalizacion de MWCNTs con aminoacidos. Si bien esto es particular para
cada sistema sustrato/analito/matriz y debe ser estudiado en forma especifica,
en este capitulo queddé demostrado que los aminoacidos son una posibilidad
concreta de lograr selectividad.

El trabajo realizado con Cu(ll) permitié implementar el método de SPE y
aporté informacion valiosa para aplicar esta metodologia a otros analitos de

interés ecotoxico. Es importante resaltar que esta primera experiencia sirve de
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guia para optimizar el desempefio analitico incorporando mejoras en los puntos

identificados.
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AAS
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DDW
EDL

EPA

FE
FIAS

HPLC

ICP MS

ICP OES

LOD
LOQ
MWCNTs

MWCNT-COOH

naturales

Abreviaturas

Atomic absorption spectrometry (Espectrometria de
absorcion atémica)

Cold vapor (Vapor frio)

Cold vapor atomic absorption spectrometry (Espectrometria
de absorcion atdbmica por vapor frio)

Double distilled water (Agua destilada y desionizada)
Electrodeless discharge lamp (Ldmpara de descarga sin
electrodo)

The US Environmental Protection Agency (Agencia de
Proteccion Ambiental de los Estados Unidos)

Factor de enriquecimiento

Flow injection analysis system (Sistema de inyeccidon en
linea)

High-performanced liquid chromatography (Cromatografia
liquida de alta resolucion)

Inductively  coupled  plasma  mass  spectrometry
(Espectrometria de Masas con fuente de Plasma Acoplado
Inductivamente)

Inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(Espectrometria de Emision Optica con fuente de Plasma
Acoplado Inductivamente)

Limit of detection (Limite de deteccion)

Limit of quantification (Limite de cuantificacion)
Multi-walled carbon nanotubes (Nanotubos de carbono de
pared multiple)

Nanotubos de carbono de pared multiple oxidados
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Relative standard deviation (Desviacién estandar relativa)
Cloruro de estano (II)

Scanning electron microscopy (Microscopia electrénica de
barrido)

Solid phase extraction (Separaciéon en fase solida)

Traffic related elements (Elementos relacionados con el
transporte automotor)

World Health Organisation (Organizacién Mundial de la
Salud)
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1. Introduccion

El mercurio (Hg) es un polutante ambiental, mundialmente distribuido,
conocido por sus altos niveles de toxicidad y efectos adversos sobre la salud
humana. Es por ello que esta considerado como uno de los metales téxicos mas
peligrosos debido a su habilidad de bioacumularse en tejido vivo y
biomagnificarse en las cadenas tréficas [Nabais, J.V. y col. 2006, Okoronkwo, N.
E. y col. 2007, Ramamoorthy, S. y col. 1979]. Esto ha motivado que
organizaciones como la Union Europea haya restringido la concentracion de Hg
en agua de bebida a 1 ug I y el limite de vuelco en cursos de agua a 5 pg I
[Ghodbane, L y col. 2008]. Para la EPA, en cambio, el limite fijado en agua de
bebida es de 2 pg I y el limite de vuelco en cursos de agua es 10 ug I [EPA
reporte, 2001] y para la WHO es de 6 pg I™* el limite admisible para agua de
bebida [WHO reporte, 2010].

El Hg es emitido al ambiente mayoritariamente en su forma elemental,
como Hg’ por fuentes naturales como las emisiones del suelo, erupciones
volcanicas, incendios forestales y por fuentes antropogénicas como la
combustion de combustibles fosiles y la mineria del oro. La principal emision de
Hg al ambiente ha ocurrido a partir del 1800 y esta asociada a la revolucion
industrial en varias partes del mundo [UNEP reporte, 2013]. Sin embargo, las
primeras investigaciones sobre los problemas ecotoxicolégicos asociados al uso
y liberacion del Hg fueron realizados a partir de 1960 como consecuencia de un
hecho conocido como “Desastre de Minamata”. Este suceso es un ejemplo
emblematico de liberacion directa de compuestos organicos de mercurio que
provocé el envenenamiento por metilmercurio en Minamata, Japon, en los afos
1950. Se vertieron en esa bahia subproductos organicos de mercurio resultado
de la produccién industrial de acetaldehido y la poblacion de la zona consumié
peces y mariscos contaminados. En mayo de 1956 se descubri6 oficialmente lo
que se llamo la enfermedad de Minamata, detectandose los sintomas de
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toxicidad aguda, malformaciones en fetos cuyas madres consumieron alimento
contaminado y con los aflos comenzaron a detectarse los efectos de la toxicidad
cronica [Harada, M. 1995].

Asi, los estudios se han enfocado en la relacion entre la composicién del
ecosistema (agua, suelos, sedimentos y biota), bioacumulacion, transferencia en
la cadena trofica y la toxico-dinamica del Hg [Berlin, M., B. y col. 2007, Harada,
M. 1995, Kojima, K. y col. 1973].

Al enfocarnos en las areas urbanas, la presencia de Hg se debe
principalmente a actividades antropogénicas como la combustion de
combustibles fosiles, refinacion de petroleo, produccion de cemento,
fundiciones, transporte, quema de residuos solidos urbanos y diferentes tipos
de industrias [Biester, H. y col. 2002, Tack, F. M. G. y col. 2005]. Por ejemplo,
estudios realizados sobre la composicion del polvo de la calle de Buenos Aires
demuestran que el Hg es un elemento relacionado al transporte automotor
(TREs), especialmente ligado a la fraccion de menor tamafio de particula
asociada a los escapes de los vehiculos, debido a la combustion de los
combustibles liquidos [Londonio, A. y col. 2012].

La mayor consciencia sobre los problemas ambientales y el avance en la
legislacion de numerosos paises ha provocado la reduccion de las aplicaciones
industriales del Hg [UNEP reporte, 2013, Berlin, M., B. y col. 2007]. Ademas,
paises industrializados como EEUU y Canada han implementado programas de
reduccion de emisiones de Hg [Cooney, C. M. 2007].

Como consecuencia de ello, la utilizacion de Hg en distintos procesos
industriales, como la produccién electrolitica de cloro-soda y en productos
comerciales como baterias, equipamientos eléctricos y electrénicos, pesticidas y
biocidas ha disminuido. Estas politicas lograron la reduccién de las emisiones
antropogénicas de Hg a la atmosfera en Europa en un 40% entre 1990 y 2000

[Pacyna, E. G. y col. 2006]. Sin embargo, este descenso no ha ocurrido a nivel
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mundial ya que la industrializacidn y la excesiva explotacion de la mineria de oro
(en baja escala) en la Ultima década provocaron un aumento de las emisiones
de Hg de origen antropogénico en Asia, América del Sur y Africa, provocando
que la cantidad anual de emisiones globales de Hg por la actividad humana
haya aumentado ligeramente de 1900 toneladas en 1995 a 1960 toneladas en
2010 [UNEP 2013, UNEP 2002]. Este aumento compromete a la comunidad
internacional en su conjunto debido a que el Hg atmosférico se distribuye
globalmente, a causa de su elevada vida media y deposicion tanto por via
humeda como por via seca, provocando una considerable contaminacion de la
hidrosfera [Lamborg, C. H. y col. 2014]. La presencia de mayores contenidos de
Hg en la hidrosfera es lo que ocasiona el incremento del nivel de Hg en peces
de consumo humano. Teniendo en cuenta la capacidad de bioacumulacién del
Hg en la cadena tréfica, con factores de hasta 10°, el consumo de pescado es
actualmente la principal fuente de exposicion humana no-ocupacional al Hg
[Burger, J. y col. 2005].

Este escenario hace que exista continuo interés por el monitoreo de la
concentracion de Hg en aguas, existiendo por ejemplo, la Directiva del
Programa Marco Europeo para el Agua (2000/60/EC) y la EPA que declaran al
Hg como un contaminante peligroso y consideran de caracter obligatorio su
monitoreo en la hidrdsfera a niveles de ultratraza.

La presencia de Hg en aguas naturales varia en funcién de su estado de
oxidacion: el Hg elemental es un vapor insoluble, el Hg(Il) como cloruro es muy
soluble mientras que el Hg(I) como cloruro es mucho menos soluble y el Hg(Il)
como sulfuro es practicamente insoluble. Un proceso muy importante que
puede ocurrir tanto en aguas naturales como en agua de mar es la metilacion
del Hg inorganico [IPCS, 1989]. Existen bacterias (Pseudomonas spp.) presentes
en la mucosa superficial de peces y en sedimentos, capaces de metilar al Hg en

condiciones aerobicas. Existen también otro tipo de bacterias capaces de metilar
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al Hg en condiciones anaerdbicas [Wood, J. M. y col. 1983]. Una vez que el
metilmercurio es liberado por los microorganismos, entra en la cadena trofica
como consecuencia de su rapida difusién, y se une a las proteinas de la biota
acuatica. Esto es lo que provocd el envenenamiento por consumo de peces
contaminados en el desastre de Minamata. El contenido de Hg total es la suma
de las diferentes especies de Hg que sufren procesos de oxidacion, reduccién y
biometilacion.

La concentracion de Hg total disuelta en aguas naturales sin
contaminacion est4 en el orden de los sub-ng I* para agua de mar llegando a
10 ng It para aguas dulces y aguas costeras [WHO, 1990, Gilmour, C. C. y col.
1991]. En relacidn con el agua de lluvia, los niveles de Hg estan reportados en el
rango de 5-100 ng I, llegando a niveles tan bajos como 1 ng I [IPCS, 1990]. La
concentracion natural de Hg en aguas subterraneas y aguas superficiales es
<0,5 pg I, sin embargo depdsitos minerales y/o actividades mineras pueden
provocar aumentos de estos valores.

Esta situacion plantea, por lo tanto, el desafio de la necesidad de
determinar Hg a niveles extremadamente bajos cuando se deben monitorear
aguas naturales. Esto hace que la determinacién directa utilizando técnicas
instrumentales sea muy limitada. Inclusive, una técnica tan sensible como la
espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado inductivamente (ICP
MS) conlleva a un desafio para la medicién directa de Hg en determinadas
aguas, como por ejemplo agua de mar, por su elevada concentracién salina. Es
por ello que es fundamental la incorporacién de una etapa de separacién y
preconcentracion previa a la deteccidn y determinacion cuantitativa de Hg.

En este capitulo se presenta el desarrollo de la metodologia analitica para
separar, preconcentrar y determinar cuantitativamente Hg(Il) en aguas naturales
utilizando la separacion en fase solida como metodologia y los nanotubos de

carbono de pared multiple oxidados (MWCNT-COOH) como sustrato. La
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optimizacién de este proceso permite realizar las determinaciones mediante
espectrometria de absorciébn atomica por vapor frio (CV AAS), técnica
ampliamente utilizada para la determinacién cuantitativa de Hg en varios tipos
de muestras debido a su alta sensibilidad y selectividad como asi también a su
relativamente bajo costo de operacion y bajo limite de deteccién (<1,0 ug 1)

[Wuilloud, J. C. A.y col. 2002, Capelo, J. L. y col. 2004, Torres, D. P. y col. 2005].

2. Técnicas para la determinacion de Hg

Para la determinacion de Hg total es posible utilizar técnicas
instrumentales como ICP MS [Zhao, Y. y col. 2012, Karunasagar, D. y col. 1998],
la espectrometria de fluorescencia atémica (AFS) [Leopold, K. y col. 2008], la
espectrometria de absorcion atomica (AAS) [Ferrua, N. y col. 2007, Rofouei, M. K.
y col. 2011] y la florescencia de Rx por reflexién total (TXRF) [Margui, E. y col.
2010]. Asimismo, con la finalidad de mejorar la sensibilidad de estas técnicas es
posible combinar algunas de ellas con CV y la técnica de amalgama de oro para
la separacién y preconcentracion de Hg, respectivamente [Leopold, K. y col.
2008; Sanchez, R.y col. 2015; Pyhtila, H. y col. 2012]. Ademas, para la separacién
de las distintas especies de Hg es posible utilizar cromatografia liquida de alta
resolucién (HPLC) [Jones, P.y col. 1997].

El acoplamiento CV AAS es frecuentemente utilizado para Ia
determinaciéon cuantitativa de Hg en varios tipos de muestras, por su
sensibilidad y selectividad. Es una técnica relativamente econdémica y accesible
en el Laboratorio Analitico, ain en aquellos que realizan analisis de servicios.

Sin embargo, la determinacion directa de metales a concentraciones del
orden de trazas y ultratrazas presenta dificultades asociadas como: i) posibles

interferencias de la matriz, y, ii) sensibilidad insuficiente de la técnica. Es por ello
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que la separacion y preconcentracion es fundamental para obtener limites de
deteccion adecuados a las necesidades ambientales actuales.

En el Capitulo 4 se utilizo la AAS para la determinacion de Cu, la técnica
estd fundamentada en la capacidad que tienen los elementos, en su estado
atomico basal, de absorber radiacion electromagnética a longitudes de onda
especificas para cada elemento. La cantidad de energia absorbida es
directamente proporcional a la concentracién de los atomos del metal
analizado, de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer. Para generar el Hg en estado
elemental se hace uso de la volatilidad del Hg. El vapor de Hg® se forma por la
reduccion mediada por un agente reductor como el SnCl, o NaBH4. El Hg
metalico asi originado es arrastrado por un gas hacia el camino 6ptico del
aparato donde ocurre la interaccion con la radiacion, produciéndose la
absorcion.

En este capitulo se utiliza la separacién en fase sélida para separar y
preconcentrar el Hg(ll), sequido de la generacion del vapor frio para luego
realizar la cuantificaciéon por AAS. Toda la metodologia se realiza en linea,
minimizando la manipulacién y potencial contaminacion de la muestra y

disminuyendo los tiempos de analisis.

3. Materiales, reactivos e instrumentos utilizados

En la Tabla 1 se describen los materiales, reactivos e instrumentos

utilizados.
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Material/Reactivo Procedencia Caracteristicas
Instrumento
Agua destilada y Barnstead Obtenida por sistema
desionizada (DDW) mixto de intercambio
ionico
Bomba Peristatica Gilson Minipuls®3
Resistente a los
productos quimicos, de
alto caudal, multicanal
Epolene® Eastman Chemical Cera de polietileno de
Products, Inc. bajo peso molecular
Espectrometro de PerkinElmer AAnalyst 200, con celda
Absorcién Atomica de cuarzo, manta de
calentamiento eléctrica
Filtros de jeringa de Waters Corp. 0,45 ym tamafio de poro
PDVF
HNO3 Baker Para analisis 69-70%
HCI Merck Para analisis 37%
Lampara de Hg de PerkinElmer
descarga sin electrodos
(EDL)
Equipo de dispersion de  Malvern Instruments Ltd. Mastersizer 2000
rayo laser
Mangueras de Tygon Ismatec d.i.. 1,52; 1,14 mm
Resistente a acidos
Sistema de Analisis por PerkinElmer FIAS 100
Inyeccion en Linea
Solucion de Hg(Il) 1000 Merck Solucion comercial
mg I estandar
Solucion NaBH4 0,2 % Merck Estabilizada en NaOH
(m/v) 0,1% (m/v), filtrada con

papel N° 42 Whatman

Tabla 1. Materiales, reactivos e instrumentos.

130



Capitulo 5 Retencion, preconcentracion y determinacién de Hg(ll) en aguas
naturales

4. Metodologia utilizada

4.1. Materiales y métodos

Se utilizé un espectrometro PerkinElmer AAnalyst 200 con celda de
cuarzo y manta de calentamiento eléctrica. El equipo esta provisto de un
sistema de inyeccion de muestra en linea (PerkinElmer FIAS 100) acoplado al
espectrometro. El separador gas-liquido es de tipo modular fabricado en un
plastico con alta resistencia quimica y una membrana de PTFE intercambiable.
Para complementar el sistema FIAS se utilizd una bomba peristaltica adicional,
Minipuls 3 de Gilson. Las conexiones entre los distintos componentes se
realizaron con tubos de Teflon® de 1,0 mm (d.i). La muestra y los diferentes
reactivos utilizados se condujeron a través de mangueras de Tygon® con
diametros internos de 1,52 mm para los reactivos y eluyente y de 1,14 mm para
el reductor y la muestra.

Se utiliz6 una lampara de descarga sin electrodos (PerkinElmer) con una
corriente de 190 mA y a una longitud de onda de 253,7 nm, paso de banda
espectral de 0,7 nm. Las EDL estan formadas por un tubo de cuarzo
herméticamente cerrado que contiene un gas inerte, como el argén, a unos
pocos torr y una pequefa cantidad del metal (o su sal) cuyo espectro se desea
obtener. Producen intensidades radiantes que son uno o dos oOrdenes de
magnitud superiores a las ldmparas de catodo hueco.

Todo el material utilizado para contener soluciones, tanto de vidrio como
de plastico, se lavd con DDW, se dejoé en remojo con HNO3 10% v/v durante 24
h y finalmente se enjuagd varias veces con DDW. Todas las muestras y
estandares se conservaron en botellas de polietileno (50 ml) o tubos Falcon® a
pH<2 con HNO;3, refrigeradas (2 °C) segun las recomendaciones de la EPA para
la conservacion y almacenamiento de muestras de agua [Code of Federal

Regulations, 1984].
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Se utilizaron soluciones estandares comerciales de Hg de 1000 mg I*
(Merck) y se realizaron diariamente todas las diluciones necesarias. Los reactivos
utilizados son de calidad analitica, la solucion de NaBH, se prepar6 diariamente
por disolucién en DDW vy se estabilizo con NaOH al 0,1% (m/v). Luego de

disolucion completa se filtré con papel Whatman N° 42 para eliminar turbidez.

4.2. Condiciones de operacion

En la Tabla 2 se presentan las condiciones de operacién del equipo de CV

AAS.

Parametros instrumentales

Temperatura de celda 110 °C
Corriente de la [ampara 190 mA
Sefal registrada area de pico
Ancho de rendija 0,7 nm
Longitud de onda 253,7 nm
Generacion de vapor

Concentracion de NaBH4 0,2% (m/v); NaOH 0,1% (m/v)
Caudal de NaBH4 5,5 ml min*
Caudal de HCI 10 ml min™
Concentracion de HCI 15% (v/v)
Caudal de N; 30 ml min™

Tabla 2. Parametros de operacion.

4.3. Preparacion de la microcolumna

Se realizaron pruebas preliminares utilizando como sustrato los MWCNT -
COOH que se obtuvieron del proceso de oxidacion desarrollado en el Capitulo
3. Los resultados obtenidos mostraron que los nanotubos oxidados poseen una
elevada afinidad por el Hg(ll). Esta gran afinidad hizo posible el procesamiento
de un gran volumen de muestra, lo cual impacta directamente en el factor de

enriquecimiento (FE) [Arpadjan, S. y col. 1997]. Sin embargo, a medida que se
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incrementd el volumen procesado se detectaron problemas de compactacion
de la columna. Luego de muchos ciclos, se observd una sobrepresion en el
sistema que no permitia continuar con el procesamiento de las muestras.

Para resolver esta dificultad se probaron diferentes sustancias inertes que
se mezclaron con los MWCNT-COOH. La variedad de sustancias que se
probaron difieren en sus caracteristicas fisicoquimicas como la capacidad de
retencidn hacia especies cargadas (resinas de intercambio, esferas de vidrio de
poro controlado), la morfologia y los tamafos.

Luego de varias pruebas se encontré6 que los mejores resultados se
obtenian cuando se agregaba al sustrato otro producto que impidiera la
compactacion. Para ello, se agregd al relleno pequefias escamas de cera de
polietileno de bajo peso molecular llamada Epolene®. Las pruebas se realizaron
rellenando microcolumnas con una mezcla de nanotubos:Epolene® en
diferentes relaciones. La gran afinidad que presentan los nanotubos oxidados
por el Hg(Il) permitié probar su desempefio utilizando una muy baja cantidad
de MWCNT-COOH. Se encontraron buenos resultados al rellenar
microcolumnas con tan solo ~1 mg de MWCNT-COOH y 10 mg de Epolene®.
Las dimensiones de la microcolumna también se optimizaron ensayando
diferentes longitudes y diametros. Se busco la menor cantidad de sustrato y las
menores dimensiones que permitieran el comodo pasaje de las soluciones y
mostraran buenos resultados de retencion. Finalmente, la mezcla optimizada
(MWCNT—COOH:EpoIene® 1:10) se utilizd en una microcolumna fabricada
especialmente en acrilico de 20 mm de longitud, 2,25 mm de diametro interno y
5,5 mm de longitud util. El volumen nominal de la microcolumna es de ~22 pLy

se rellend por el método de empaquetamiento en seco.
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4.4. Procedimiento general

Se presenta de manera esquematica el procedimiento llevado a cabo
para realizar las optimizaciones del sistema. Es una vision esquematica para
poder comprender como se han realizado las optimizaciones. El sistema
utilizado permite optimizar los diferentes parametros analiticos, por ejemplo, es
posible evaluar distintas microcolumnas colocandolas en el sistema mediante
las mangueras y conectores correspondientes, también se varian los caudales de
carga y elucion variando los parametros del software del equipo o en forma
manual en el caso de la bomba de carga externa.

En todos los casos, las soluciones de carga se ajustaron a los pHs
seleccionados y se hicieron pasar a través de la microcolumna utilizando la
bomba peristaltica externa. El disefio experimental utilizado para la carga y la
elucién de la muestra se encuentra esquematizado en la Figura 1. Se comienza
acondicionando la microcolumna con una solucion de igual pH que la solucion
que contiene al analito, luego se realiza la carga de la muestra conteniendo al
Hg(Il) utilizando en ambos casos la bomba 1. Este proceso se realiza colocando
la valvula del FIAS en la posicién de carga. Para el proceso de elucion se coloca
la valvula del FIAS en posicién de elucion y se utiliza la bomba 2 para impulsar
el eluyente y el reductor. La elucion se realiza con HCI con un caudal optimizado
de 10 ml min™!. Seguidamente el analito se introduce en el equipo (CV AAS).
Para finalizar, la microcolumna se regenera haciendo pasar i) 0,5 ml de una
solucion de HCl 15% v/v ii) 2 ml de DDW y se vuelve a utilizar iniciandose un
nuevo ciclo. El esquema de lavado del sistema y regeneracion de la
microcolumna propuesto es el resultado de sucesivas pruebas que permitieron
encontrar los volimenes minimos para los cuales se obtenia la completa

limpieza del sistema.
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Posiciones de la valvula del FIAS
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Bomba 2 Microcolumna
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Figura 1. Disefio experimental utilizado.

4.5. Caracteristicas y tratamiento de las muestras a analizar

Cuando se analiza Hg en aguas naturales es necesario considerar la
posibilidad de encontrarlo en dos formas, inorganica y organica. Como la
metodologia desarrollada fue disefiada para la determinacion de Hg total fue
preciso realizar un preacondicionamiento de las muestras reales. Existen
procedimientos reportados en la bibliografia donde se utilizan diferentes
agentes y mezclas oxidantes [Welz, B. y col. 1992, Capelo, J. L. y col. 2000 y
Wauilloud, J.CA. y col. 2002]. En este trabajo se utilizd la fotooxidacién de los
posibles compuestos organicos de Hg mediante la irradiacion de las muestras
durante 0,5 h con una ldmpara UV de 78 W.

Las muestras de agua que se analizaron fueron recolectadas en diversos
lugares de la Republica Argentina y con distintas procedencias: agua de rio,
agua de mar, aguas en cercanias de actividades mineras y efluentes de plantas
de tratamiento. Ademas, se incluyé para su analisis agua recolectada en la
Antartida. Esta muestra de agua fue obtenida en la Estacion Carlini (ex. Jubany),

en laisla 25 de Mayo (62° 14" 18" S 58° 40" 0" O).
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Luego de la recoleccion, las muestras se colocaron en botellas de
polietilentereftalato (PET), previamente sometidas a un proceso de limpieza con
HNO3 10% (v/v) y las muestras de agua de la Antartida, en tubos de Teflon®. La
utilizacion de estos envases se decidié en base a los estudios de Fadini, P. S. 'y
Jardim, W. F,; en ellos se reportan niveles no detectables de contaminacion,
tanto por lixiviado del material del envase como por pérdida de metales cuando
se utilizaron envases de PET y Teflon® para la recoleccién y almacenamiento de
Hg previo a su deteccién [Fadini, P. S. y col. 2000]. Previo a su analisis las
muestras de agua de rio, de mar y efluentes se filtraron con filtros de jeringa de
PVDF de 0,45 pm de tamafo de poro. El pH de las muestras se ajusto antes de

comenzar cada ciclo de preconcentracion.

4.6. Optimizacion de variables

4.6.1. Caracteristicas de la microcolumna y material de relleno

En el punto 4.3. Preparacién de la microcolumna se analizaron las
caracteristicas de las microcolumnas ensayadas y los materiales de relleno
estudiados. Como resultado, la cera de polietileno de bajo peso molecular
llamada comercialmente Epolene® fue seleccionada por su eficaz
comportamiento, evitando la aglomeracién de los nanotubos. En cuanto a sus
caracteristicas, esta cera presenta buena estabilidad térmica y muy buena
compatibilidad quimica frente a 4cidos minerales. Asimismo, si bien es conocido
que el polietileno es un material sumamente inerte, se verificd que su presencia
no modificase el proceso de retenciéon de Hg(Il). Para realizar esta verificacion se
rellené una microcolumna con ~10 mg solamente de Epolene® y se colocé en el
sistema de preconcentracion. Como resultado de la elucion no se detecté sefial
de Hg(ll) asegurandonos de esta forma que en la retencién del Hg(Il) solo

tienen participacion los MWCNT-COOH.
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Para complementar la informacion sobre la cera de polietileno se estudio
el tamafio y la distribucion de las particulas de Epolene® por dispersion de rayo
laser, encontrandose que el ~75% de las particulas tienen un didametro de ~800
um con una importante dispersion en el tamafo y forma de particula lo que
contribuye a evitar la agregacion de los MWCNT-COOH. Se realizaron cinco
medidas consecutivas de dos muestras y se promediaron los resultados
utilizando un equipo Mastersizer 2000®. En la Figura 2 se presenta el gréfico
obtenido observandose el porcentaje en volumen acumulativo versus el tamaio
de particula. No se detectaron particulas por debajo del micrémetro en las
muestras analizadas en el Laboratorio Control Quimico y Fisico del

Departamento de Combustibles de la CNEA.
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Figura 2. Distribucién del tamafio de las particulas del Epolene®.

En la Figura 3 se presentan imagenes SEM donde puede observarse la
morfologia de la cera de polietileno. En el andlisis por dispersion laser se
observa la dispersion de tamafios y en las imagenes SEM es posible apreciar la

irregularidad en las formas.
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Epolene 3 25 0kV x50 _200pm ———

Figura 3. Imagenes SEM de las particulas de Epolene®.

También se observaron mezclas de MWCNT-COOH con Epolene®
encontrandose manojos de nanotubos sobre las particulas de polietileno (Figura

4).

Figura 4. Imagenes SEM de la mezcla MWCNT-COOH / Epolene®.
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Luego de utilizarse la microcolumna durante 450 ciclos de
preconcentracion / elucion y limpieza, la mezcla se retird de la microcolumna, se
secO y se observd nuevamente al SEM para poder evaluar la integridad
estructural de los nanotubos. En la Figura 5 se observan las imagenes obtenidas,

las cuales reflejan la conservacion de la estructura de los nanotubos.

Figura 5. Imagenes a distinta magnificacién de los MWCNT-COOH extendidos

sobre las particulas de Epolene®.

4.6.2. Efecto del pH

Como ya se ha mencionado en capitulos anteriores, el valor del pH de la
solucion de carga tiene un rol fundamental en la retencidn de especies cargadas
sobre la superficie de los MWCNT-COOH [Gil, R. A. y col 2007, Datsyuk, V. 2008].
Cuando el pH de la solucion es mayor que el punto isoeléctrico de los MWCNT -
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COOH, la carga negativa de la superficie favorece las interacciones
electrostaticas para la adsorcién de cationes. La disminucién en el pH lleva a la
neutralizacion de la carga de la superficie con lo cual la retencién de cationes
sobre la superficie de los MWCNT-COOH disminuye rapidamente.

Se evalu¢ el efecto del pH en el rango comprendido entre 1,0 y 9,0 con 4
ml de soluciones de Hg(l) de 5 ug I’ Las muestras preparadas se
preconcentraron y analizaron con la metodologia descripta en 4.4. Se hizo
atravesar la solucién por la microcolumna con un caudal de carga de 1,7 ml min
1 Se utilizo el 4rea de pico para evaluar la sefial producida por las diferentes
soluciones. En la Figura 6 se presentan los resultados obtenidos del proceso de
retencion/elucion. Se encontré que la retencion maxima de Hg(Il) se consigue
en pHs cercanos a 5. Por encima de este pH la sefial de Hg(l) disminuye
significativamente. A pHs superiores a 8, el descenso de la retencién se puede
atribuir a la hidrolisis del metal y a muy bajos pHs a la competencia del metal

con los protones por los sitios de union. De acuerdo a los resultados obtenidos

se eligié el pH 5 como el adecuado para los siguientes experimentos.

:
2,0

054

Sefal relativa de Hg(Il)(area de pico)
o
L
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Figura 6. Efecto del pH en la retencion de Hg(Il) utilizando MWCNT-COOH

como sustrato.
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4.6.3. Efecto de la concentracion del eluyente

Se selecciond el HCl como eluyente para producir la desorcién del Hg(Il)
retenido en la microcolumna. La eleccion de este acido se bas6é a que por un
lado, ocurre el intercambio entre el analito y los H”, y al mismo tiempo los iones
cloruro pueden interactuar con el Hg(ll) removido mediante la formacion de
HgCl, y mejorar la elucion [Pillay, K. y col. 2013].

Se estudid la capacidad de elucion del HCl en un amplio rango de
concentraciones, entre 1 'y 20% (v/v). Tal como puede observarse en la Figura 7

la maxima sefal se alcanza al eluir con HCl 15% (v/v).
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Figura 7. Efecto de la concentracion de eluyente.

4.6.4. Efecto del caudal de carga y elucion

Los caudales de carga y elucion son cuidadosamente estudiados en los
sistemas en linea buscando optimizar la sensibilidad del método y el factor de
preconcentracion. La velocidad con la que la muestra atraviesa la microcolumna,
caudal de carga, tiene impacto directo en el tiempo de analisis y determina el
tiempo en el cual debe ocurrir la retencion, es decir, el tiempo de contacto entre
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el analito y los sitios activos del material sorbente. El efecto del caudal de carga
en la sefial de Hg se estudié entre 0,5y 2,7 ml min™ mientras que el caudal de
elucién se mantuvo constante en 10 ml min™’. En la Figura 8 se observan los
resultados obtenidos. La sefial aumenta hasta alcanzar un maximo en 1,7 ml
min'y luego disminuye. Se observé una relacién practicamente lineal entre el
aumento del caudal y la sefal evidenciando una rapida transferencia de masa
entre el analito y los MWCNT-COOH lo que asegura una retencion eficiente del
analito. Esto es una gran ventaja a resaltar en este tipo de estudios porque hace
posible obtener elevados factores de enriquecimiento durante el procesamiento
de muestras. El caudal optimizado en 1,7 ml min™* es suficiente para obtener un
consumo de muestra razonable. Asimismo, no fue necesario trabajar con
caudales inferiores ya que no se observd una sobrepresion en el sistema.

La influencia del caudal de elucién se estudié entre 6,5 ml min™ty 10 ml
min™ que son los rangos admisibles por el equipo de CV AAS. En el rango
estudiado no se encontraron diferencias significativas en el proceso de

desorcion y deteccién, por lo tanto el caudal se utilizé en 10 ml min™.
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Sefal relativa Hg(Il) (érea de pico)
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Figura 8. Influencia del caudal de carga en la sefial de Hg(Il).
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4.6.5. Volumen de elucion

Para calcular el volumen en el que se eluye el Hg(ll) retenido se midi6 el
tiempo en el que se observa la sefial y se utilizé el caudal de elucion optimizado
para calcular el volumen. La experiencia se realizd cinco veces dando como

resultado que el Hg(Il) se eluye en 1,7 ml.

4.6.6. Capacidad de retencién de la microcolumna

Para realizar este estudio se disefid una experiencia dinamica. Se utilizé
una solucién de 100 ug I de Hg(ll) y se registré la sefial en forma continua. Se
utilizé una microcolumna de 35 mm de largo y 3 mm de d.i. que permitio
utilizar una mayor cantidad de sorbente. Para rellenarla se utilizaron 10 mg de
MWCNT-COOH y 60 mg de Epolene®. Al hacer pasar la solucién de carga con el
analito deberia ocurrir que al alcanzar la maxima capacidad de retencion la
microcolumna no retenga mas Hg y entonces la sefial alcanzaria un valor
constante e igual a la sefial que se obtendria si no estuviese la columna en el
sistema. Al procesar un elevado volumen de muestra, de 250 ml (mas de 2
horas) sin conseguir saturar la microcolumna se detuvo el experimento.
Volumenes o tiempos mayores no tienen sentido practico.

Entonces, se incrementd la concentracion de la solucion de carga a 800
ug I'* de Hg(l) y luego de 40 minutos se detuvo la experiencia obteniéndose el
14% de la sefal que deberia obtenerse para alcanzar la saturacién.

Estos resultados son el reflejo de la gran capacidad que tienen los
MWCNT-COOH para retener Hg(Il).

Para poder calcular la capacidad de retenciéon de Hg(ll) por gramo de
MWCNT-COOH se decidié utilizar una solucién de 3000 ug It de Hg(l) y un
volumen de 20 ml. También se redujo la dimension de la microcolumna para
utilizar una menor cantidad de MWCNT-COOH (25 mm totales, 10 mm de largo
atil, y 2,25 mm de d.i.). La columna se rellené con 2,1 mg de MWCNT-COOH y
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20,7 mg de Epolene®. En la Figura 9 se presenta el resultado del experimento
que permitié calcular la capacidad de retencion y obtener un valor de 3,2 mg de
Hg(l) retenido por gramo de MWCNT-COOH. Sin embargo, considerando el
valor maximo de absorbancia alcanzado y comparandolo con el valor de
absorbancia de una muestra de 3000 pg I'™* de Hg(ll) que se midi6 sin el sistema

de preconcentracion, el porcentaje de saturacién de la columna es del 90%.

-.f'.'.-'. .y '.I.-'-'-.. e B

2] =

Concentracion de Hg‘” eluido (mg L Y

LI S [ e IS AU RSS! FRL N BB FEPNLUL P L Sow! e o |
0,002 0,004 0,006 0,008 0010 0012 0,014 0,016 0,018 0,020

Volumen de muestra (L)

Concentracion de la solucion de carga 3 mg = Hg(In)

Figura 9. Curva de experimento de capacidad de retencién dinamica para

obtener la capacidad de retencion de Hg(ll) de los MWCNT-COOH.

4.7. Capacidad de re-utilizacion de la microcolumna

Como se menciondé en 4.4. Procedimiento general, se estudid la
estabilidad y regeneracion de la microcolumna. Se encontré que para poder re-
utilizar la columna es necesario regenerarla con 0,5 ml de HCl 15% (v/v) y luego
2 ml de DDW. Con este tratamiento la columna se mantuvo estable y sin

detrimento de la sefial de Hg(ll). Durante este estudio la columna se utilizé en
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mas de 450 ciclos de preconcentracion / elucién sin evidenciar signos de

deterioro en su capacidad.

5. Efecto de iones concomitantes

La determinacion de Hg puede verse afectada por la presencia de
metales de transicién y elementos capaces de formar hidruros. Por este motivo
se evalud la potencial interferencia de distintas especies metalicas. Se estudio el
efecto de iones como el Cd, Cu, Fe, Mn, Mo, Niy Zn en la generacion del vapor
de Hg ya que estos elementos compiten con el analito durante la reduccién y
catalizan la descomposicion del NaBH4. También se evaluaron como posibles
interferentes a aquellos capaces de formar hidruros volatiles (Grupos 14, 15 y
16).

Los estudios de interferencias se realizaron en las condiciones
optimizadas. Las variaciones superiores al +5% en la sefal de Hg debido a la
presencia de otros iones se consideraron como interferencia. Las muestras
analizadas contienen 5 pg I de Hg(l) y los resultados informados son el
promedio de tres mediciones. Los resultados se presentan en la Tabla 3. Se
observaron efectos de aumento de sefial en presencia de Bi y Mn mientras que
la presencia de As, Al, Fe, Mo y Sb mostraron una disminucion de la sefial de Hg

(<11,5 en todos los casos).
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Elemento Concentracion de % variacion

interferente (mg '

Al (IIT) 10 -11,0
As (III) 5 -10,4
Bi (II) 5 11
cd ) 5 0
Cu () 10 0
Fe (III) 10 -11
Mn (II) 10 9,7
Mo (VI) 5 -11,1
Ni (I1) 5 0
Pb () 5 0
Sb (1) 10 -10,2
Se (IV) 10 0
Sn (1) 10 0
Zn (II) 10 0

Tabla 3. Interferencias de metales pesados y elementos formadores de hidruros

en la determinacién de Hg(ll).

6. Desempeio analitico

Se estudid la repetibilidad, entendida como la desviacién relativa
estandar de 10 muestras utilizando el método de preconcentracion/deteccidon
con los parametros optimizados hallandose un valor de 1,6% (RSD). Al realizarse
10 mediciones independiente de un blanco (criterio de 30, es decir 3 veces el
valor del desvio estandar) se obtuvo un limite de deteccién (LOD) de 0,29 ug It
El limite de cuantificacion (LOQ) obtenido es de 0,97 ug It. Estos valores se
obtienen teniendo en cuenta la pendiente de la recta de calibracién del sistema
con preconcentracién para un volumen de muestra de 2 ml. El factor de

preconcentracion se obtuvo de la relacion entre las pendientes de las curvas de
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calibracion sin y con preconcentraciéon. Para un volumen tan bajo como 2 ml de
muestra se obtuvo un factor de preconcentracion de 4. El factor de
enriquecimiento (FE), entendido como la relacion entre el volumen de muestra
retenido cuantitativamente y el volumen de elucién es 30 [Arpadjan, S. y col.
1997]. Este valor es estimativo y se obtuvo de un video donde se registro la
experiencia dindmica de saturacion de columna con una solucién de 400 pg I™.
Luego de cargar 52 ml de muestra no se detectd pérdida en la columna y se
tomo ese valor como volumen maximo.

El limite de deteccidén que es posible alcanzar con esta metodologia esta
intimamente relacionado con el volumen de muestra y su concentracién. Al
atravesar la columna un mayor volumen de una dada concentracién de Hg, la
masa de analito retenida por la columna es mayor obteniéndose un aumento de
sefial. Si se construyese una curva de calibracién con este nuevo volumen, la
pendiente obtenida seria mayor. Para verificar esto, se calculé el LOD de la
misma forma pero utilizando un volumen de muestra de 4 ml y se obtuvo un
LOD de 0,18 pg I™. Es por ello que es posible disminuir el LOD haciendo pasar
un mayor volumen de muestra. Para estimar el volumen maximo se utilizo el
experimento dindmico que se realizé con la solucién de 400 ug I, se analizé el
video y se obtuvo el volumen para el cual la lectura de la sefial es menor al 5%
de la sefial que se obtendria si la columna no estuviese, considerandose que
hasta esa masa de analito la retencién es cuantitativa. La muestra con un
volumen de 52 ml fue retenida cuantitativamente. La experiencia se detuvo en
ese punto por lo tanto es posible incrementar ese volumen a ese nivel de
concentracion y si se utilizara una solucion con una concentracién menor el
volumen seria muchisimo mayor.

La linealidad se estudié entre valores cercanos al LOD y 25 ug I*
obteniéndose un coeficiente de correlacién de R?= 0,998 utilizando 2 ml de

muestra.
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La cantidad de muestras que pueden procesarse depende esencialmente
del volumen de muestra en la cual se quiera determinar al analito. El tiempo
necesario para preconcentrar 2 ml de muestra a 1,7 ml min, utilizando un
caudal de elucién de 10 ml min™ considerando el tiempo de adquisicion/lectura
de muestra y acondicionamiento es de aproximadamente 3 min, por
consiguiente es posible procesar 20 muestras por hora.

El material de referencia disponible en el Laboratorio, SLRS-5 (Material de
referencia para agua de rio, NRCC, Otawa, Canadd) no reporta valores
certificados para Hg. Por este motivo y para poder evaluar el método se
hicieron estudios de recuperacién. Para estos estudios se realizaron adiciones
estandar de distintas concentraciones de Hg(ll) a diferentes muestras reales de
agua y se procesaron con la metodologia optimizada. Se realizaron agregados
de 500 pl de distintas concentraciones de Hg(l) a 2 ml de muestra y se
preconcentraron en linea con el método desarrollado. Se registraron las
concentraciones recuperadas en funcion de las concentraciones agregadas. En
promedio se obtuvieron recuperaciones en el rango del 96 al 103%. En la Tabla
4 se observan los resultados obtenidos del estudio de recuperacion realizado

para diferentes tipos de aguas.
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Muestra Cantidad Hg % de
de Hg encontrado Recuperacion
agregado
(ug I')
Agua CRM-SLRS-5 2,0 1,94+0,03 97
Agua Potable Capilla del Sefior
de la canilla 1,5 1,52+0,02 101
Agua Potable Pcia. Cérdoba 1,2 1,22+0,02 101
Agua de pozo de Monte Grande 1,0 1,05+0,02 105
Agua de pozo de Castelar 2,0 1,92+0,03 96
Agua de la Antartida (Estacion 1,5 1,54+0,03 103

Carlini)

Tabla 4. Estudio de recuperacion para los distintos tipos de aguas.

7. Analisis de aguas naturales

Las muestras de agua recolectadas se analizaron con la metodologia de
preconcentracion propuesta y desarrollada en 4.4. Procedimiento general
(volumen de muestra 10 ml, LOD 70 ng I"). En la mayoria de las muestras
analizadas los niveles de Hg(ll) se encontraron por debajo del limite de
deteccién. En cuatro de las muestras analizadas se encontraron niveles de ng I
de Hg(Il): muestra de agua de mar de Mar del Plata 3308, muestra de rio de la
Pcia. de Bs. As. 85+2, muestra de un efluente municipal de la Pcia. de Bs. As.
342+8 y una muestra de efluente en una zona con actividad minera en la Pcia.
de Cordoba 514+10. La concentracion de Hg(Il) en estas muestras fue obtenida

mediante la técnica de adicidn estandar con tres replicados.
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8. Conclusiones

Los resultados obtenidos permiten utilizar adecuadamente los MWCNT -
COOH como relleno de microcolumnas en sistemas de preconcentraciéon en
linea en combinacion con la técnica de CV AAS para la determinaciéon de Hg(Il)
en aguas en niveles de ng I™. La etapa de preconcentracion es crucial para la
determinaciéon de Hg(Il) en aguas naturales debido a su presencia en niveles
extremadamente bajos y los MWCNT-COOH demostraron ser sorbentes muy
eficientes. La etapa de preconcentracion desarrollada permite el analisis por CV
AAS que es un equipamiento disponible en laboratorios de mediana
complejidad.

La mezcla de MWCNT-COOH con la cera de polietileno de bajo peso
molecular resultd ser una alternativa sencilla y eficiente, sin necesidad de
recurrir a procesos de inmovilizacion de los nanotubos, evitando la
aglomeracién de los mismos con la consecuente sobrepresion en el sistema en
linea. Asimismo, la microcolumna presentd excelente estabilidad quimica y
eficiente retencion sin apreciar pérdidas de Hg(ll) en el sistema para un volumen
de 52 ml de muestra (soluciéon de 400 pug I™") y un buen desempefio durante al
menos 450 ciclos de preconcentracion/elucion.

La metodologia desarrollada es medianamente rapida, simple y lo
suficientemente sensible como para ser considerada una alternativa de menor
costo frente a técnicas como ICP MS para el analisis de aguas con matrices

complejas como agua de mar o efluentes.
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Capitulo 6
MWCNT-pro para un analito poco

estudiado como el Bismuto

En este capitulo se evalla la capacidad de los nanotubos de carbono
funcionalizados con L-prolina para la retencién y preconcentracion de Bi(lll) y
posterior determinacion en diferentes tipos de aguas a niveles de ng 17,

aportando informacién sobre este analito poco conocido.
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AFS

ANOVA
ASV

DDW
ET-AAS

HG
FAAS

FE
FIAS

FI HG AAS

GF AAS

ICP

ICP MS

Abreviaturas

Atomic fluorescence spectrometry (Espectrometria de
fluorescencia atomica)

Analisis de la varianza

Adsorptive stripping voltammetry (Voltamperometria de
redisolucién anddica de adsorcién)

Double distilled water (Agua destilada y desionizada)
Electrothermal atomic absorption spectrometry
(Espectrometria de absorcion atomica electrotérmica)
Hydride generation (Generacion de hidruros)

Flame atomic absorption spectrometry (Espectrometria de
absorcién atémica con llama)

Factor de enriquecimiento

Flow injection analysis system (Sistema de inyeccidon en
linea)

Flow injection-hydride generation-atomic absorption
spectrometry (Espectrometria de absorcion atémica con
generacion de hidruros en linea)

Graphite  furnace atomic absorption  spectrometry
(Espectrometria de absorcion atomica con horno de grafito)
Inductively coupled plasma (Fuente de plasma acoplada
inductivamente)

Inductively  coupled  plasma  mass  spectrometry
(Espectrometria de masas con fuente de plasma acoplado

inductivamente)
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ICP OES

LOD
MWCNTs

MWCNT-COOH
MWCNT-pro

NaBH,
PET
PTFE
PDVF
SPE

Inductively coupled plasma optical emission spectrometry
(Espectrometria de Emision Optica con fuente de Plasma
Acoplado Inductivamente)

Limit of detection (Limite de deteccion)

Multi-walled carbon nanotubes (Nanotubos de carbono de
pared multiple)

Nanotubos de carbono de pared multiple oxidados
Nanotubos de carbono de pared multiple funcionalizados
con L-prolina

Borohidruro de sodio

Polietilentereftalato

Politetrafluoroetileno

Fluoruro de polivinilideno

Solid phase extraction (Separacion en fase sélida)
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1. Introduccion

En el capitulo anterior se presentaron los resultados obtenidos para la
dupla MWCNT-COOH / Hg(ll). En este capitulo se retoma el objetivo de emplear
sustratos mas especificos. Basandonos en los resultados obtenidos en el
Capitulo 4, en el que se habia utilizado MWCNT-pro como sustrato y al Cu(ll)
como analito modelo para poner a punto la metodologia analitica.

Para determinar las capacidades de los MWCNT-pro como sustrato en
sistemas SPE se disefid un experimento con distintos metales y metaloides y se
estudid su interaccion con los MWCNT-pro encontrandose que retienen al Bi(Ill)
de forma selectiva. Es por ello que se desarrollé6 la metodologia para la
preconcentracion y subsecuente determinacion de Bi(lll) en linea generando
informacion sobre este analito "huérfano” segun el articulo de Filella, M. 2010.
Esta denominacion se debe a los pocos estudios que se han realizado sobre
este elemento, en comparacion con otros metales/metaloides, a pesar de su
importancia.

El Bi es un elemento que se encuentra naturalmente en la corteza
terrestre a bajos niveles, hay bibliografia que reporta una concentracién de 127
ng g de Bi en la corteza terrestre superior [Taylor, S. R. 1964]. El Bi puede
existir en cuatro estados de oxidacion (-III, O, III, V). Entre ellos el Bi(V) es un
poderoso oxidante en solucidon acuosa, por lo cual se encuentra en muestras
ambientales y bioldgicas en el estado de oxidacidn trivalente. Esto marca una
diferencia con otros elementos del Grupo 15 como el As y el Sb donde el estado
pentavalente es el mas abundante. La estabilidad del estado de valencia III
encuentra su explicacion en el par inerte que estabiliza los electrones que se
encuentran en el nivel s y es por ello que encontramos al Bi como Bi(Ill) en
muestras de origen ambiental, bioldgicas y geoldgicas [Filella, M. 2010]. De
acuerdo al articulo de la Dra. Montserrat Filella, si bien el Bi es relativamente no-
toxico para el ser humano en comparacién con otros metales y metaloides de la
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tabla periddica (como el Hg, Sn, Pb, etc.), el Bi es toxico para algunos
procariotas. Y si bien no se conoce ningun rol bioldgico del Bi, sus compuestos
han sido utilizados por mas de 200 afios para tratar dolencias debido a
infecciones bacterianas [Filella, M. 2010]. Otros autores, sin embargo, reportan
que el uso de este metaloide se encuentra en expansion a pesar de conocerse
su potencial toxicidad para seres humanos, animales y plantas [Fayazi, M. y col.
2011].

Mas alla de esta controversia sobre el potencial toxico del Bi, es conocido
su uso solo, y en sus compuestos derivados, en varias industrias y productos
farmacéuticos no existiendo mucha informacion sobre su concentracion en
diferentes matrices y siendo necesario realizar aportes para obtener informacién
que ayude a entender su comportamiento ecotoxicoldgico y su transporte en
general y en cursos de aguas en particular. Esta falta de informacion se
encuentra atribuida por Fillela a: i) la baja concentracion en la que se encuentra
el Bi en sistemas medioambientales, muchas veces justificado por la
insolubilidad de algunos de sus compuestos v, ii) la baja toxicidad reportada
para los seres humanos.

Los niveles esperables de Bi(lll) en aguas naturales y matrices de interés
ambiental se encuentran en el orden de ng It Al igual que para otros
elementos, el analisis directo de estos niveles de concentracion es dificultoso,
existiendo muy pocas técnicas analiticas disponibles para su determinacion a
nivel de ultratrazas. Para superar esta dificultad se propone en este trabajo de
Tesis doctoral una metodologia que incorpora la etapa de preconcentracion.

Se estudian los nanotubos de carbono de pared multiple, funcionalizados
con L-prolina, como sustrato para la preconcentracion y posterior determinacion
cuantitativa de Bi(lll), utilizando un sistema de preconcentracion en linea con
generacion de hidruros acoplado a un espectrometro de absorcion atémica (FI

HG AAS). También se incorporan herramientas estadisticas para realizar la
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optimizacién de variables mediante el uso del disefio factorial. Las condiciones
optimizadas se utilizan para determinar la concentracion de Bi(Ill) en diferentes

tipos de aguas.

2. Eleccion del Bi

Por lo expuesto y por la gran capacidad de los MWCNT solos y/o
funcionalizados para retener metales y metaloides, como se ha demostrado en
capitulos anteriores, se eligid al Bi para hacer un aporte al estudio de este
elemento, tan poco estudiado y con tan poca informacién sobre sus niveles en
aguas naturales. Se disefid una experiencia donde se analizd la concentracion
de la solucion a la salida de la columna (residuo) y se compard con la
concentracion inicial. Esta diferencia es el porcentaje retenido por la columna.
Se analizaron soluciones conteniendo iones de Al, Gd, Sc, Tl, Te, Biy DyapH 5y
pH 8 por ICP MS. En la Figura 1 se presentan los resultados obtenidos. Se
observa que a pHs cercanos a 8 el porcentaje de retencién aumenta para todas
las especies. Asimismo, el Bi es la especie que mostr6 mayor porcentaje de

retencion, mas del 95% tanto a pH 5 como a pH 8.
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Figura 1. Porcentaje de retencion de distintas especies.

3. Técnicas para la determinacion de Bi

Para la determinacion de Bi puede utilizarse la fuente de plasma acoplada
inductivamente (ICP), tanto con espectrometria de emisidon optica (ICP OES),
como de masas (ICP MS), también pueden utilizarse las espectrometrias
atémicas con atomizacion electrotérmica (ET AAS), de llama (FAAS) o con
generacion de hidruros (HG AAS) [Marrero, J. y col. 1999; Zhang, N.y col. 2011].

También es posible utilizar técnicas electroanaliticas como la
voltamperometria de redisoluciéon anddica de adsorcion (ASV) [Koper, A. y col.
2014] y la voltamperometria de redisolucion [Fathirad, F. y col. 2013]. Utilizando
estas técnicas, las publicaciones consultadas reportan limites de deteccion (LOD)
de 20 pg I'%. Calvo Fornieles y col. han reportado un método analitico utilizando
una minicolumna rellena con silica gel modificada con 1,5-bis(di-2-piridil)

metilen tiocarbonohidracida para obtener informaciéon sobre la concentracion
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de Sb, Bi y Sn en muestras de agua de mar utilizando dicho sistema y realizando
la detecciéon por ICP MS con HG [Calvo Fornieles, A. 2013]. Estos autores
reportaron un LOD de 2,0 ng I"%. La espectrometria de fluorescencia atémica
(AFS) también puede ser utilizada para la determinacién de Bi alcanzandose
LOD de 0,2 pg I'* [Zhang, N.y col. 2011].

En relacion con la metodologia de preconcentracion, existen en la
bibliografia estudios donde se utilizan cartuchos de silica modificados con
Cyanex 301 para preconcentrar y espectrometria de absorcidén atomica con
horno de grafito para la determinacién de Bi (GF AAS) [Yamini, Y. y col. 2002];
también, han sido utilizadas la resina quelante Lewatit TP-207 y la
espectrometria de absorcion con llama [Sahan, S. y col. 2010]. En la publicacion
de Pourreza, N. y col. emplean nanotubos de carbono modificados con un
agente quelante para la retencion selectiva de Bi(lll) sequido de la cuantificacion

con FAAS obteniéndose un LOD de 2,3 ug I [Pourreza, N. 2012].

4. Materiales, reactivos e instrumentos utilizados

En la Tabla 1 se describen los materiales, reactivos e instrumentos

utilizados.
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Material/Reactivo

Instrumento

Procedencia

Caracteristicas

Agua destilada 'y
desionizada (DDW)
Bomba Peristaltica

Minipuls®3

Epolene®

Espectrometro de
Absorcién Atdmica

Filtros de jeringa de
PDVF
HNO3
HClI
Ladmpara de Bi de
descarga sin electrodos
(EDL)

Mangueras de Tygon
MES

Na;HPO4.12H,0
NaH2PO4.H20
Ftalato de potasio
monobasico
Sistema de Analisis por
Inyeccion en Linea
Solucién de Bi(Ill) 1000
mg I
Solucion NaBH4 0,4 %
(m/v)

TRIS

Barnstead
Gilson
Eastman Chemical
Products, Inc
PerkinElmer
Waters Corp.
Baker

Merck
PerkinElmer

Ismatec
AppliChem
Carlo Erba
Carlo Erba
Sigma-Aldrich
PerkinElmer

Merck

Merck

AppliChem

Obtenida por sistema mixto
de intercambio iénico
De alto caudal, multicanal,
con mangueras resistentes a
los productos quimicos
Cera de polietileno de bajo
peso molecular
AAnalyst 200, con celda de
cuarzo, manta de
calentamiento eléctrica
0,45 ym tamafo de poro

Para analisis 69-70%
Para analisis 37%
Proporciona mejor
sensibilidad y mas bajos
limites de deteccién para
elementos volatiles
d.i.. 1,52; 1,14 mm
Resistente a acidos
Acido 2-
morfolinoetanosulfénico

FIAS 100
Soluciéon comercial estandar

Estabilizada en NaOH 0,2 %
(m/v), filtrada con papel N° 42
Whatman
tris(hidroximetil)aminometano

Tabla 1. Materiales, reactivos e instrumentos.
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5. Metodologia utilizada

5.1. Materiales y métodos

Se utilizé un espectrometro PerkinElmer AAnalyst 200 con celda de
cuarzo y manta de calentamiento eléctrica. Se utilizo el sistema de inyeccion de
flujo en linea (PerkinElmer FIAS 100) acoplado al espectrometro. El separador
gas-liquido de tipo modular esta fabricado en un plastico con alta resistencia
quimica y una membrana de PTFE intercambiable. Para complementar el
sistema FIAS se us6 una bomba peristaltica adicional, Minipuls 3 de Gilson. Las
conexiones entre los distintos componentes se realizaron con tubos de Teflon®
de 1,0 mm (d.i.). La muestra y los diferentes reactivos utilizados se transportaron
a través de mangueras de Tygon® con didmetros internos de 1,52 mm para los
reactivos y eluyente, y de 1,14 mm para el reductor y la muestra.

Se utilizd una lampara de descarga sin electrodos (PerkinElmer) con una
corriente de 370 mA y a una longitud de onda de 223,1 nm, paso de banda
espectral de 1,8 nm.

Todo el material empleado para contener soluciones, tanto de vidrio
como de plastico, se lavd con DDW, se dejo en remojo con HNO3 10% v/v
durante 24 h y finalmente se enjuag¢ varias veces con DDW. Todas las muestras
y estandares se conservaron en botellas de polietileno (50 ml) o tubos Falcon® a
pH<2 con HNO;, refrigeradas (2 °C) segun las recomendaciones de la EPA para
la conservacion y almacenamiento de muestras de agua [Code of Federal
Regulations, 1984].

Se utilizaron soluciones comerciales estandar de Bi de 1000 mg I*
(Merck) para hacer con ellas todas las diluciones necesarias. Las diluciones se
prepararon diariamente. Los reactivos utilizados son de calidad analitica, la

solucion de NaBH4 se preparé diariamente por disolucion en DDW y se
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estabilizd6 con NaOH 0,2% (m/v). Luego de disolucién completa se filtré con
papel Whatman N° 42 para eliminar turbidez.
Los MWCNT-pro empleados fueron sintetizados como se describe en el

Capitulo 3.

5.2. Condiciones de operacion

En la Tabla 2 se presentan las condiciones de operacion del equipo de FI

HG AAS.

Parametros instrumentales

Temperatura de celda 940 °C
Corriente de la lampara 370 mA
Senal registrada area de pico
Ancho de rendija 1,8 nm
Longitud de onda 223,1 nm
Generacion de hidruros

Concentracion de NaBH4 0,4 % (m/v); NaOH 0,2 % (m/v)
Caudal de NaBH4 4.4 ml min*t
Caudal de HCl 8,8 ml min!
Concentracion de HCI 10 % (v/v)
Caudal de N, 30 ml min™

Tabla 2. Parametros de operacion.

5.3. Preparacion de la microcolumna

Para armar las microcolumnas que se utilizan en este capitulo se tuvo en
cuenta el estudio de optimizacién presentado en el capitulo 5 sobre su disefio y
relleno y se usaron como sustrato los MWCNT-pro obtenidos del proceso de
funcionalizacion desarrollado en el capitulo 3.

Se evaluaron distintas medidas de columnas utilizando como relleno la
mezcla formada por la cera de polietileno de bajo peso molecular, Epolene®, y
los MWCNT-pro en una relacion 10:1, respectivamente. Los mejores resultados

se obtuvieron al utilizar microcolumnas de 25 mm de longitud, 2,3 mm de
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diametro interno y 10 mm de longitud util, rellenas con una mezcla de ~3 mg
de MWCNT-pro y 30 mg de Epolene®. El volumen nominal de la microcolumna
fue de ~42 pl, y se rellen6 empleando el método de empaquetamiento en seco.

Para verificar que el Epolene® participaba en el proceso de sorcién, se
rellend una microcolumna con 30 mg de polietileno y se colocé en el sistema
FIAS. Se realizo un ciclo de preconcentraciéon y se eluyo, verificando que el

Epolene® no retiene Bi(IIl).

5.4. Procedimiento general

La forma de procesamiento de las muestras es similar a la desarrollada en
el Capitulo 5. En todos los casos, las soluciones de carga se ajustaron a los pHs
seleccionados y se hicieron pasar a través de la microcolumna utilizando la
bomba peristaltica externa. El disefio experimental utilizado para la carga y la
elucién de la muestra se encuentra esquematizado en la Figura 2. Se comienza
acondicionando la microcolumna con una solucion de igual pH que la solucion
que contiene al analito, luego se realiza la carga de 5 ml de muestra
conteniendo al Bi(Ill) utilizando en ambos casos la bomba 1. Este proceso se
realiza colocando la valvula del FIAS en la posicion de carga. Para el proceso de
elucién se coloca la valvula del FIAS en posicion de elucién y se utiliza la bomba
2 para impulsar el eluyente y el reductor. La elucion se realiza en sentido
opuesto al sentido de carga, empleando HCl y un caudal optimizado de 8,8 ml
min. Seguidamente el analito se introduce en el equipo (HG AAS). Para
finalizar, la microcolumna se regenera haciendo pasar i) 1 ml de una solucion de
HCl 10% v/v ii) 2,5 ml de DDW y se vuelve a utilizar iniciandose un nuevo ciclo.
El esquema de lavado del sistema y la regeneracion de la columna propuesto es
el resultado de sucesivos ensayos que permitieron encontrar los volimenes

minimos para los cuales se obtenia la limpieza completa del sistema.
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Figura 2. Disefio experimental utilizado.

5.5. Caracteristicas y tratamiento de las muestras a analizar

Las muestras de agua que se analizan fueron recolectadas de diversos
lugares de la Republica Argentina. Tal como se hizo en el capitulo 5 para el
estudio de Hg se analizaron aguas de distintos origenes y niveles de potencial
contaminacion: agua corriente domiciliaria, agua de rio, agua de mar, aguas en
cercanias con actividades mineras y efluentes de plantas de tratamiento.
Ademas, se incluyé para su analisis agua recolectada en la Antartida. Esta
muestra de agua fue obtenida en la Estacion Carlini (ex. Jubany), en la isla 25 de
Mayo (62° 14" 18" S 58° 40’ 0" O).

Al igual que en el capitulo anterior se utilizaron envases de
polietilentereftalato (PET) y Teflon® para la toma y almacenamiento de
muestras. Las muestras de agua colectadas se colocaron en botellas de PET,
previamente tratadas con HNOsz 10% (v/v) y filtradas con filtros de jeringa de
PVDF de 0,45 um de tamafo de poro. Las muestras de agua de la Antartida se
almacenaron en tubos de Teflon®. Luego de la recoleccion, las muestras se
conservaron apropiadamente en el laboratorio hasta el momento de su analisis.
El pH se ajusto antes de comenzar cada ciclo de preconcentracion.
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5.6. Optimizacion de variables
5.6.1. Estrategia de optimizacion

5.6.1.1. Caudal de carga y elucién

Estos parametros pueden ser variados en un rango acotado debido a las
caracteristicas del equipo utilizado, es por ello que estas variables se
optimizaron en forma individual. El caudal de carga se evalué entre 2,3y 4,1 ml
mint y el caudal de elucién entre 7 y 10,5 ml min?, Figuras 3 y 4,

respectivamente.
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Figura 3. Influencia del caudal de carga en la seial de Bi(lll).
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Figura 4. Influencia del caudal de elucion en la sefal de Bi(lII).

Los resultados obtenidos muestran una respuesta similar en ambos
casos, es decir, graficamente no se observan diferencias. Para respaldar las
observaciones gréficas, se utilizé el analisis de la varianza (ANOVA), con esta
herramienta estadistica es posible comparar varios grupos en una variable
cuantitativa. Con el valor obtenido del estadistico (p-valor) podremos decir con
una significancia estadistica del 95% (a=0,05) si los resultados obtenidos
presentan diferencias entre si o no. En ambos casos el test de ANOVA arrojo
que no hay diferencia estadistica significativa entre los resultados obtenidos. Se
utilizé el estadistico p-valor obteniéndose un valor de 0,704 para el analisis del
caudal de carga y un p-valor de 0,082 para el caudal de elucién. El criterio
utilizado es de p-valor<0,05 para significancia estadistica. Se seleccionaron para
continuar con las optimizaciones como caudal de carga 3,2 ml min™ y como

caudal de elucién 8,8 ml min™.
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5.6.1.2. Diseno Factorial

Se utilizd un disefio factorial de dos factores y cuatro niveles. Se
estudiaron como factores, i) la concentracién del eluyente y ii) el pH de la
muestra. En la Tabla 3 se presentan los factores y los niveles estudiados, la
eleccion del rango se debe a la experiencia adquirida con los analitos ya
estudiados. Como respuesta se utilizé el area de pico. Todos los experimentos
se realizaron por triplicado y en forma aleatoria para minimizar el efecto de

posibles interferencias.

Factor Minimo (-) Maximo (+)
Concentracion del acido (% v/v) 10 20
pH 3 9

Tabla 3. Factores y niveles del disefio factorial.

Los resultados obtenidos se analizaron mediante el anélisis de la varianza,
utilizando como criterio el p-valor, para conocer la significancia estadistica y la

influencia de estos factores en la cuantificacion del Bi(II).

5.6.2. Volumen de eluciéon

Para calcular el volumen en el que se eluye el Bi(lll) retenido se midi6 el
tiempo en el que se obtiene la sefal de Bi(Ill) y se utilizo el caudal de elucién
para calcular el volumen. La experiencia se realizd varias veces dando como

resultado que el Bi(Ill) se eluye cuantitativamente en 1 ml.

5.6.3. Capacidad de retencion de la microcolumna

Para realizar este estudio se disefié una experiencia dindmica. Para lograr
saturar la columna en un tiempo razonable, se utilizé una solucién de 100 pg I™*
de Bi(lll) y se registrd la sefial en forma continua. Al pasar la solucion de carga
con el analito deberia ocurrir que al alcanzar la maxima capacidad de retencién

la microcolumna no retendria mas Bi y la sefial alcanzaria un valor constante e
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igual a la sefial que se obtendria si no estuviese la microcolumna en el sistema.
En la Figura 5 se presenta el resultado del experimento que permitié calcular la
capacidad de retencion y obtener un valor de 0,1 mg de Bi(lll) retenido por
gramo de MWCNT-pro. Esta estimacion se realiza teniendo en cuenta el area
bajo la curva (expresada en mg) y dividiéndola por la masa de MWCNT-pro que
se encuentra en la columna. Para realizar esta experiencia se grab6 un video del
experimento ya que el software del equipo no tiene la versatilidad para registrar
una sefial en forma continua. Se analizo la sefal de Bi(Ill) durante 10 minutos lo
que corresponde, segun el caudal de carga (verificado para la experiencia en
3,16 ml min™), a un volumen total de 31,6 ml. La experiencia se finalizé ya que
se habia alcanzado un valor constante que se incrementaba muy lentamente.
Sin embargo, considerando el valor maximo de absorbancia alcanzado y
comparandolo con el valor de absorbancia de una muestra de 100 ug I de
Bi(lll) que se midid sin el sistema de preconcentracion, el porcentaje de

saturacion de la columna resultd ser del 93%.
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Figura 5. Curva del experimento de capacidad de retencion dinamica para

obtener la capacidad de retencion de Bi(lll) de los MWCNT-pro.
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En relacion a la estabilidad de la columna, fue posible su utilizacion en
mas de 690 ciclos de preconcentracion/elucion y con un volumen maximo de
muestra (de una sola vez) de 250 ml sin mostrar deterioro en su capacidad de
adsorcién ni compactacion, que se hubiese evidenciado como sobrepresién en

el sistema.

5.6.4. Efecto del pH de carga y concentracion del eluyente

En la Figura 6 se observan los resultados obtenidos de las experiencias
realizadas. Se grafico el area de la sefial de Bi(Ill) en funcion de la concentracion
de eluyente (HCl) y del pH de carga de la muestra. Con los resultados obtenidos
se realizd el calculo de la superficie de respuesta que se observa como un

grafico continuo.

Senal analitica
[area de pico]

Figura 6. Superficie de respuesta: sefial de Bi(lll) en funcion de la concentracion

del HCl y el pH de carga.
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La observacion de la superficie de respuesta nos muestra que la
concentracion del acido no tiene influencia en la sefial de Bi(lll), esto pudo ser
demostrado mediante el calculo de ANOVA (p-valor=0,571). Asimismo,
podemos observar la influencia clara del pH de carga en el sistema; esto
también se verifica con el calculo de ANOVA (p-valor<0,001). El analisis de la
interaccion (pH vs concentracion de acido) resultd estadisticamente no
significativa (p-valor=0,509).

El pH de carga optimizado se ajusté en 7 y la concentracion del acido
eluyente se utilizd en 10% v/v, minimo evaluado para evitar el deterioro de la
columna, siendo ademas el recomendado por el método del equipo para
generar el hidruro de Bi. Como verificacion, se estudiaron concentraciones
menores al 10% v/v pero se encontrd que no lograban eluir completamente al
analito.

Si bien el HCl es el acido recomendado por el fabricante del equipo para
la determinacién de Bi, con la finalidad de estudiar el desempefio de otros
eluyentes, se probaron otros acidos como tartaricoy HNOs;. Luego de varias
pruebas se encontré que el acido tartarico 0,5 mol I no eluye al Bi(lll), y se
descarto.

Por otro lado, se verifico previamente como afectaba la concentracion de
HNOs en la elucion y se encontré que el porcentaje de elucion aumentaba hasta
una concentracién de 10% v/v para luego permanecer constante (Figura 7)

(similar comportamiento presenta el HCl a concentraciones menores a 10% v/v).
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Figura 7. Efecto de la concentracién de HNOs en la sefial de Bi(IIl).

Al igual que para el eluyente HCI, del analisis de resultados se desprende
que el sistema no se ve afectado significativamente por la concentracion del
acido pero si por el pH de carga de la muestra y es por ello que se estudio la
sefial de Bi en funcién del pH de carga eluyendo con HCl y HNO3 ambos 10%
v/v. En la Figura 8 se presentan los resultados obtenidos. La tendencia es similar

para los dos acidos y se verifico el mejor desempefio del HCI como eluyente.
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Figura 8. Sefal de Bi en funcion del eluyente (HCl y HNO3).
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6. Efecto de iones concomitantes

Con la finalidad de realizar un mejor ajuste del pH se analizd el
comportamiento de la sefal de Bi(lll) cuando se utilizan distintos buffer con
capacidad reguladora en el rango optimizado (7). Utilizando estos buffers, se
estudié su capacidad de regular el efecto producido por la presencia de los
iones probados como interferentes. Esta alternativa surgié luego de que se
realizara la medicion de interferencias utilizando como medio de carga DDW a
pH 7 (ajustado con NaOH) y se observara una severa disminucion de la sefial de
Bi(Ill). Se probaron cuatro soluciones buffers: MES (regula en el rango de pH:
5.2-7,2), TRIS (regula en el rango de pH: 7,0-9,0), fosfato de sodio (regula en el
rango de pH: 6,2-8,2) y ftalato de potasio (regula en el rango de pH: 4,4-6,4) a
concentracién de 0,01 mol I'. Para realizar un ajuste fino del pH para cada
buffer, se estudié la sefial de Bi(lll) en el intervalo de una unidad de pH

alrededor del pK, para cada uno, Figura 9.
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Figura 9. Sefal de Bi(lll) en funcion del pH del buffer.
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Se estudiaron las potenciales interferencias de Cd, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni y
Zn en la generacion de la bismutina, ya que estos metales compiten con el
analito por la reduccidn y catalizan la descomposicion del NaBH,4. También se
estudiaron las potenciales interferencias de los elementos que forman hidruros
volatiles de los grupos 14, 15y 16.

En la Tabla 4 se presentan los resultados obtenidos del estudio de
interferencias. Los interferentes se evaluaron a dos niveles de concentracion: 10
y 100 pg I con respecto a una solucién de 5 pg I de Bi(lll). Se considerd
interferencia la variacion de un +5% en la senal de Bi(lll). Todas las mediciones
se realizaron por triplicado. Al analizar los resultados se observé que el buffer
ftalato 0,01 mol I disminuia el efecto de los interferentes en la sefial de Bi(Ill).
Esto promovid la repeticion del estudio con una concentracién del buffer un
orden de magnitud mayor (0,1 mol I'Y). En estas condiciones se logré reducir

significativamente la influencia de los interferentes en la sefal de Bi(llI).
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Fosfato de MES TRIS Ftalato de Ftalato de
Interferente sodio Potasio Potasio
[Hg (| 0,01 0,01 0,01 0,01 01
mol I mol I mol I mol I mol I

As 10 0 -44,3 0 18,3 8,9
As 100 0 -34,0 0 17,4 10,0
Cd 10 -6,8 -33,2 -22,1 0 -6,7
Cd 100 -15,3 -20,2 -12,6 0 -7,7
Co 10 -18,2 -44,6 -29,0 0 0
Co 100 -12,6 -36,2 -20,2 -9,6 0
Cr 10 -53,9 -66,4 -274 -44,5 0
Cr 100 -56,1 -54,1 -13,1 -22,6 0
Cu 10 -20,1 -349 -19,1 -11,0 0
Cu 100 -34,6 -31,1 -18,7 -36,1 0
Fe 10 -66,4 -32,1 -31,7 -22,1 0
Fe 100 -69,2 -28,7 -52,6 -24,4 0
Ge 10 -18,2 -11,2 -28,7 -114 -7,0
Ge 100 -14,0 -6,8 -35,5 -7.9 -6,1
Hg 10 -25,1 -44,1 0 -8,2 0
Hg 100 -17,3 -319 0 -15,4 0
Mn 10 -13,4 -43,2 -19,9 -10,1 0
Mn 100 -11,6 -30,3 -17,7 91 0
Ni 10 -7,9 -44,1 -14,0 -9,7 0
Ni 100 -14,9 -38,1 -10,0 -18,3 0
Pb 10 -20,6 -32,3 -11,6 -9,9 -94
Pb 100 -39,1 -22,2 -8,1 -11,3 -8,2
Sb 10 0 -12,7 -9,0 0 0
Sb 100 -11,6 -33,2 -8,9 -6,4 0
Se 10 -8,0 -39,6 -18,8 -7,5 0
Se 100 -14,2 -34,4 -14,9 -9,2 0
Sn 10 -9,4 -45,2 -9,0 -8,0 8,5
Sn 100 -15,3 -38,5 -8,9 -23,2 10,9
Te 10 -11,9 -39,1 -11,8 -15,3 -11,9
Te 100 -17,1 -34,4 -10,8 -16,2 -11,0
Zn 10 -27,8 -38,4 0 -17,4 0
Zn 100 -21,5 -29,3 0 -14,6 0

Tabla 4. Interferencias de metales pesados y elementos formadores de hidruros

en la determinacién de Bi(III).
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7. Desempeiio analitico

Se estudid la repetibilidad, entendida como la desviacién relativa
estandar de 10 muestras utilizando el método de preconcentracion/deteccion
con los parametros optimizados hallandose un valor de 1,5% (RSD) a un nivel de
Bi de 0,1 pg I"". Al realizarse 10 mediciones independiente de una solucién de
muy baja concentracién, 0,10 ug I, (criterio de 30) se obtuvo un limite de
deteccion de (LOD) 0,1 pg I"Y. El limite de cuantificacion (LOQ) obtenido es de
0,36 ug I™". Estos valores se obtienen teniendo en cuenta la pendiente de la recta
de calibracion del sistema con preconcentracién para un volumen de muestra
de 5 ml. El factor de preconcentracién que se obtuvo de la relacion entre las
pendientes de las curvas de calibracion sin y con preconcentracién para 5 ml de
muestra y resulto ser igual a 5. Con respecto al factor de enriquecimiento (FE),
entendido como la relacidon entre el maximo volumen de muestra que puede
pasarse por la microcolumna respecto al minimo volumen en el que puede
eluirse el analito en forma cuantitativa (1 ml) se obtuvo un FE de 250 [Arpadjan,
S.y col. 1997].

El limite de deteccidén que es posible alcanzar con esta metodologia esta
intimamente relacionado con el volumen de muestra que es posible pasar por la
microcolumna y su concentracion. Al atravesar la microcolumna un mayor
volumen de una dada concentracién, la masa de analito retenida por la columna
es mayor obteniéndose un aumento de la sefial. Si se construyese una curva de
calibracion con este nuevo volumen, la pendiente obtenida seria mayor. Para
verificar esto, se calculé el LOD de la misma forma pero utilizando un volumen
de muestra de 10 ml y se obtuvo un LOD de 0,06 ug I™*. Es por ello que es
posible disminuir el LOD haciendo pasar un mayor volumen de muestra, sin
embargo hay que ponderar el tiempo de analisis que aumenta en funcion del
caudal de carga. Para estimar el volumen maximo se hicieron experiencias
independientes donde se pasaron por la microcolumna volimenes cada vez
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mayores de muestra manteniendo constante la masa de analito en cada una. Se
analizé el residuo de carga y las primeras y segundas eluciones para verificar si
el analito quedaba retenido cuantitativamente en la columna y si era posible
eluirlo en una sola elucién. Ese estudio mostré6 que una muestra de 250 ml y
una concentracién final de 0,2 pg I'* fue retenida por completo y se eluyé en la
primera elucion.

La linealidad se estudié entre valores cercanos al LOD y 10 pg I*
obteniéndose un coeficiente de correlacién de R?= 0,997 utilizando 5 ml de
muestra.

La cantidad de muestras que pueden procesarse depende esencialmente
del volumen de muestra en la cual se quiera determinar al analito. El tiempo
necesario para preconcentrar 5 ml de muestra a 3,2 ml min, utilizando un
caudal de elucién de 8,8 ml min™ considerando el tiempo de adquisicion/lectura
de muestra y acondicionamiento, es de aproximadamente 3 min, por
consiguiente es posible procesar 20 muestras por hora.

Se aplicé el método desarrollado al material de referencia NIST 1643e
(elementos traza en aguas). Se obtuvieron valores comparables con los

reportados en el certificado, Tabla 5.

Muestra Bi encontrado (ug ) Bi certificado (pg )

NIST 1643e 13,77 £ 0,66 14,09 £ 0,15

Tabla 5. Exactitud del método.

8. Analisis de aguas naturales

Se analizaron muestras de agua de distintos origenes y se busco
informacion en la bibliografia para comparar los resultados obtenidos. Como se
menciond en la introduccién, la informacion que existe sobre los niveles de
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Bi(Ill) en aguas naturales es escasa y la que se encuentra presenta mucha
dispersion. En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos para las distintas

aguas analizadas.

Muestra [Bi] (ng I')
Agua de canilla (Cérdoba) <23
Agua de canilla (Buenos Aires) <23
Agua de mar (Buenos Aires) <23
Agua de pozo 1 (Buenos Aires) 235+11
Agua de pozo 2 (Buenos Aires) 282 +1,1
Agua de rio 1 (Mendoza) 178 + 8
Agua de rio 2 (Mendoza) <23
Agua termal (Entre Rios) 38,1+19
Agua de la Antartida (Estacién Carlini) 166 + 8
Efluente minero 1 (Cérdoba) 254 + 1,2
Efluente minero 2 (Cérdoba) <23
Efluente minero 3 (San Luis) <23
Efluente minero 4 (San Luis) <23
Efluente minero 5 (San Luis) 81,0+ 24
Efluente minero 6 (Cérdoba) 226 + 12
Efluente minero 7 (Cérdoba) 226 + 12
Efluente industrial (Buenos Aires) 62,6 + 3,0
Planta de tratamiento (Buenos Aires) 1580 + 71

Tabla 6. Concentracion de Bi(Ill) en diferentes aguas (ng 1Y) (volumen de

muestra 25 ml).
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En la muestra de agua de mar no se detectd la presencia de Bi(lll)
(volumen de muestra 25 ml, LOD 23 ng IY). La bibliografia analizada presenta
algunas discrepancias con valores entre 10 y 30 ng I'* para agua de mar [Filella,
M. 2010]. Para el agua corriente los valores reportados son todavia mas dificiles
de homogeneizar y no es posible determinar un rango de concentracion
comparable. Las aguas recolectadas en Pcia. de Buenos Aires y Cordoba no
presentaron valores de Bi(lll) detectables, pero hay bibliografia donde se
informan valores elevados en agua corriente. Por ejemplo, se han reportado
valores de concentracion de Bi(lll) de 48 nmol I (equivalente a 16.500 ng )
utilizando electrodos quimicamente modificados para preconcentrar seguido de
la determinacion y cuantificacién mediante voltametria [Dong, K. L. y col. 1991].

Las aguas de rio de la Pcia. de Mendoza arrojaron valores desde < al LOD
hasta 178+8 ng It de Bi(ll). En relacién a la bibliografia consultada,
encontramos valores dispares hallandose concentraciones de hasta 12.000 ng I
en aguas recolectadas en Japon [Yoshimura, W. y col. 1995]. Asimismo, y
también en Japdn, encontramos reportada una concentracion muchisimo menor
en el rio Takahashi, 2,08 ng I* medidos por ICP MS previo a un proceso de
preconcentracion [Oshita, K. y col. 2007].

El agua recolectada en la Antartida arrojo una concentracion de Bi(lll) de
166+8 ng I Si bien este valor puede parecer un poco elevado en comparacion
con aguas de otros origenes, autores como Boswell y col. reportaron alto
contenido de varios elementos en aguas de la Antartida, medidos con un
método combinado de espectrometria y extraccion por solvente para
preconcentrar, obteniendo variaciones de la concentracion de Bi(lll) en el rango
de <200 a 7100 ng I"* [Boswell, C. R. y col. 1967].

En las aguas recolectadas en zonas mineras encontramos valores de Bi(IIl)
en el rango que va desde el LOD y los 81 ng I, mostrando una influencia

importante del sitio de toma de muestra. Al igual que para el resto de las aguas
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analizadas es dificil encontrar informacién confiable para poder considerar
rangos y hacer comparaciones. Se ha reportado un estudio en las cercanias de
la mina de Cu-W en Corea donde se analizé Bi por ICP OES con generacion de
hidruros en diferentes muestras medioambientales, los cursos de agua
analizados presentaron concentraciones variables desde 300 hasta 8.400 ng I
[Jung, M. C. 'y col. 2002].

El analisis realizado al agua termal obtenida en la Pcia. de Entre Rios
arroj6 un resultado de 38,1+1,9 ng I"*. Durante la busqueda bibliografica se
encontré6 un estudio de agua y sedimento de un campo hidrotermal en
Santorini, Grecia, realizado en el marco de un estudio geoquimico. Si bien la
cuantificacion se realizd con ICP OES, se reportaron valores inferiores a

800 ng I'* [Varnavas, S. P. y col. 1988].

9. Conclusiones

Fue posible determinar y cuantificar Bi(lll) a niveles de ng I"* mediante su
preconcentracion en linea, utilizando como sustrato MWCNT-pro. Una ventaja a
destacar del trabajo realizado es la utilizacion de equipamiento tradicional en
laboratorios de analisis quimico, tal como la espectrometria de absorcion
atdbmica con generacién de hidruros.

El método de SPE desarrollado resultdo adecuado para cuantificar Bi(lll) a
los niveles esperados en aguas naturales, ademas, la metodologia propuesta es
versatil, pudiéndose mejorar los limites de deteccién alcanzables adaptando el
volumen de muestra.

Al igual que para la determinacion de Hg, el empleo de la mezcla de
Epolene® con los nanotubos permitié la utilizacién de la microcolumna en una
gran cantidad de ciclos sin mostrar signos de compactacion y sobrepresion en
el sistema. Esto es posible debido a la cera de polietileno utilizada en relacién a
la masa de nanotubos (10:1). A pesar de la minima cantidad de MWCNT-pro
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contenidos en la columna, se pudieron alcanzar excelentes limites de deteccion
lo que hizo posible la determinacion de Bi en aguas naturales. La
heterogeneidad tanto en forma como distribucion de las particulas de
polietileno ayudaron a evitar la compactacion de la microcolumna.

Este estudio es un aporte significativo a un tema muy poco estudiado
como es la determinacién de Bi en aguas naturales. Los niveles informados
aportan informacién Util para los investigadores involucrados en estudios

ambientales.
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Conclusiones y Perspectivas

La motivacion de este trabajo de Tesis doctoral ha sido el desarrollo de
un nuevo material sorbente con una gran capacidad de retencion de especies
metalicas en solucidén, y una metodologia analitica que en forma coordinada
fueran capaces de acoplarse a un sistema de analisis en linea utilizando como
deteccion la espectrometria de absorcion atémica para la cuantificacion de
analitos de interés ambiental. El sistema de pretratamiento fue propuesto con el
objetivo de alcanzar los limites de deteccién necesarios para cuantificar los
analitos en las bajas concentraciones a las que se encuentran en aguas naturales
no contaminadas. De esta forma fue posible la utilizacion de equipamiento de
menor complejidad que los que se utilizan habitualmente para estos analisis,
como la espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente.
Asimismo, la utilizacion de equipamiento de menor complejidad permite
realizar estas determinaciones en laboratorios de diferentes caracteristicas y
menores recursos. La versatilidad de la metodologia desarrollada hace que el
sistema de preconcentracién de muestra pueda acoplarse también a otras

técnicas analiticas.

Este trabajo de Tesis doctoral constituye un aporte al desarrollo de
métodos analiticos sensibles, selectivos y confiables para la cuantificacion de
especies quimicas presentes a niveles de trazas y ultratrazas en muestras de
origen natural, empleando una técnica analitica de relativamente bajo costo que

puede encontrarse aun en los laboratorios de servicios e investigacion.

Para el pretratamiento de muestras, en este trabajo se eligié un sistema
simple, econémico y versatil como es la Separacién en Fase Sélida y se buscé a
través de la utilizacion de materiales novedosos, como los nanotubos de

carbono, jerarquizar la metodologia al introducir selectividad, miniaturizacion,
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automatizacion y rendimiento. La utilizacion de nanotubos de carbono,
oxidados y funcionalizados, como sorbente especifico permitié alcanzar limites
de deteccion del orden de los ng I'™.

La metodologia analitica desarrollada  permitié  utilizar
microcolumnas disefladas “a medida” para acoplar con una técnica
espectroscopica atomica, como la espectrometria de absorcién atdémica
disponible en los Laboratorios de Quimica Analitica de CNEA. Durante la
preparacion del sorbente, el problema mas serio a abordar fue evitar la
compactacion dentro de la columna de los CNTs para controlar asi la sobre-
presién del sistema. Para ello se implemento el uso de Epolene® mezclado en
distintas proporciones con los CNTs. Esta cera de polietileno de muy bajo peso
molecular fue utilizada por primera vez para este propdsito y resultd exitosa
para evitar la compactacion del sistema y fue parte responsable de que se
pudiesen realizar mas de 690 ciclos de preconcentracidon/elucion en el caso de
la retencién de Bi(lll) sin sobrepresion. También fue posible, debido a que el
material desarrollado resultd ser muy eficiente, disminuir el relleno de las
columnas de 20 mg para el caso de la retencion de Cu (usando MWCNT-pro
como sustrato) a 1 mg; en el caso de la retencién de Hg (usando MWCNT-

COOH). El sistema microcolumna/relleno (CNTs + Epolene®) permitio:

una exitosa adaptacion e implementacién en linea

- utilizar microcolumnas de diferentes dimensiones (longitud, diametro)
y tipo de rosca para el acople (exterior, interior)

- evitar los conocidos y habituales problemas de compactacion de
estos sistemas utilizando una mezcla de nanotubos de carbono con la
cera de polietileno

- maodificar facilmente el sentido de carga y elucién de las muestras

- recuperar el sustrato para su analisis posterior
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Se utilizaron sistemas discontinuos (batch) como primer acercamiento
para seleccionar la relacion CNTs/especie metalica 6ptima en solucién. Si bien
son conocidas las caracteristicas hibrofébicas y las fuertes energias de
repulsion que presentan los nanotubos comerciales, la realizacion de las
pruebas en batch pusieron de manifiesto parte de las dificultades que
presentan estos materiales para su utilizacion, situacion que también es
aplicable a la manipulacién, funcionalizacion y caracterizacion de los mismos.
Es por ello, que su oxidacién y funcionalizacion representé un desafio
experimental que fue abordado y resuelto con buenos resultados en este
trabajo de Tesis doctoral.

Las dificultades encontradas en la preparacion de las muestras para los
estudios de caracterizacion pudieron resolverse satisfactoriamente. Se
utilizaron una gran variedad de técnicas durante las distintas etapas del
proceso de sintesis del sorbente como, SEM, TEM, EDS, TGA, XRD y FTIR. En el
capitulo sobre la obtencion de los nanotubos funcionalizados se presentd una
gran cantidad de informacion que constituye un aporte para comprender las
diferencias en el comportamiento de sorcion de los materiales sintetizados.
También se demostro la gran resistencia estructural de estos materiales ya que
luego de ser reutilizados en un importante niumero de ciclos se comprobo que
seguian manteniendo su esqueleto de base carbono.

La variedad de nanotubos empleados pusieron de manifiesto las
posibilidades que tiene este sustrato de comportarse de forma selectiva,
quedando demostrado en los estudios de evaluacién de la capacidad de
retencién dindmica. En el caso del Cu se obtuvo una capacidad de retencion
dindmica de 0,09 mg g™ (usando MWCNT-pro), para la retenciéon de Hg se
obtuvo 3,2 mg g (usando MWCNT-COOH), pasando por 0,1 mg g™ para la

retencion de Bi por MWCNT-pro. Esto demuestra las caracteristicas Unicas que
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posee cada sistema analito/sorbente/SPE y las posibilidades que existen para
el desarrollo de nuevos sorbentes especificos.

El objetivo de retener y preconcentrar analitos de interés ambiental, en
este caso, Cu(ll), Hg(Il) y Bi(Ill) se alcanz6 con éxito permitiendo cuantificarlos a
niveles muy bajos (ng mlI™ o menor) lo que hizo posible detectarlos en aguas
naturales no contaminadas. La determinacion de Bi(Il) a estos niveles en
distintas categorias de aguas ha aportado informacién valiosa sobre un
elemento muy poco estudiado.

Cabe resaltar que la afinidad del sistema MWCNT-COOH por el Hg(Il) es
tan alta que motivd a este Grupo de Trabajo a continuar investigando y
proponer nuevas funcionalizaciones utilizando, por ejemplo, aminoacidos
como la metionina (es conocida la afinidad del Hg por el azufre) para abordar
las posibilidades de desarrollar sistemas de SPE en linea que permitan
determinar especies de Hg en forma selectiva, como por ejemplo Hg(ll) y

metilHg.
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This study explores further the analytical capabilities of functionalised multiwalled carbon nanotubes with L-
proline (pro-MW(CNTSs) for the reliable preconcentration and determination of Bi(IIl) in waters using an on-
line flow injection hydride generation atomic absorption spectrometry (FI-HG-AAS) system. To avoid carbon
nanoparticles aggregation, the preconcentration was carried out on a microcolumn filled with functionalised
pro-MWCNTs and a low molecular weight polyethylene. The optimisation was performed by employing a full
factorial design. The factors related to the optimisation process were the concentration of eluent and pH of the
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FI-HG-AAS Under optimal conditions, the adsorption capacity of the substrate was found to be 0.1 mg g~ ' reaching a
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preconcentration factor (PF) of 160. A detection limit (30) of 0.7 ng L™ ! was achieved, when using only 3.0 mg
of substrate. Interferences affecting Bi(Ill) signal were carefully studied. Precision, expressed as relative standard
deviation (RSD) turned to be 1.5% at the 0.1 ug L~ ! level (n = 10). Accuracy test for the entire analytical proce-
dure was performed by means of the Standard Reference Material (SRM) NIST 1643e (trace elements in water)
and results were in good agreement with the certified values. The system was evaluated for quantitative deter-

mination of Bi(Ill) in different categories of waters.

© 2015 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Bismuth is a naturally occurring element that is found at low levels
(127 ng g~ 1) in the upper continental crust [1]. It can exist in four oxi-
dations states. Among them, Bi(V) is a powerful oxidant in aqueous so-
lution in contrast to other elements of Group 15 namely, As and Sb for
which the pentavalent state is the most abundant. Bismuth is found as
Bi(III) in environmental biological and geological samples [2]. According
to Filella [2] Bi is toxic to some prokaryotes, and Bi compounds have
been used for more than 200 years to treat aliments resulting from bac-
terial infections. Other authors reported that the use of this metalloid is
increasing, even though it is known to be toxic for humans, animals and
plants [3].

Even when Bi and its compounds are used in a variety of industrial
and pharmaceutical products, this metalloid has much less studied in
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Av. Gral Paz 1499, B1650KNA San Martin, Buenos Aires, Argentina. Tel.: +54 11 6772
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comparison to other elements and consequently, to gain information
on its ecotoxicology, behaviour and transport in natural waters is neces-
sary. In an excellent critical review, Fillela [ 2] attributes this lack of infor-
mation to: (i) the low concentration of Bi in environmental systems,
often justified on the grounds of the insolubility of its compounds and
(ii) the renowned low toxicity of the element to humans.

Electroanalytical techniques such as adsorptive stripping voltamme-
try (ASV) [4], and stripping voltammetry [5] have been, and still are,
very used for Bi determination. In these studies, limits of detection of
20 ug L™ were reported. Atomic spectrometric and plasma-based tech-
niques, in many cases including hydride generation (HG) for increasing
detection power, represent another group of techniques successfully
used for Bi determination at trace and ultra-traces in water samples
[6,7]. An analytical methodology was developed by Calvo Fornieles
et al. [8] to provide information on Sb, Bi and Sn content in sea waters
samples using a preconcentration system and ICP-MS with HG for de-
tection. The authors reported a LOD of 2.0 ng L™ . Atomic fluorescence
spectrometry (AFS) was also a suitable technique for Bi determination
reaching a LOD of 0.2 ug L™ [7].

Because of the expected levels of Bi(Ill) in natural waters and matri-
ces of environmental interest (~ng L™' or below) many analytical
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techniques are far below to directly achieve the detection power re-
quired. This situation can be improved be adding a preconcentration
step. In this direction, the use of different substrates has been reported
such as: octadecyl bonded silica cartridges modified with cyanex 301
in conjunction with graphite furnace atomic absorption spectrometry
(GFAAS) [9], Lewatit TP-207 chelating resin and flame atomic ab-
sorption for detection [10]. More recently modified multiwalled carbon
nanotubes (MWCNTs) have been tested as a selective sorbent for Bi(III)
preconcentration [11]. For many years, our group has been studying the
capabilities of biosorption for elemental solid phase extraction using
amino acids immobilised on controlled pore glass [12-14]. More recent-
ly, amino acids such as L-tyrosine were immobilised on MWCNTs for the
selective determination of Tl [15]. The detection limit reported for total
Tl by STPF-ETAAS was 150 ng L~ while for TI(IlI), employing the sepa-
ration system a much lower value was obtained (3 ng L™!). As regards
Co, the LOD was 50 ng L™ [16]. L-Alanine was another amino acid suc-
cessfully used for Ni, Pb [17] and Cd [18] preconcentration. In conclu-
sion, solid phase extraction methods are rapid, simple and sensitive
and can be considered as a low cost alternative in comparison with
other techniques such as ICP-MS.

In this study, it was deemed of interest to further investigate the
capabilities of multiwalled carbon nanotubes with L-proline (pro-
MWCNTSs) as a new substrate for Bi(Ill) determination using an on-
line solid phase extraction (SPE) procedure involving its coupling to
flow injection-hydride generation-atomic absorption spectrometry
(FI-HG-AAS). The optimisation was performed using a factorial design.
The conditions were established and Bi(Ill) determination in different
kinds of waters was successfully carried out reaching a high precon-
centration factor.

2. Experimental
2.1. Instrumentation and reagents

A PerkinElmer (Norwalk, CT, USA) AAnalyst 200 atomic absorption
spectrometer provided with a quartz cell in an electrically heated man-
tle, in conjunction with a PerkinElmer Flow Injection Analysis System
(FIAS 100) was used for Bi(Ill) determination. The gas-liquid separator
(Perkin-Elmer) is a modular ‘building block’-type made from chemical-
ly resistant plastic with an exchangeable PTFE membrane placed in the
screw cap of the separator. An additional peristaltic pump, Minipuls 3
from Gilson (Villiers-Le-Bel, France) was used to deliver the sample.

Connections among components were made with 1.0 mm (i.d.) PTFE
tubing. Tygon type pump tubing with an internal diameter of
1.52 mm, 1.14 mm and 1.14 mm (Ismatec, Cole Parmer, Vernon Hills,
IL, USA) were employed to propel reagents and eluent, reductant and
sample, respectively. The experimental set-up of on-line precon-
centration of Bi(Ill) is depicted in Fig. 1.

A bismuth electrodeless discharge lamp (PerkinElmer) operated at a
current of 370 mA and a wavelength of 223.1 nm with a spectral band
pass of 1.8 nm was used. Instrumental details and operating conditions
are summarised in Table 1.

Deionised distilled water (DDW) was produced by a commercial
mixed-bed ion-exchange system Barnstead (Dubuque, IA. USA) fed
with distilled water. All reagents were of analytical grade and the
presence of Bi was not detected within the working range. Commercial-
ly available 1000 mg L™ ! standard solutions (Merck) of Bi(Ill) were
used. Diluted working solutions were prepared daily by serial dilu-
tions of the stock solution. Sodium tetrahydridoborate(Ill) solution
(0.4% w/v) was prepared daily by dissolving NaBH,4 (Merck, Darmstadt,
Germany) in deionised water, stabilizing in 0.2% (w/v) NaOH and
filtering through Whatman N° 42 filter-paper to eliminate turbidity.
The resulting solution was stored in polyethylene flask at 4 °C. The
cation solutions used in the study of interferences were prepared
from analytical-reagents grade chemicals. Buffers solutions tested
were: 2-(N-morpholino) ethanesulfonic acid (MES) (AppliChem
GmbH, Darmstadt, Germany), tris(hydroxymethyl)aminomethane
(TRIS) (AppliChem GmbH, Darmstadt, Germany), Na,HPO,4.12H,0 and
NaH,P04.H,0 (Carlo Erba, Milan, Italy), potassium phthalate monobasic
(Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA). Hydrochloric acid solutions were
prepared by step-wise dilution of the concentrated acid (Merck).

All glassware and plastic bottles used were cleaned by rinsing with
deionised water, soaking with a 10% (v/v) nitric acid solution for 24 h
and then rinsing several times with deionised water. All standards
were stored in polyethylene bottles (50 mL) or Falcon® tubes.

Multiwalled carbon nanotubes were purchased from Sun Nanotech
Co. Ltd., Jiangxi, China. All chemical (Merck) used for MWCNTs func-
tionalisation (HNO3, H,SO4, SOCI,, DMF, THF, L-proline) were of analyt-
ical reagent grade and were used without further purification.

2.2. Sample collection, treatment and preconcentration procedure

Water samples were collected in different sites in Argentina.
They include: tap water, river water, sea water, effluents from mining

Sample

FIAS-valve positions

Load Elution

Eluent
—p N

Reductant

Waste ‘

Microcolumn

Gas-liquid

Fig. 1. Operational diagram of the FI-HG-AAS system used for Bi(Ill) preconcentration.
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Table 1
Instrumental details and operating conditions of the FI-HG-AAS system for determination
of Bi(Ill).

Instrument PerkinElmer AAnalyst 200
Cell temperature 940 °C

EDL lamp current 370 mA

Measurement mode Peak area

Slit width 1.8 nm

Wavelength 223.1 nm

Hydride generation

NaBH,4 concentration 0.4% (w/v); NaOH 0.2% (w/v)

Reductant flow rate 4.4 mLmin~!
Eluent (HCI) flow rate 8.8 mL min~'
HCl concentration 10% (v/v)

Carrier gas (N;) flow rate 30 mL min~!

activities and effluents from a treatment plant. In addition, a water
sample collected in Antarctica was analysed. This sample was collected
at the Carlini Station (ex Jubany), 25 de Mayo Island (62°14’18"S, 58°40’
0"W).

Collected samples were placed in poly(ethylene terephthalate) PET
bottles previously cleaned with 10% (v/v) HNOs. Antarctic water was
collected in a Teflon® flask. Samples were transported to the laboratory
and stored in a dry and dark place until analysis. The tap water, sea
water, river water, well water, thermal water and effluent samples
were filtered through a 0.45 um polyvinyldifluoride syringe filter
(Minisart-Sartorius, Gottingen, Germany). As in a previous study [19]
Teflon® and PET bottles were used for sampling and storage of waters.

Before starting the experiments, the microcolumn was conditioned
for preconcentration by passing one mL of a 10% (v/v) HCl solution,
washed with 2.5 mL of DDW. Then, 5.0 mL of analyte solutions were
loaded on the microcolumn at a flow rate of 3.2 mL min~". For stripping
Bi from the column, a 10% (v/v) HCl solution was passed and Bi was
injected in the on-line system. The absorbance measurements (peak
area) were proportional to the analyte concentration in the sample
and were used for measurements. Samples were analysed as soon as it
was possible.

2.3. Immobilisation procedure

Firstly, oxidation of MWCNTs was carried out in a mixture of
H,S04:HNO5 (3:1). Commercial MWCNTs were soaked for 30 min in
an ultrasound bath and then placed in a water bath at 55 °C for 4 h.
The resulting oxidised MWCNTs were dialysed with DDW until com-
plete elimination of the residual acid. L-Proline functionalised MWCNTSs
(pro-MW(CNTSs) were obtained by the chemical attachment of L-proline
using the following procedure: the oxidised MWCNTSs were dispersed in
thionylchloride (SOCI,) with 2 mL of dimethylformamide (DMF) and
the mixture was left to react while stirring at 70 °C for 24 h. The resul-
tant solid material (COCI-MWCNTs) was centrifuged and then washed
with tetrahydrofuran (THF). L-Proline and COCI-MWCNTs were mixed
with THF at 45 °C for 4 days. The resultant material, pro-MWCNTs was
resuspended with ethanol, filtered and dried.

24. Characteristics of the column and the sorbent material

The preparation and dimension of the microcolumn is a key topic
when nanoparticles are used as the filler material. The characteristics
of the sorbent and the column geometry greatly influence the analyte
retention. According to previous experiences [19], to avoid aggre-
gation and an unacceptable higher back-pressure due the tight packing
of the filling material we adopted to fill the column with a mixture of
functionalised pro-MWCNTs and inert microparticles of Epolene®
(Eastman Chemical Products, Inc., Kingsport, TN, USA), a low-density
polyethylene wax that offers good high-temperature stability, low-

temperature flexibility, and very good compatibility with the use of
mineral acids.

We performed a careful evaluation of the optimum dimensions of
the microcolumn. These tests demonstrated that to reach an efficient
Bi(Ill) preconcentration as well as higher and thinner peaks, a good
compromise was: (i) using a small home-made microcolumn of
2.3 mm (i.d) x 25 mm (pro-MWCNTSs net length: 10 mm and a nominal
microcolumn capacity ~42 pL), and (ii) carefully assess the filler materi-
al and the way of packing it.

The microcolumn was filled with a mixture of pro-MWCNTs and
Epolene®. According to our experiments, the optimal proportion was
~90% of Epolene® and ~10% of pro-MWCNTs. In addition to the lack
of aggregation, microcolumns resulted to be even better in terms of
peak sharpness.

In this study a mixture of ~3.0 mg of pro-MWCNTs and 30 mg of
Epolene® was used to fill the microcolumn using the dry packing
method. The microcolumn was then connected to the system with
PTFE tubing to form the preconcentration system. The microcolumn
was preconditioned by the blank solution prior to each cycle. After the
elution, the system was washed with 1 mL of a 10% (v/v) HClI solution
and then with 2.5 mL of DDW.

To check that Bi(Ill) was not retained by the low molecular weight
polyethylene wax, a test microcolumn was filled only with ~30 mg of
this material and inserted in the preconcentration system. No Bi(III)
retention was observed which evidenced that Bi(Ill) was retained by
pro-MWCNTs and not by Epolene®.

Scanning electron micrographs of particles of Epolene® with pro-
MWCNTs showed a significant dispersion of the nanotubes on the par-
ticles with the preservation of their backbone after 690 cycles of Bi(III)
preconcentration.

2.5. Optimization strategy

Screening studies showed that sample and elution flow rates have
no statistical significant influence on Bi retention (see next Section).
The optimisation step was carried out considering two factors such as
(i) eluent acid concentration and (ii) sample pH using a four levels fac-
torial design. A simple response was analysed as peak area. All experi-
ments were performed in triplicate with a random order to minimize
the effects of uncontrolled factors that may introduce bias in the
measurements.

3. Results and discussion

3.1. Sampling and elution flow rates

Sampling flow rate (SFR) was evaluated between 2.3-4.1 mL min "
while the effect of elution flow rate (EFR) was studied between
7-10.5 mL min~ . Statistical significance of the effects was checked by
analysis of variance (ANOVA) and using p-value significance levels
less than 0.05. Sampling flow rate and elution flow rate had no signifi-
cant effects with p-values of 0.704 and 0.082, respectively. SFR was

optimised at 3.2 mL min~! and EFR at 8.8 mL min~ .

3.2. Factorial design
A two factors (acid concentration and pH) factorial design at four

levels with 16 runs (by triplicate) was developed in order to determine
the influence of the two factors and its interaction on the system.

Table 2
Factors and levels used in the factorial design.

Variable Minimum (—) Maximum (+)
Acid concentration (%v/v) 10 20
pH 3 9
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Minimum and maximum levels of each factor (Table 2) were chosen
according to data from previous experiments. The factorial design was
evaluated using the analytical signal (peak area). Significance of the ef-
fects was checked by ANOVA and using p-value significance levels
(0.05).

Fig. 2 shows the surface response of Bi(Ill) retention as a function
of pH and acid concentration. From observation and evaluation of the
surface graphic, the acid concentration does not affect the system,
which was demonstrated by the ANOVA test (p = 0.5710). On the
other hand, the pH statistically affects the on-line preconcentration sys-
tem (p <0.0001). Besides, the interaction (pH x acid concentration) has
not shown statistically significant (p = 0.5090).

The sample pH optimised value was 7 and acid concentration
for stripping Bi(IIl) from the column was left to the minimum value,
10% (v/v) HCl, in order to prevent microcolumn detriment. Then,
when these parameters were fixed, buffers solutions in the range of
optimised pH, were prepared and tested in order to improve the adjust-
ment of sample pH for Bi(Ill) retention and find a reaction medium that
can control the interferences at which Bi(Ill) is expected to be affected.
A preliminary study of the effect of selected potential interferences on
Bi(III) signal showed the necessity of doing this. To this end, four buffer
solutions were prepared as follows: MES (pH range: 5.2-7.2), TRIS (pH
range: 7.0-9.0), sodium phosphate (6.2-8.2) and potassium phthalate
(pH range: 4.4-6.4) at 0.01 mol L™ ! concentration. Results are shown
and discussed in the next Section.

3.3. Interference study

The determination of Bi(IIl) is prone to interferences in the presence
of transition metals and hydride forming elements. The individual
effects of potentially interfering metal species were assessed. The inter-
ference effects of metals such as Cd, Cu, Fe, Mn, Mo, Ni and Zn on the
generation of BiH3 were considered because these elements compete
with the analyte for reduction and catalyse NaBH, decomposition.
Another group of typical interferents are volatile hydrides elements
(Periodic Groups 14, 15 and 16).

As stated before, it was necessary to select an appropriate sample re-
action media to better control the interferences on Bi signal. In this
direction, several buffer solutions were tested. The best performance
in terms of Bi signal was obtained in 0.01 mol L~! phthalate buffer but

Analytical signal
[peak area]

Fig. 2. Surface response of Bi(IIl) retention as a function of pH and acid concentration.

the interferences were not completely controlled. When higher concen-
trations of this buffer were assessed we observed a significant reduction
of the interferences for most elements. The best results were obtained
with 0.1 mol L™ potassium phthalate and it was selected as the best al-
ternative for further work. Interference studies under the optimised
working conditions were investigated and Table 3 summarises the re-
sults obtained. Variations over 4 5% in the analytical signal of Bi(IIl) in
the presence of other elements were taken as an interference. All sam-
ples analysed contained 5.0 ug L™ ! Bi and the results are the average
of three measurements. Enhancing effects were observed only for As
(11.1 and 9.5%) and Sn (8.5 and 10.9%) while Cd, Ge, Pb and Te produced
a slight depression on Bi signal (<12% in all cases).

3.4. Analytical performance and method accuracy

Under the selected physical and chemical variables detailed in the
foregoing sections, the analytical performance of the FI-SPE-HG-AAS
method using pro-MWCNTs for Bi(Ill) retention resulted as follows:
the repeatability, expressed as relative standard deviation (RSD) was
1.5% for ten replicate measurements. The limit of detection (LOD) calcu-
lated as the concentration associated with three times the standard de-
viation of 10 independent measurements of the procedural blank (30
criterion) was 0.7 ng L™ . The limit of quantification (100) resulted to
be 2.3 ng L~ . The calibration curve was linear from levels close to the
LOD up to 75 ng L™ 1. A good correlation coefficient has been obtained
with R? = 0.997.

The sample throughput depends on the mode of operation and on
the sample volume used for the analyte determination. The time re-
quired for the preconcentration of 5 mL of sample at 3.2 mL min ™"
using an elution flow rate of 8.8 mL min~! reading/data acquiring and
conditioning was ~3 min resulting in a sample throughput of 20 sam-
ples per hour. An enrichment factor (EF) of 160 for a sample volume

Table 3
Interferences of heavy metals and hydride forming elements in the determination of
Bi(Ill). Results are percentage change in Bi signal (5 pg Bi L™1).

Interferent Interferent Phosphate MES TRIS Phthalate Phthalate
concentration 0.01 M 001M 0.01M 001M 0.1M

gL~
As 10 0 —443 0 183 8.9
As 100 0 —340 0 17.4 10.0
cd 10 —68 —332 —221 0 —6.7
cd 100 —153 —202 —126 0 -7.7
Co 10 —182 —446 —290 0 0
Co 100 —126 —362 —202 —96 0
cr 10 —539 —664 —274 —445 0
cr 100 —56.1 —541 —131 —226 0
Cu 10 —20.1 —349 —191 —11.0 0
Cu 100 —346 —311 —187 —36.1 0
Fe 10 —66.4 —321 —317 —221 0
Fe 100 —69.2 —287 —526 —244 0
Ge 10 —182 —112 —287 —114 —-7.0
Ge 100 —140 —68 —355 —79 —6.1
Hg 10 —25.1 —44.1 0 —82 0
Hg 100 —173 —319 0 —154 0
Mn 10 —134 —432 —199 —10.1 0
Mn 100 ~116 —303 —177 —91 0
Ni 10 —-7.9 —441 —140 —97 0
Ni 100 —149 —381 —100 —183 0
Pb 10 —206 —323 —116 —99 —94
Pb 100 —39.1 —222 -81 —-113 —82
Sb 10 0 —127  —90 0 0
Sb 100 -116 —332 -89 —64 0
Se 10 —80 —396 —188 —75 0
Se 100 —142 —344 —149 —92 0
Sn 10 —94 —452 —90 —80 85
sn 100 —153 —385 —89 —232 10.9
Te 10 —11.9 —391 —-118 —153 —119
Te 100 —17.1 —344 —108 —162 —11.0
Zn 10 278 —384 0 —174 0
Zn 100 —215 —293 0 —146 0




74 B. Parodi et al. | Microchemical Journal 122 (2015) 70-75

of 160 mL was obtained with respect to the Bi determination by FI-HG-
AAS without preconcentration.

Accuracy test for the entire analytical procedure was performed by
means of the Standard Reference Material (SRM) NIST 1643e (trace
elements in water). Our results were in good agreement with the certi-
fied values as follows: 14.09 + 0.15 pg L~ ! Bi (certified) vs 13.77 +
0.66 ug L~ Bi (found).

3.5. Bismuth in different kind of waters

Information on Bi(Ill) levels in natural waters is scarce and with
much dispersion in the data published. In this context, it is difficult to es-
tablish a range of typical concentrations in natural waters for compara-
tive purposes. Table 4 summarises the results of this study for different
categories of waters.

Bismuth was not detected in sea water. Even with discrepancies,
compiled data stated a concentration of Bi(IIl) in sea water from differ-
ent origins ranging from 10 to 30 ng L~ [2]. Respect to tap water anal-
ysis, the situation is repeated and nor is it possible to find a probably
range of concentrations. While in our study, Bi(Ill) was not detected in
samples collected in two different sites; other authors reported levels
significantly high. Using a chemically modified electrode for Bi(III)
preconcentration prior to its quantification by voltammetry, Dong
et al. [20] informed a mean concentration of Bi(Ill) in tap water of
48 nM (equivalent to 16,500 ng L™ 1).

River waters collected in Mendoza province showed concentrations
between <LOD and 178 + 8 ng L™ ! Bi. A wide range of levels of Bi(Ill) in
river water was reported in the literature and concentrations up to
12,000 ng L~ ! were informed for waters collected in Japan [21]. Also
in Japan, in Takahashi river, a significant much lower concentration of
2.08 ng L~ ! Bi was measured by ICP-MS and sample preconcentration
[22].

Antarctic water collected at Carlino Station exhibited a concen-
tration of 166 & 8 ng L™ . This level appears to be high if we take into
account the concentrations described above. However, Boswell and co-
workers [23] determined several elements in high-saline Antarctic
waters by a combined spectrochemical and solvent extraction proce-
dure and reported concentrations of Bi(Ill) varying from <200 to
7100 ng L= 1.

In mine effluents we found low Bi(IIl) concentrations, up to 81.0 +
2.4 ng L= Very few studies considered the determination of this
element in mining effluents and again it is difficult to establish a range
of concentrations for the comparison of results. In the vicinity of a
Cu-W mine in Korea, Jung et al. [24] determined Bi(III) by ICP-OES
with hydride generation in different environmental compartments.

Table 4
Bismuth concentrations (expressed in ng L™') in different kind of waters.

Sample Bi concentration
Tap water (Cérdoba) <LOD

Tap water (Buenos Aires province) <LOD

Sea water (Mar del Plata) <LOD

Well water 1 (Buenos Aires province) 235+ 1.1

Well water 2 (Buenos Aires province) 282+ 1.1

River water 1 (Mendoza) 178 £8

River water 2 (Mendoza) <LOD

Thermal water (Entre Rios) 381+19
Antarctic water (Carlini Station) 166 £ 8
Mine effluent 1 (Cérdoba) 254+ 1.2

Mine effluent 2 (Cérdoba) 2.58 £+ 0.09
Mine effluent 3 (San Luis) 3.12 £ 0.09
Mine effluent 4 (San Luis) <LOD

Mine effluent 5 (San Luis) 81.0 + 24
Mine effluent 6 (Cérdoba) 226 + 12

Mine effluent 7 (Cérdoba) 226 4+ 12
Effluent water (Buenos Aires province) 62.6 + 3.0
Treatment plant (Buenos Aires province) 1580 + 71

Stream water samples contained concentrations varying from 300
to 8400 ng L~ Bi.

To the best of our knowledge, for thermal waters the information is
limited to one publication where waters and sediments from Santorini
hydrothermal field, Greece were analysed in the framework of a geo-
chemical study [25]. Even when Bi(Ill) was quantified by ICP-OES, con-
centrations <800 ng L~ ! were informed. In our study, we found a
concentration of Bi(Ill) in thermal waters from the province of Entre
Rios 0f 38.1 £ 1.9ng L~

4. Conclusions

The on-line combination of pro-MWCNTSs and FI-HG-AAS is fully
able to determine bismuth at ng L™! levels. The detection power
afforded by this analytical approach is completely adequate to comply
with the concentrations of Bi usually expected in different kind of wa-
ters. Unfortunately, the detection limits of many studies reported in
the literature are well above those required for Bi(Ill) determination
in natural waters.

The mixture of pro-MWCNTs with a low molecular weight polyeth-
ylene wax (with no need for substrate immobilisation) avoided agglom-
erations and overpressures in the on-line system. The pro-MWCNTs
microcolumn featured excellent chemical stability and retention effi-
ciency without appreciating Bi(Ill) breakthrough for sample volumes
of 250 mL, and with a long lifetime of up to 690 sorption/elution cycles.

Research work in our lab is underway to expanding the proposed
preconcentration method to the use of other nanomaterials such as
nanoporous carbons with controlled particle size for the determination
of key pollutants in environmental matrices. Efforts will be addressed to
the speciation analysis of elements of ecotoxicological interest.
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A study was carried out to investigate the concentrations of Hg(i) in different categories of water samples at
ng L7 levels. The capabilities of oxidised carbon nanotubes (ox-CNTs) were studied to assess if this
substrate serves as an efficient material for Hg(i) preconcentration using an on-line flow injection cold
vapour-atomic absorption spectrometry (FI-CV-AAS) system. Carbon nanotubes are characterized by a
marked tendency to aggregate, which negatively affects the retention of Hg whenever integrated in flow
systems as a packed column. For this reason, the preconcentration was carried out in a microcolumn
filled with a mixture of ox-CNTs and a low molecular weight polyethylene. The preparation of the
microcolumn was studied in detail. Concerning column design, the best performance was achieved
when packing the substrate in a microcolumn of 2.25 mm (i.d.) x 20 mm length. The effect of chemical
and physical parameters including the pH of the solutions, the eluent type and the concentration was
systematically examined. Mercury was retained at pH 5.0 and 15% (v/v) HCl was the best alternative for
Hg() elution. Under optimal conditions, the adsorption capacity of the substrate was found to be
3.2 mg g~ reaching a preconcentration factor (PF) of 150. The high adsorption capacity of this substrate
allowed reaching a detection limit (3¢) of 1.9 ng L™, when using a sorbent column containing only
1.0 mg of ox-CNTs. The limit of quantification (10¢) resulted to be 6.3 ng L™%. Precision, expressed as
relative standard deviation (RSD), turned out to be 1.6% at the 0.1 pg L™! level (n = 8). The system was
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Introduction

Different sources are responsible for the presence of toxic
elements such as Hg in environmental matrices. In urban areas,
coal burning, refining, cement production, smelters, trans-
portation, municipal solid waste incineration, and different
kinds of industries are responsible for the major inputs of
anthropogenic emission of Hg."”> Mercury is also emitted by
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evaluated for quantitative determination of Hg in river water, sea water and effluents.

natural sources namely volatilisation of Hg® from surface
waters, emissions from volcanoes, and degassing of Hg from
top soil and vegetation.® Studies carried out in size-classified
road dust demonstrated that in Buenos Aires Hg is a traffic
related element (TRE).* It was mostly accumulated in the
smaller fraction of road dust and its presence was linked with
the exhaust of liquid fuel combustion from vehicles.

In natural waters, Hg concentrations are extremely low (ppt
levels) which require the use of a very sensitive technique such
as inductively coupled plasma mass spectrometry (ICP-MS) for
its quantification. However, direct analysis of sea water samples
by ICP-MS presents some difficulties due to the high saline
content.® The alternative of sample dilution has the risk that the
sensitivity of the technique is not enough for its quantification
at the concentrations typically found in sea water.

Cold vapour atomic absorption spectrometry (CV-AAS) and
CV-atomic fluorescence spectrometry (AFS) have been demon-
strated to be appropriate techniques for Hg determination.®
Notwithstanding an impressive number of analytical advan-
tages, CV-AAS has a drawback that its detection power is some-
times inadequate to comply with the requirements posed by the

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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determination of Hg in some environmental matrices such as
water. Therefore, it is not surprising that alternative ways to
exploit the potential of this technique has been its combination
with preconcentration systems involving specific substrates. In
this way, the coupling of a microcolumn, filled with an effective
substrate, with flow injection-cold vapour-atomic absorption
spectrometry (FI-CV-AAS) offers the possibility of reaching very
low detection limits and acceptable throughput at a reasonable
cost. This approach is a widely accepted and applied sample
preparation technique due to its simplicity, offering relatively
fast extraction and preconcentration capabilities particularly
attractive for avoiding the use of solvents. The appropriate
selection of the sorbent is one of the most critical steps in solid
phase extraction (SPE) method development. As substrates,
carbon nanotubes (CNTs) have demonstrated to be an effective
sorbent for metallic and organometallic compound preconcen-
trations.®® Their large sorption capacity is linked to the distor-
tion of plane graphene sheets into a helical or cylindrical
fashion. The main adsorption mechanism of metal ions onto
CNTs is considered to be surface complexation with functional
groups, so the performance is mainly determined by the nature
and the concentration of these groups. In addition, the surface
of CNTs can be easily modified, resulting in functionalised
adsorbents with distinctive properties.’

Considering the above advantages, it was deemed of interest
to further investigate the capabilities of ox-CNTs as a new
substrate for Hg(u) determination using an on-line SPE proce-
dure involving its coupling with FI-CV-AAS. The main factors
influencing preconcentration and determination of Hg(u) were
examined thoroughly, and they included characteristics of the
microcolumn, sample pH, sample flow rate and volume, and
eluent concentration and flow rate. The conditions were estab-
lished and Hg(u) determination in different kinds of water was
successfully carried out reaching a high preconcentration factor.

Experimental

Instrumentation and reagents

A PerkinElmer (Norwalk, CT, USA) AAnalyst 200 atomic absorp-
tion spectrometer provided with a quartz cell in an electrically
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A\
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| @ | 2\
Pump 2
Eluent mp
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heated mantle, in conjunction with a PerkinElmer Flow Injection
Analysis System (FIAS 100), was used for Hg(n) determination.
The gas-liquid separator (PerkinElmer) is a modular ‘building
block’-type made from chemically resistant plastic with an
exchangeable PTFE membrane placed in the screw cap of the
separator. An additional peristaltic pump, Minipuls 3 from Gil-
son (Villiers-Le-Bel, France), was used to deliver the sample.
Connections among components were made with 1.0 mm (i.d.)
Teflon tubing. Tygon type pump tubing with an internal diameter
of 1.52 mm, 1.14 mm and 1.14 mm (Ismatec, Cole Parmer, Ver-
non Hills, IL, USA) was employed to propel reagents, eluent,
reductant and sample, respectively. The experimental set-up of
on-line preconcentration of Hg(u) is depicted in Fig. 1.

A mercury electrodeless discharge lamp (PerkinElmer)
operating at a current of 190 mA and a wavelength of 253.7 nm
with a spectral band pass of 0.7 nm was used. Instrumental
details and operating conditions are summarized in Table 1.

Deionised distilled water (DDW) was produced using a
commercial mixed-bed ion-exchange system Barnstead (Dubuque,
IA, USA) fed with distilled water. All reagents were of analytical grade
and the presence of Hg was not detected within the working range.
Commercially available 1000 mg L™ standard solutions (Merck,
Darmstadt, Germany) of Hg were used. Diluted working solutions
were prepared daily by serial dilutions of the stock solution. Sodium
tetrahydroborate(m) solution was prepared daily by dissolving
NaBH, (Merck) in DDW, stabilizing in 0.1% (w/v) NaOH (Merck)
and filtering through Whatman no. 42 filter-paper to eliminate
turbidity. The resulting solution was stored in a polyethylene flask at
4 °C. The cation solutions used in the study of interference were
prepared from analytical-reagent grade chemicals.

All glassware and plastic bottles used were cleaned by rinsing
with deionised distilled water, soaking with a 10% (v/v) nitric acid
solution for 24 h and then rinsing several times with deionised
water. All standards were stored in polyethylene bottles (50 mL)
or Falcon® tubes (Corning Inc., Tewksbury, MA, USA).

Sample collection and treatment

Water samples were collected from different sites in Argentina.
They include river water, sea water, effluents from mining
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Fig. 1 Operational scheme of the FI-CV-AAS system used for Hg preconcentration.
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Table1 Characteristics of the FI-CV-AAS system for determination of
Hg

Instrument characteristics and settings

Cell temperature 110 °C
EDL lamp current 190 mA
Measurement mode Peak area
Slit width 0.7 nm
Wavelength 253.7 nm

Cold vapour generation

NaBH, concentration 0.2% (w/v); NaOH 0.1% (w/v)

1

Reductant flow rate 5.5 mL min~
Hydrochloric acid flow rate 10 mL min !
Hydrochloric acid concentration 15% (v/v)

Carrier gas (N,) flow rate 30 mL min~!

activities and effluents from a treatment plant. In addition, a
water sample collected from Antarctica was analysed. This
sample was collected at the Carlini Station (ex Jubany), 25 de
Mayo Island (62° 14’ 18" S 58° 40" 0" W).

Collected samples were placed in poly(ethylene tere-
phthalate) (PET) bottles previously cleaned with 10% HNO;.
Antarctic water was collected in a Teflon® flask. Samples were
transported to the laboratory and stored in a dry and dark place
until analysis. The sea water, river water and effluent samples
were filtered through 0.45 um polyvinyldifluoride syringe filters
(Waters Corp., Milford, MA, USA) and just before the pre-
concentration step, the pH was adjusted to the corresponding
optimum value. Samples were analysed as soon as it was
possible. Fadini and Jardim studied and compared the use of
Teflon® and PET bottles for sampling and storage of water
samples prior to Hg determination.' They reported that unde-
tectable levels of contamination, either by leaching from
sampling vessels or metal losses, were detected when these
materials were tested for mercury.

An issue of concern is the presence of Hg in the water
samples in the form of various inorganic and organic species.
Different oxidising agents, mixtures and procedures were
reported for sample treatment.”** In this study, samples were
irradiated for 0.5 h with a 78 W UV lamp in order to photo-
oxidise organo-Hg compounds.

Substrate and microcolumn preparation

The most used, effective and simple modification of CNTs is
their oxidation using acids. The application of extreme condi-
tions leads to the opening of the tube caps and the subsequent
formation of holes in the side walls and, as a consequence,
oxygen functional groups (e.g., -OH, -C=0, -COOH) are
created.” Oxidation of CNTs was carried out in a mixture of
H,SO, : HNO; (3 : 1). Carbon nanotubes were soaked for 2 h in
an ultrasound bath and then placed in a water bath at 55 °C for
7 h. The resulting ox-CNTs were dialyzed with DDW until
complete elimination of the residual acid. The oxygen-con-
taining groups created on the CNT surface increase their

882 | J Anal. At Spectrom., 2014, 29, 880-885
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solubility in polar media. After this step, ox-CNTs were filtered
and dried at room temperature.

A mixture of ~1.0 mg of ox-CNTs and 10 mg of tiny pellets of
a low molecular weight polyethylene wax namely Epolene®
(Eastman Chemical Products, Inc., Kingsport, TN, USA) was
packed in a home-made microcolumn (20 mm length X
2.25 mm i.d. with a net length of the substrate of 5.5 mm and a
nominal microcolumn capacity of ~22 uL) using the dry
packing method. Several column dimensions were tested and
the best results in terms of Hg(u) retention and quantitative
elution were achieved with a microcolumn of the mentioned
dimensions. The microcolumn was then connected to the
system with PTFE tubing to form the preconcentration system.
The microcolumn was preconditioned by the blank solution
prior to each cycle. After the elution, the ox-CNTs were
washed with 0.5 mL of 15% (v/v) HCI solution and then with
2.0 mL of DDW.

Results and discussion
Characteristics of the column and the filling material

The preparation and dimensions of the microcolumn is a key
topic when CNTs are used as the filling material. Screening
experiments showed that the characteristics of the sorbent and
the column geometry greatly influenced the Hg(u) preconcen-
tration efficiency. On the other hand, it is known that CNTs are
characterised by a marked tendency to aggregate, which nega-
tively affects the retention of different elements whenever
packed in a microcolumn and integrated in a flow system. Tests
were undertaken to exploit if ox-CNTs packed in different home-
made microcolumns and inserted in the flow-through system
were adequate for Hg(u) preconcentration. The experiments
showed limited success because of the high backpressure
reached and consequently resulting in poor analytical perfor-
mance. To surmount this limitation, Boonjob et al.** proposed
an ingenious approach using a microsolid-phase extraction
procedure based on the insertion of a dedicated stirred-flow
sorptive microchamber integrated in a fully automated
sequential injection (SI) assembly for expedient handling and
reuse of carbon nanoparticles. In order to find a simpler
procedure for Hg(n) preconcentration while avoiding further
nanomaterial functionalisation, the mixture of ox-CNTs and a
material with polymeric characteristics as a filling material was
assessed as a new alternative to avoid ox-CNT aggregation.

We performed a careful evaluation of the optimum dimen-
sions of the microcolumn and especially the characteristics of
the filling material. These tests demonstrated that to reach an
efficient Hg(u) preconcentration as well as higher and thinner
peaks, a good compromise was (i) using a small microcolumn of
2.25 mm (i.d.) x 20 mm (0x-CNTs net length: 55 mm) and (ii)
carefully assessing the filling material and the way of packing it.
We decided to pack the microcolumn with a mixture of 0x-CNTs
and inert microparticles of a low molecular weight polyethylene
wax (Epolene®) to avoid sorbent aggregation and an unaccept-
able high back-pressure due the tight packing of the filling
material. Epolene® is a low-density polyethylene wax that offers
good high-temperature stability, low colour, low-temperature
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flexibility, and very good compatibility with the use of mineral
acids. According to our experiments, the optimal proportion
was ~90% of Epolene® and ~10% of ox-CNTs. In addition to
the lack of aggregation, microcolumns resulted to be even better
in terms of peak sharpness. To check that Hg(u) was not
retained by the low molecular weight polyethylene wax, a test
microcolumn was filled only with ~10 mg of this material and
inserted into the preconcentration system. No Hg(u) retention
was observed which evidenced that Hg(u) was retained by ox-
CNTs and not by Epolene®.

Epolene® is a substrate with some interesting characteris-
tics: about 75% of the particles have a particle size of ~800 um
with significant dispersion in particle sizes and shapes which
contributes to avoiding ox-CNT aggregation. Particle size
distribution of Epolene® was studied by laser diffraction using
a Malver Mastersizer 2000® instrument (Malvern Instruments
Limited, Malvern, UK). Five consecutive measurements were
made of the two samples and the results averaged to produce
the overall size distribution. In Fig. 2 it is shown that the
percentage of particles, by volume, is between 1-2000 um. No
particles <1 pm were detected in the sample analyzed of
Epolene®. The scanning electron micrograph of Epolene®
(Fig. 3a) exhibits a typical morphology of the polymer. Fig. 3b
and c show the distribution of ox-CNTs onto one particle of
Epolene® at two magnifications. It is important to emphasise
the significant dispersion of the nanotubes on the particle with
the preservation of their backbone after 450 cycles of Hg(u)
preconcentration.

The selection of the chemical and physical parameters
influencing Hg(u) retention was studied in order to achieve
appropriate sensitivity, selectivity and precision for the subse-
quent mercury determination at low concentration in water
samples.

Influence of pH on Hg(u) retention on ox-CNTs

The pH value of the sample solution plays a crucial role in
sorption of different ions on 0x-CNTs.'*"” The sorption of metal
ions on ox-CNTs increases as pH increases because the ox-CNT
surface becomes more deprotonated, causing electrostatic
interactions between metal ions and oxygen functional groups
(-COO- and -O-). In this context, the isoelectric point (IEP) of
0x-CNTs shifts to lower pH values. When the pH of the solution
is higher than the IEP of the ox-CNTs, the negative charge on the
surface provides electrostatic attractions that are favourable for
adsorbing cations. The decrease of pH leads to the

Volume (%)

T 10 100 1000 10000

Particle Size (um)

Fig. 2 Average particle size distribution of Epolene®.
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Fig. 3 (a) Scanning electron micrograph of Epolene®; (b and c)
scanning electron micrographs of one particle of Epolene® with ox-
CNTs after 450 cycles of Hg preconcentration ((b): 20 000x and (c):
40 000x).

neutralisation of surface charge, so the adsorption of cations
onto ox-CNTs decreases quickly.

In order to evaluate the effect of pH, a series of sample
solutions of Hg(n) of 0.5 pug L~ were adjusted to different pH
values (between 1.0 and 9.0) and the preconcentration/elution
was carried out. Aliquots of Hg(u) solutions of 1.0 mL were
loaded on the microcolumn at a flow rate of 1.7 mL min~". In
order to optimise the sorption conditions for the retention of
Hg(u) on the sorbent, the peak area was recorded as a function
of the pH. Mercury was retained in all the wide range of pHs
tested and retention was maximum at pH 5. Beyond this pH a
noticeable decrease in the adsorption is advised. At pHs higher
than 8, the decrease of Hg(u) adsorption may be attributed to
metal hydrolysis. According to these findings, pH 5 was selected
for further experiments.

Eluent type and concentration

Hydrochloric acid was tested as an eluent to promote Hg(u)
desorption from the sorbent material. The elution step involves
exchange between analyte ions and H'. In addition chloride
ions could remove mercury ions by forming HgCl,."®
Hydrochloric acid was examined within a wide range of
concentration ranging from 1.0 to 20% (v/v). Maximum absor-
bance readouts for Hg were recorded at a concentration of 15%
(v/v). A transient signal was obtained and the peak area was
proportional to Hg(i) concentration in the loaded solution.

Influence of sample volume

The effect of sample volume was also investigated on the
recorded Hg signal. To this end, the mass of the analyte was
kept constant but the increasing sample volume (2 mL to
200 mL) was examined. This test showed no influence of sample
volume on the Hg signal in the range of concentrations
examined.
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Loading and elution flow rate

In flow sorptive on-line preconcentration systems, the loading
flow rate and loading time are crucial variables to which the
sensitivity of the method and the preconcentration factor are
directly related. Beyond being one of the steps that controls the
time of analysis, the rate of the sample through the micro-
column, it influences the time of contact between the analyte
and the active sites (edges) and consequently the microcolumn
capacity. The effect of loading flow rate on Hg absorbance was
studied in the range of 0.5-2.7 mL min " and the elution flow
rate was kept constant at 10 mL min~'. Experimental results
revealed that the analytical signal increased continuously given
a maximum at 1.75 mL min~" and then diminished progres-
sively. An almost linear increase of the absorbance within the
assayed range reveals a very fast mass transfer onto the ox-CNTs
that ensures quantitative uptake of the analyte. This is without
doubt an advantage because elevated enrichment factors are
expected to be obtained in high-throughput assays. A flow rate
of 1.75 mL min " sufficed for obtaining reasonable low sample
consumption. It was not necessary to work at lower loading flow
rates because no increase of the back pressure was observed.

The influence of the stripping flow rate upon desorption and
detection of mercury was also examined within the range of 6.5—
10 mL min~". No significant differences were observed in the
range of flow rates examined. A flow rate of 10 mL min~" was
adopted for further study.

Microcolumn re-use studies

The stability and regeneration of the microcolumn were also
investigated. The microcolumn can be re-used after regenera-
tion with 10 mL of 15% HCI and then with ultrapure water. The
microcolumn was stable without either deterioration or
decrease in Hg(u) recovery. This study comprised at least 450
preconcentration cycles and no decrease in capacity of the
microcolumn was observed.

Interference study

The determination of Hg is prone to interference in the pres-
ence of transition metals and hydride forming elements. The
individual effects of potentially interfering metal species were
assessed. The interference effects of metals such as Cd, Cu, Fe,
Mn, Mo, Ni and Zn on the generation of Hg vapour were
considered because these elements compete with the analyte for
reduction and catalyse NaBH, decomposition. Another group of
typical interferents are volatile hydride elements (periodic
group 14, 15 and 16).

Interference studies under optimised working conditions
were investigated. Variations over £5% in the analytical signal
of Hg in the presence of other elements were taken as inter-
ference. All samples analysed contained 2.5 pg L' Hg(n) and
the results are the average of three measurements. Results are
summarised in Table 2. Enhancing effects were observed for Bi
and Mn while As, Al, Fe, Mo and Sb produced a depression on
the Hg signal (<11.5 in all cases).
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Analytical performance and method accuracy

Under the selected physical and chemical variables detailed in
the foregoing sections, the analytical performance of the FI-SPE-
CV-AAS method using ox-CNTs for Hg(u) retention resulted as
follows: the repeatability, expressed as relative standard devia-
tion (RSD), was 1.6% for ten replicate measurements; the limit
of detection (LOD), calculated as the concentration associated
with three times the standard deviation of 10 independent
measurements of the procedural blank (3¢ criterion) was 1.9 ng
L%, the limit of quantification (10¢) resulted to be 6.3 ng L™%;
the calibration curve was linear from levels close to the limit of
quantification (LOQ) upto 500 pg L. A good correlation coef-
ficient has been obtained with R* = 0.998.

The sample throughput depends on the mode of operation
and on the sample volume used for the analyte determination.
The time required for the preconcentration of 4 mL of sample at
1.75 mL min~", using an elution flow rate of 10 mL min~",
reading/data acquiring and conditioning was about 3 min,
resulting in a sample throughput of 20 samples per hour. An
enrichment factor (EF) of 150 for a sample volume of 200 mL
was obtained with respect to the Hg determination by FI-CV-AAS
without preconcentration.

The Certified Reference Material (CRM) SLRS-5 (River water
Reference Material for Trace Metals (NRCC, Ottawa, Canada))
available in our laboratory does not report either certified or
informative values for Hg. Consequently, to obtain at least
recovery data, known amounts of Hg(u) standards were added to
the different real water samples. An aliquot of 10 mL of the
spiked samples was preconcentrated in the FI system and a plot
of the recovered concentrations versus added concentrations
was obtained (three replicates of each concentration were ana-
lysed). Although they cannot replace the accuracy test, some
information is gained about the good performance of the
effective control of phenomena of contamination, absorption,
and losses on the FI-tubing walls. The average recoveries
obtained ranged from 96 to 103%. Table 3 shows the results of

Table2 Interference of heavy metals and hydride forming elements in
the determination of Hg(i) by CV-AAS. Results are percentage change
in Hg signal (Hg: 2.5 png L™ NaBH4: 0.2%)

Interferent concentration

Species (mgL ™ % variation
Al(ur) 10 —11.0
As(m) 5 —10.4
Bi() 5 11
Cd(u) 5 0
Cu(u) 10 0
Fe(m) 10 —11.0
Mn(n) 10 9.7
Mo(vi) 5 —11.1
Ni(u) 5 0
Pb(u) 5 0
Sb(1r) 10 —10.2
Se(1v) 10 0
Sn(u) 10 0
Zn(u) 10 0
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Table 3 Recovery test for different kinds of water samples. Concen-
trations are expressed in pg L~*

Recovery

Sample Hg added Hg found (%)
CRM SLRS-5 2.0 1.94 £+ 0.03 97
Tap water (Buenos Aires) 1.5 1.52 + 0.02 101
Well water (Cordoba) 1.2 1.22 + 0.02 101
Well water 1 (Buenos 1.0 1.05 £ 0.02 105
Aires province)

Well water 2 (Buenos 2.0 1.92 £+ 0.03 96
Aires province)

Antarctic water 1.5 1.54 + 0.03 103

(Carlini Station)

the recovery test for samples spiked with different Hg(u)
concentrations.

Mercury concentrations in different kinds of water samples

Different categories of water samples were collected from
different places in Argentina and were analysed by means of the
proposed preconcentration system by following the procedure
already described in the Experimental section. In most water
samples Hg(u) levels were below the detection limit. The
analytical results obtained for three real water samples con-
taining Hg(n) are (in ng L") as follows: (1) sea water: 330 + 8
(Mar del Plata); (2) river water (Buenos Aires): 85.0 = 1.5; (3)
municipal effluent: 342 + 8 (Buenos Aires province); and (4)
effluent from mining activities: 514 + 10 (Cérdoba province).
Mercury concentration values for the real samples were
obtained by a standard addition technique (three replicates).

Conclusions

On the basis of the findings of this study, the preconcentration
of Hg(1r) using ox-CNTs in combination with FI-CV-AAS resulted
in a fully adequate method for determining mercury in water
samples at ng L™ " levels. Taking into account the extremely low
levels of mercury in water samples, a preconcentration step is
necessary when a technique such as CV-AAS, available in most
laboratories, is used for detection.

The mixture of ox-CNTs with a low molecular weight poly-
ethylene wax (with no need for substrate immobilization)
avoided agglomerations and overpressures in the on-line
system. The ox-CNT microcolumns featured excellent chemical
stability and retention efficiency without appreciable Hg(u)
breakthrough for sample volumes of 200 mL, and with a long
lifetime of up to 450 sorption per elution cycle.

This method is rapid, simple and sensitive and can be
considered as a low cost alternative, in comparison with other
techniques such as ICP-MS, to analyse waters with complex
matrices such as sea water and effluents.

This journal is © The Royal Society of Chemistry 2014
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Research work in our lab is underway to expand the
proposed preconcentration method to other nanomaterials or
composites and analytes/species for the determination of key
pollutants in environmental matrices.
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A study about the capabilities of three kinds of nanomaterials namely, carbon nanotubes (CNT), oxidized
carbon nanotubes (0x-CNT) and L-alanine immobilized on carbon nanotubes (ala-CNT) to serve as sor-
bents for preconcentrating Ni and Pb using an on-line system coupled to electrothermal atomic absorption
spectroscopy (ETAAS) technique, was accomplished. The solid phase extraction was performed in a coni-
cal minicolumn used as sorbent holder. After loading a fixed volume of the analytes, they were eluted with
Keywords: a discrete volume (50 L) of nitric acid, placed directly into the platform of a L'Vov tube. After that, each
Ni ' analyte was determined individually. Ni and Pb retention was strongly influenced by pH but exhibit-
Pb ing different behaviors. The study demonstrated that the sorbent based on 0x-CNTs was the one that
FI-SPE-ETAAS exhibited the highest capacity and linearity for both analytes when compared with CNT or ala-CNT. The
Carbon nanotubes analytical performance was evaluated for the three sorbents to establish the best conditions regarding
Oxidized carbon nanotubes sensitivity, reproducibility and accuracy. The precision expressed as relative standard deviations (n=6)
L-Alanine aminoacid were 3.9 and 0.5% for Ni>* and Pb?*, respectively The limit of detection (LOD), calculated as the concen-
tration required to yield a net peak equal to three times the standard deviation of the background signal
(30) was 30 and 10ng L~ for Ni2* and Pb?* respectively. Alternatively, the limit of quantification (100)
was calculated and resulted to be 0.79 and 0.07 ugL-! for Ni?* and Pb?* respectively. After optimization,
the method that involved the use of ox-CNT associated to an on-line preconcentration was tested in
samples of relevant environmental importance. Accuracy was evaluated analyzing a certified reference
material namely, Municipal Sludge (QC MUNICIPAL SLUDGE A) and a reference sample of Lake Sediment
(TRAP-LRM from IJS).

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Lead and nickel can be released into the atmosphere from sev-
eral industrial processes, including oil and coal burning power
plants, trash incinerators, and metallurgy industry. Thus, the expo-
sition to these elements may take place by air, soil, drinking water,
food samples and mainly by skin contact [1-3]. Lead is classified
as prevalent toxic metal, which constitutes a major environmen-
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tal health problem [3,4]. Although nickel is considered an essential
element, excessive Ni amount in the organism is reported as very
toxic [1]. Exposure to nickel metal and soluble compounds should
not exceed 0.05 mg/cm? in Ni equivalents per 40-h work week.
The determination of Ni and Pb at trace level is an important
issue in the context of environmental protection, human health,
food and agricultural chemistry as well as high purity materials
[5-8]. They are normally present at low concentration, there-
fore sensitive, reproducible and accurate analytical methods are
required for their determination. Many techniques have a sig-
nificant drawback because their detection power is sometimes
inadequate to comply with the requirements posed by the determi-
nation of Ni and Pb at trace levels in media such as environmental
matrices [6]. Considering the spectroanalytical techniques, elec-
trothermal atomic absorption spectrometry (ETAAS) remains a
popular technique for trace element determinations in a variety
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of samples as a consequence of its high sensitivity and superior
detection power [4,8-11]. However, for ultra-trace determinations,
ETAAS can be employed in conjunction with preconcentration
methodologies to improve sensitivity and selectivity [8].

Nowadays, trace elemental determination has been performed
in association with solid-phase extraction (SPE)/preconcentration
techniques among others, basically aiming at the enrichment of
metallic species and/or matrix separation with the advantage of
easy coupling to flow injection systems (FI). Methods based on sor-
bent extraction have proven to be the most attractive ones due
to their specificity and high preconcentration efficiency [6,11,12].
Additionally, systems based on FI-SPE-ETAAS increase sensitivity
as well as sample throughput and sample/reagent consumption
[13-15]. The choice of selective adsorbent is a critical factor to
obtain full recovery and high enrichment factor. It should be based
also on analyte, sample matrix and technique for final detection,
whereas higher enrichment factors can be obtained using adequate
experimental conditions (e.g., time of loading sample, sorbent
mass, and volume of eluent) [6,16].

Carbon nanotubes (CNTs) have been proposed as a novel
solid phase extractant for various inorganic and organic com-
pounds/elements at trace levels [4,16-22], thus they have come
under intense multidisciplinary study because of their unique
physical and chemical properties and their possible applica-
tions. [4,6,23-26] Their large sorption capacity is linked to
well develop internal pore structures, a large specific surface
area, and the presence of a wide variety of surface functional
groups [6-8]. The primary adsorption mechanism of metal ions
to CNTs is perceived to be surface complexation with func-
tional groups, so the performance is mainly determined by
the nature and the concentration of these groups, which could
be different due to the modification and functionalization of
the graphitic surface [9,19-22]. Nowadays, work has progressed
in developing diverse chemical varieties of CNTs which sug-
gests a wide range of possible SPE materials (e.g. MWCNTs,
SWCNTs, functionalized, non-functionalized, etc.) including dif-
ferent chemical possibilities and applications in SPE methods
[6,9,23-25].

Taking into account the properties of the carbon nanotubes and
the sensitivity of ETAAS coupled to FI, a study was undertaken
to develop a method to determine Ni and Pb at ultra-trace lev-
els. To this aim, a column-solid phase approach was evaluated
using three kinds of nanomaterials i.e. carbon nanotubes (CNT),
oxidized carbon nanotubes (0x-CNT) and alanine immobilized on
carbon nanotubes (ala-CNT) in order to establish the best condi-
tions regarding sensitivity, reproducibility and accuracy. The effect
of several variables such as sample pH and flow rate, column capac-
ity, eluent type concentration, and interference of foreign ions were
studied. The method was adapted to the analysis of solid samples
such as sediments and sludges.

2. Experimental
2.1. Standards and reagents

All solutions were prepared with Ultrapure water (18 M2 cm)
obtained from a Mili-Q, EASY pure RF (Barnsted, lowa, USA). The
acid used was HNOj3 from Fluka (Germany). To alkalinize solutions,
NaOH (Merck, Germany), and NH4OH (Cicarelli, Argentine) were
used. All glasses and other lab materials were cleaned by soaking
in 10% HNOj3 and rinsing with ultrapure water. Synthetic standard
stock solutions (1000mgL-1) of Ni*2 and Pb*? were from Fluka
(Switzerland).

A certified reference material namely, Municipal Sludge (QC
MUNICIPAL SLUDGE A) from DK-2970 Horsholm, Denmark and

Table 1

Instrumental operating conditions and furnace temperature program.
Parameter Ni Pb
Wavelength 221.47 nm 283.30nm
Spectral bandpass 0.2nm 0.2nm
Lamp current 14mA 14mA

Background correction Deuterium lamp Deuterium lamp

Furnace program (Ni/Pb)

Stage Temperature (°C) Time (s) Argon gas flow
(Lmin-1)
Ramp Hold
Drying 120/150 10/10 - 0.1
250/250 5/5 - 1.0
Pyrolisis 800/800 10/10 10/10 1.0
800/800 - 3/3 0.0 (read)
Atomization 2500/2500 - 5/2 0.0 (read)
2600/2500 - 2/2 1.0

a reference sample of Lake Sediment (TRAP-LRM from IJS) from
Ljubljana, Slovenia were employed for method validation.
Multiwalled carbon nanotubes (MWCNTSs) were purchased from
Sun Nanotech Co. Ltd., Jiangxi, China.
All chemical (Merck) used for nanotubes functionalization
(HNOs, H,S04, SOCl, DMF, THF, L-alanine) were of analytical
reagent grade and were used without further purification.

2.2. Instrumentation

Measurements were performed with a Shimadzu Model AA-
6800 atomic absorption spectrometer (Tokyo, Japan) equipped
with a deuterium background corrector, an EX7-GFA electrother-
mal atomizer and an ASC-6100 autosampler. L'vov graphite tubes
(Shimadzu, Tokyo, Japan) were used in all experiments. Nickel
and lead hollow-cathode lamps (Hamamatsu, Photonics K., Japan)
were employed as the radiation sources. The wavelengths used
were 221.47nm and 217.00nm for Ni and Pb, respectively. The
ETAAS instrumental and operating conditions are listed in Table 1.
A Minipulse 3 peristaltic pump Gilson (Villiers-Le-Bell, France) was
also used. Sample injection was achieved using a Rheodyne (Cotati,
CA, USA) Model 50, four-way and of six ports, two positions, rotary
valves. The three conical minicolumns were prepared by placing
4 mg of each of the three nanomaterialsi.e. carbon nanotubes (CNT),
oxidized carbon nanotubes (0x-CNT) and alanine immobilized on
carbon nanotubes (ala-CNT) into an empty conical tip using the dry
packing method. To avoid filling losses when the sample solution
passed through the conical minicolumn, a small amount of quartz
wool was placed at both the ends. The column was then mounted on
the furnace autosampler arm to form the preconcentration system.
Prior to use, a 5% nitric acid solution was passed through the CNTs
minicolumn. After that, the column was washed with ultra-pure
water until reaching neutral pH. Tygon type pump tubing (Ismatec,
Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA) was employed to propel the
sample, reagents and eluent.

Microwave digestion was performed with a Milestone START
D microwave furnace (Italy) and Milestone hermetically sealed
100 mL internal volume, 1 cm wall thickness polytetrafluoroethy-
lene (PTFE) reactors.

2.3. Sample treatment

Aliquots of 0.25 g of a certified reference material (CRM) namely,
Municipal Sludge were placed into PTFE vessels. Then, 4 mL of 65%
HNO3, 2 mL of 40% HF and 2 mL of 30% H,0, were added and sub-
mitted to the temperature program showed in Table 2.
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Table 2

Main steps of the MW digestion for Municipal Sludge and Lake Sediment (Section 2.3).

Stage Municipal sludge Lake sediment
Time (min) Temperature (°C)? Time (min) Temperature (°C)?
1 Ramp 20 180 10 220
2 Step 20 180 20 220
3 - 10 Room temperature
4 Ramp 10 220
5 Step 20 220
Total time (min) 40 70

2 Threshold power applied = 0.5 KW.

In the case of Lake Sediment, 0.2 g of this reference sample was
placed into PTFE vessels and two stages were required to reach
its complete dissolution of the CRM. At first, 4 mL of 96% H,S0,4
and 3 mL of 85% H3PO4 were added. Once it finished, the rotor
was cooled by air until the solution reached room temperature.
Then, vessels were opened and the second stage was carried out by
adding 4 mL of 65% HNO3, 2 mL 40% of HF and 2 mL of 30% H,05.
The digestion cycle adopted is detailed in Table 2.

Finally, all the vessels were opened and the solutions transferred
to marked polyethylene flasks and made to a final volume of 50 mL
with ultrapure water.

2.4. Immobilization procedure

Commercial mutiwalled CNTs were treated with a mixture of
H,S04:HNO3 (3:1), used as oxidant agent, in two consecutively
steps: 2 hin ultrasound bath followed by 7 hin a water bath at 55 °C.
This procedure cleaned and eliminated possible residues present
in CNTs due to the generation process. This method allowed the
generation of —-COOH and -OH groups on CNTs surface, improv-
ing their solubility. The reaction was easy to start at the end caps
because of the heavy strain of the hexagon-heptagon pairs [25]. In
this way, the end caps were quickly removed leaving open-ended
tubes, functionalized with carboxylic acid (COOH) groups [26]. The
oxidized CNTs (0x-CNTs) were filtered and washed repeatedly with
ultrapure water until complete elimination of the residual acid.
The resultant powder was dispersed in a solution of thionylchlo-
ride (SOCl,); 2 ml of dimethylformamide (DMF) were added and
stirred at 70°C for 24 h. The resultant substrate (CNT-COCIl) was
centrifuged and the remaining solid was washed with tetrahydro-
furan (THF). L-Alanine and CNT-COCI were mixed in THF at 45° for
4 days. The resultant solid was resuspended with ethanol, filtered
and dried at room temperature.

Fig. 1 shows a scanning electron microscopy (SEM) photograph
of CNTs previous and after the immobilization.

2.5. Pre-concentration procedure and determination

Aiming to optimize the overall analysis time, the discontinu-
ous nature of the electrothermal atomizer must be synchronized
with the continuous mode of the FI-SPE. A scheme of the pre-
concentration manifold includes a six-port rotary valve containing
the conical minicolumn (Fig. 2).

Before starting, the conical mini-column is conditioned for pre-
concentration by passing some mL of a 5% HNO3 solution, washed
with ultra-pure water and finally conditioned at the correct pH
value (valves V; in position B and V5 in position a).

2.5.1. Loading

Analyte solutions were loaded separately on the minicolumns
at a flow rate of 1.0mLmin~! with valve V; in position S and valve
V, in load position a (2 min).

2.5.2. Injection

After loading, the sample line (S) was emptied. The peristaltic
pump (P) was stopped and the injection valve V5 was switched to
the injection position (b). Finally, the conical minicolumn, mounted
in the arm of the furnace autosampler, was automatically moved
into the dosing hole of the graphite tube, and the retained metal
was eluted at a flow rate of 0.2 mLmin~! with 50 pL of 5% HNO3
solution directly into the graphite furnace.

2.5.3. Reading

After injection (elution), the autosampler arm was moved back
to the conditioning position and the temperature program was
started. During this period, the minicolumn was washed with 5%
HNO3 solution, ultra-pure water and conditioned at the correct pH.
The absorbance measurements (peak height) were proportional
to the analyte concentration in the sample and were used for all
measurements. The operating conditions were established and the
determinations carried out.

3. Results and discussion
3.1. pH studies

The pH value plays an important role with respect to the adsorp-
tion of different ions on CNTs [5,19,25,27]. The surface charge
depends on the pH of the surrounding electrolyte. The oxidation of
CNTs with concentrated acids lead to the surface functionalization
with oxygen-containing groups, and the isoelectric point (IEP) of
MWNTs shifts to the lower pH values [5]. When the pH of the solu-
tion is higher than the IEP of the oxidized CNTs, the negative charge
on the surface provides electrostatic attractions that are favorable
for adsorbing cations. The decrease of pH leads to the neutralization
of surface charge, so the adsorption of cations onto CNTs decreases
quickly.

In order to evaluate the effect of pH, a series of sample solutions
of Ni*2 and Pb*2 were adjusted to different pH values (between 1.0
and 9.0) and processed according to the recommended procedure
(Section 2.4). Aliquots of 2 mL were loaded on the column at a flow
rate of 1.0mLmin~!. In order to optimize the sorption conditions
for the retention of Ni*2 and Pb*2 on the different CNTs, the intensity
ofthe analytes signal was recorded as a function of the pH. The effect
of pH on Ni*2 and Pb*?2 retentions are shown in Fig. 3a and b. As it
can be seen, Ni2* adsorption was achieved between pH 3.0 and 9.0
with the three sorbent tested. Lead started to be adsorbed at pH 3.0
as well, but a noticeably decreasing in the adsorption is advised at
pH 8.0, probably due to hydrolysis of the metal ion.

Comparing the retention of both Ni2* and Pb2* on the different
CNTs it can be synthesized as follows: 0x-CNTs >ala-CNTs > non-
modified CNTs. Under these dynamic conditions it is evident that
the appearance of oxygen-containing groups on the CNTs surface
is the main responsible for the retention of these two metal ions.
Accordingly, pH 7 for Ni*2 and pH 3 for Pb*2 were selected for fur-
ther experiments and ox-CNT were selected as the best alternative
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Fig. 1. A scanning electron microscopy (SEM) photographs of (a) CNTs previous immobilization and (b) after immobilization (L-ala CNTs).

for their superior adsorption capacity. All these studies were car-
ried out with synthetic Ni*2 and Pb*2 solutions with a concentration
of 20 pgL-1.

3.2. Metals extraction and preconcentration performance

Parameters affecting Ni2* and Pb%* preconcentration were eval-
uated employing the proposed FI-SPE-ETAAS system. The analytical
parameters studied were the following.

3.2.1. Loading flow rate

Beyond being one of the steps that controls the time of analysis,
the rate of the sample through the minicolumn, it influences the
time of contact between the analyte and the active sites (edges)
and consequently the column capacity. In this study it was veri-
fied that the analytical signal diminished progressively when the
loading flow rate was increased from 1.0 to 10.0 mLmin~!, whilst it
remained constant at lower flow rates. This was carried out by com-
paring the signals from the mass expected from the metal stripped
from the column with that of a directly injected sample. With the
objective of avoiding tight packing of the filling material, with the
consequent increasing of the back pressure, it was decided to work
at a flow rate of 1.0 mLmin~! as optimum (Fig. 4).

(b)

3.2.2. Eluent

The elution step involves an exchange between analyte ions and
H* [28]. A satisfactory eluent should effectively elute the analyte
in a discrete volume in order to obtain the best analyte recovery.
Nitric and hydrochloric acid have turned out to be good eluents
in many on-line preconcentration systems. Both acids were tested
at different concentrations in order to evaluate and compare the
analytes recovery. Despite the fact that similar recoveries could be
achieved with both of them, HNO3 was preferable due to the better
repetitively obtained in ETAAS measurements. In this way, differ-
ent concentrations were tested and we verified that quantitative
recoveries were obtained when Ni2* and Pb2* were retained on
0x-CNT and eluted with 5% HNOs3. With the purpose of achieving
the best analytical performance, this configuration was used in the
application studies (Section 3.6).

Asitisstated in Section 2.4, the elution of Ni%* and Pb?* is carried
out with the column positioned in the dosing hole of the L'vov tube.
This fact implies that the elution step is essentially the injection of
the sample into the atomizer. Accordingly, the elution flow rate is
a parameter of study for two main reasons: (1) the elution step is
known to be an ionic exchange process that needs enough contact
time to occur, and (2) the discrete volume of eluent should be prop-
erly deposited on the tube platform. In this sense, several eluent
flow rates were tested and no significant changes were observed
in the absorbance with flow rates up to 1.0 mLmin~!. However,

ETAAS

Fig. 2. Schematic diagram of the instrumental setup. Manifold of the FI-SPE-ETAAS method that include a selection valvlve (V;), a two-way (a, load and b, injection) six-port
rotary valve (V,) with a fix-volume injection loop (L), an external 4-lines peristaltic pump (P), and a conical minicolumn (M).
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Table 3
Some commonly encountered ions were tested, and they were tolerated up to at
least the levels specified down.

Table 4
Determination of Ni and Pb in environmental samples.

Sample Experimental values Certified values
Coexisting Tolerance (ugL1') (mgkg1) (mgkg1)
Cd(In) 350 Ni Municipal sludge 19.8 £ 0.8 215+ 19
Co(II) 300 Lake sediment 379+ 1.3 39.8 + 1.1
cu(l) 900 .
cr(in) 700 Pb Mumcnp:'il sludge 60.0 £ 1.5 61.7 £ 49
Fe(1ll) 8600 Lake sediment 1401 £ 29.5 1373 + 32.0
Hg(II) 150 Confidence limits: t0s:2)s/n%°.
K(I) 16,000
Sb(III) 400
Zn(II) 2100 The average concentrations of Ni2* and Pb2* found as well as the

working at high flow rates, the injection step was hardly repro-
duced and the uncertainty increased. Accordingly, a flow rate of
0.2 mLmin~! was selected, assuring repeatability of the elution and
injection steps.

3.3. Column re-use

The stability and regeneration of the column were investigated.
The column can be re-used after regeneration with 2 mL of 5% HNO;
and then with a few milliliters of distilled water. The columns were
stable up to 300 adsorption cycles without either deterioration or
decrease in Ni%* and Pb%* species recovery.

3.4. Analitycal performance

The time required for the pre-concentration of 2.0 mL of sam-
ple (1.0mLmin~'), elution/injection (0.2 mLmin~1), reading/data
acquiring and conditioning was about 3 min, allowing 20 deter-
minations per hour. The relative standard deviation (RSD) for six
replicate measurements of solutions containing 20 pgL~! of Ni2*
and Pb%* was 3.9 and 0.5%, respectively. The pre-concentration
factors, evaluated here as the ration between the slopes of
the calibration plots made with solutions before and after pre-
conentration were 38 and 40 for Ni and Pb respectively. The limit
of detection (LOD), calculated as the concentration required to
yield a net peak equal to three times the standard deviation of
the background signal (30) was 30 and 10ngL~! for Ni2* and Pb2*
respectively. Despite the fact that Ni was expected to have the
lowest detection limits, the background in the line 221.47 nm line
where high enough to diminish the detection capacity making the
limit of detection a little bit higher than expected. Alternatively,
the limit of quantification (100) was calculated and resulted to be
0.79 and 0.07 pg L~ for Ni2* and Pb2* respectively. The calibration
plot was linear from LOQ up to 5 and 2 pgL-! for Ni2* and Pb2*,
respectively.

3.5. Interference studies

The effects of potential interference ions at the concentration
levels at which they may occur in the studied samples were tested.
For this purpose, synthetic Ni%* and Pb2* solutions were prepared
and the signal was monitored by the proposed method based on
FI-SPE-ETAAS with the 0x-CNTs minicolumn. The results (Table 3)
indicate that samples could be analyzed without matrix effects due
to cations, allowing calibration with simple aqueous standards.

3.6. Application to environmental samples

This FI-SPE-ETAAS method involving 0x-CNT as sorbent material
was employed to determine Ni2* and Pb2* in two environmental
samples that had certified or reference values of Ni2* and Pb%* (i.e.
QC MUNICIPAL SLUDGE A, and a lake sediment TRAP-LRM from IJS).

certified values are shown in Table 4. In all cases the calibration was
run against aqueous standards solutions.

4. Conclusion

The coupling FI-SPE-ETAAS exhibited ideal properties as a con-
sequence of increasing the speed of preconcentration and the
overall analysis process, reducing sample consumption and con-
tamination risks. Furthermore, it is clear that the intimate contact
between CNTs and liquid phases allows the direct extraction of
metals from the samples. The evaluation of the retention capacity
showed that oxidized carbon nanotubes (0x-CNTs) were the CNTs
configuration with the highest adsorption capability being the best
suitable substrate for preconcentration. The rapid uptake of both
metals other than usually interfering cations, the almost instanta-
neous release of adsorbed analytes during the elution step and the
possibility of column re-using for 300 cycles of retention/elution
are ideal properties. In addition, the coupling used allows access
to the limits of detection of ngL~! levels overlapping to a certain
extent that afforded by ICP-MS.

The methodology proposed has proved to be simple, reliable,
sensitive, and reproducible, with a high sample throughput. There-
fore, the method could be applied to the accurate determination of
Ni2* and Pb%* in other samples with complex matrices.
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Aresearch was performed to evaluate the capabilities of carbon nanotubes (CNTs) and modified CNTs to serve
as sorbents for preconcentrating Cd together with on-line ultrasonic nebulization (USN)-inductively coupled
plasma optical emission spectrometry (ICPOES). Three different carbon nanotubes sustrates namely, carbon
nanotubes (CNTs), oxidized-carbon nanotubes (0x-CNTs) and L-alanine-carbon nanotubes (ala-CNTs) were
studied systematically and the main factors influencing the preconcentration and determination of Cd were
examined thoroughly. The CNTs evaluated showed dissimilar adsorption behaviors leading to increasing
preconcentration factors when used in the proposed on-line solid phase extraction (SPE) system as follows:
CNT<ala-CNT <0x-CNT. Aiming to achieve the best analytical performance, 0x-CNTs were used as they enable
quantitative retention of Cd at pH 7.0 and instantaneous elution of the analyte with 10% HNOs. Under optimal
conditions, the adsorption capacity on 0x-CNTs was found to be 130 umol g~ and the detection limit (30)
achieved was 1.03 pg L™ 1. The precision of the method expressed as the relative standard deviation (RSD)
turned to be 3.0%. The flow injection method involving use of ox-CNTs as sorbent and USN-ICPOES for
detection was successfully applied to the determination of Cd in different kinds of environmental samples.

Keywords:

cd

SPE-USN-ICPOES

Carbon nanotubes (CNTs)
Oxidized-carbon nanotubes (0x-CNTs)
L-alanine aminoacid (ala-CNTs)

© 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Cadmium is a heavy metal, known to be extremely toxic and
occurs in almost all soils, surface waters and plants, and it is readily
mobilized by human activities [1-3]. As a result, Cd has been named as
a potential health threat moreover is considered as one of the priority
pollutants for monitoring in most countries and international
organizations [2,3].

In the direct determination of extremely low concentrations of Cd
by atomic spectrometric techniques, inductively coupled plasma
optical emission spectrometry (ICPOES) has gained strong recognition
due to the following advantages: multi-elemental analysis capability,
large dynamic linear range, high accuracy and precision and high
productivity [4]. Ultrasonic nebulization (USN) is usually employed to

* Corresponding authors.
E-mail addresses: belen@inti.gob.ar (B. Parodi), msavio@unsl.edu.ar (M. Savio),
ldm@unsl.edu.ar (L.D. Martinez), ragil@unsl.edu.ar (R.A. Gil), smichows@cnea.gob.ar
(P. Smichowski).

0026-265X/$ - see front matter © 2011 Elsevier B.V. All rights reserved.
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enhance the detection limits of ICPOES measurements, although
special attention should be paid to the severe matrix effects that
produce differences between standards and samples [5].

Nowadays, trace elemental determination is performed in
association with solid phase extraction (SPE)/preconcentration
techniques, basically aiming at the enrichment of metallic species
and/or matrix separation with the advantages of achieving high
concentration factor, simple operation, the ability to handle large
volume samples in systems free from contamination, rapid phase
separation, and the possibility of coupling with different analytical
techniques [3,6-11]. Moreover, systems based on flow solid phase
preconcentration increase the analytical sensitivity as well as sample
throughput and sample/reagent consumption [4,12]. The combina-
tion FI-SPE-ICPOES does not only provide improvements in detection
limits but also lead noticeably in enhancing the analytical perfor-
mance of the methods [5].

The choice of a suitable adsorbent for on-line column preconcentra-
tion systems is a critical factor to obtain full recoveries and high
enrichment factors. Since its discovery [13,14], carbon nanotubes
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(CNTs) have been proposed and used as a novel solid phase extractant
for various inorganic and organic compounds/elements at trace levels
[15-21]. Considering the unique physical and chemical properties of
these carbonaceous materials and their potential applications they have
come under intense multidisciplinary study during the last years. Their
large sorption capacity is linked to well-developed internal pore
structures, a large specific surface area, and the possibility of binding a
wide variety of functional groups to their surface. The main adsorption
mechanism of metal ions to CNTs is considered to be surface
complexation with functional groups, so the performance is mainly
determined by the nature and the concentration of these groups.
Extensive effort have conduced a marked progress in the utilization of
CNTs for removal of metal ions [3,16,22-25]. Owing to their small
particle size, CNTs could generate high back pressure in some manifolds
employed in flow injection (FI) systems. Elsewhere, this drawback has
been solved by constructing non-compacted mini-columns, which
permitted the use of higher volumes of sample and reagents flow
rates [12].

Considering the above advantages, it was deemed of interest to
investigate further the capabilities of these new substrates for SPE on-
line coupled to a USN-ICPOES system for detection. The on-line solid
phase extraction on carbon nanotubes (CNTs), oxidized-carbon
nanotubes (0x-CNTs) and L-alanine-carbon nanotubes (ala-CNTs)
was studied systematically. Our studies evidenced that ox-CNTs
coupled to USN-ICPOES exhibited the best analytical performance for
Cd preconcentration and determination. The main factors that
influenced the preconcentration and determination of Cd were
examined thoroughly, and they included sample pH, sample flow
rate and volume, and eluent concentration and flow rate. The
conditions were established and Cd determinations in sediments
and sludges were successfully carried out.

2. Experimental
2.1. Standards and reagents

All solutions were prepared with Ultrapure water (18.2 MQ cm)
obtained from a Mili-Q, EASY pure RF (Barnsted, lowa, USA). The acid
used was HNOs from Fluka (Germany). To alkalinize the solutions,
NaOH from Merck (Germany), and NH4OH from Cicarelli (Argentina)
were used. All glasses and other lab materials were cleaned by soaking
in 10% HNO3 and rinsing with ultrapure water. Synthetic standard
stock solution (1000 mg L~ ') of Cd was from Fluka (Switzerland).

Welding Ar from Air Liquide (Rio Cuarto, Cérdoba, Argentina) was
used for ICPOES determinations.

A certified reference material namely, Municipal Sludge (QC
MUNICIPAL SLUDGE A) from DK-2970 Horsholm, Denmark and a
reference sample of Lake Sediment (TRAP-LRM from IJS) from
Ljubljana, Slovenia were employed for method validation.

Multiwalled carbon nanotubes (MWCNTs) were purchased from
Sun Nanotech Co. Ltd., Jiangxi, China.

All chemical (Merck) used for nanotubes functionalization (HNOs,
H,S0,4, SOCl,, DMF, THF, and L-alanine) were of analytical reagent
grade and were used without further purification.

2.2. Instrumentation

All measurements were performed with a sequential ICP spec-
trometer, Baird ICP-2070 (Bedford, MA, USA). The 1 m Czerny-Turner
monochromator had a holographic grating with 1800 grooves mm™ .
A U-5000 AT ultrasonic nebulizer from CETAC Technologies (Omaha,
NE, USA), with an on-line desolvation system was used. The ICPOES
and USN experimental conditions are listed in Table 1. Minipuls 3
peristaltic pumps from Gilson (Villiers-Le-Bel, France) were used to
deliver samples, reagents and wastes. Sample injection was achieved

using a Rheodyne (Cotati, CA, USA) Model 50, four-way and of six

Table 1
ICPOES and USN experimental conditions.

ICP conditions

RF generator power plasma 1.0 kW
Frequency of RF generator 40.68 MHz
Gas flow rate 85L min~!
Auxiliary gas flow rate 1Lmin~!
Observation height-above load coil. 15 mm

Cd analytical line 228.814 nm
Ultrasonic nebulizer conditions

Heater temperature 140 °C
Condenser temperature 4,0°C
Carrier gas flow rate 1Lmin~!

ports, two positions, rotary valves. Three conical mini-columns were
prepared by placing 4.0 mg of the three kinds of nanomaterials i.e.
carbon nanotubes (CNTs), oxidized-carbon nanotubes (0x-CNTs) and
L-alanine immobilized on carbon nanotubes (ala-CNTs) into an empty
conical tip using the dry packing method. To avoid filling losses when
the sample solution passed through the conical mini-column, a small
amount of quartz wool was placed at both ends. The conical design of
the mini-column allowed a higher enrichment factor due to a
reduction of the dispersion [12]. The column was then connected to
the peristaltic pump with PTFE tubing to form the preconcentration
system. Tygon type pump tubing with an internal diameter of
1.52 mm (Ismatec, Cole Parmer, Vernon Hills, IL, USA) was employed
to propel the sample, reagents and eluent. The (I) 228.802x2 nm
spectral line was used and the emission measurements were
expressed as peak height emission corrected against the reagent
blanks.

Microwave digestion was performed with a Milestone START D
microwave furnace (Italy) and Milestone hermetically sealed 100 mL
internal volume, 1 cm wall thickness polytetrafluoroethylene (PTFE)
reactors.

2.3. Sample treatment

Aliquots of 0.25 g of a certified reference material (CRM) namely,
Municipal Sludge, were placed into PTFE vessels. Then, 4 mL of 65%
HNOs, 2 mL of 40% HF and 2 mL of 30% H,O, were added and
submitted to the temperature program shown in Table 2.

In the case of Lake Sediment, 0.2 g of this reference sample was
placed into PTFE vessels and two stages were required for digestion.
At first, 4 mL of 96% H,SO,4 and 3 mL of 85% H3PO,4 were added. Then,
the rotor was cooled by air until the solution reached room
temperature. Vessels were opened and the second stage was carried
out by adding 4 mL of 65% HNOs, 2 mL 40% of HF and 2 mL of 30%
H,0,. The digestion cycle adopted is detailed in Table 2.

Table 2
Main steps for the microwave oven digestion of Municipal Sludge and Lake Sediment
samples.

Municipal sludge Lake sediment

Stage Time Temperature Power Time Temperature Power
(min) (°C) (W) (min) (°C) (W)

1 Ramp 20 180 Up to 500 10 220 Up to 500
Step 20 180 Up to 500 20 220 Up to 500

3 - 10 Room 0

temperature

4 Ramp 10 220 Up to 500

5 Step 20 220 Up to 500

Total Time 40 70

(min)
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Finally, all the vessels were opened and the digests were
transferred to marked polyethylene flasks and made to a final volume
of 50 mL with ultrapure water.

2.4. Immobilization procedure

Commercial mutiwalled CNTs were treated with a mixture of
H,S04:HNOs (3:1), used as oxidant agent, in two consecutively steps:
2 h in ultrasound bath followed by 7 h in a water bath at 55 °C. This
procedure cleaned and eliminated possible residues present in CNTSs,
generated during their preparation, and allowed the generation of
-COOH and -OH groups on CNTs surface, improving their solubility. The
reaction was easy to start at the end caps because of the heavy strain of
the hexagon-heptagon pairs [26]. In this way, the end caps were quickly
removed leaving open-ended tubes, functionalized with carboxylic acid
(COOH) groups [27]. The oxidized CNTs (0x-CNTs) were filtered and
washed repeatedly with ultrapure water until complete elimination of
the residual acid. The resultant powder was dispersed in a solution of
thionylchloride (SOCI,); 2 mL of dimethylformamide (DMF) were added
and stirred at 70 °C for 24 h. The resultant substrate (CNT-COCl) was
centrifuged and the remaining solid was washed with tetrahydrofuran
(THF). L-alanine and CNT-COCI were mixed in THF at 45° for 4 days. The
resultant solid was resuspended with ethanol, filtered and dried at room
temperature.

Fig. 1 shows scanning electron microscopy (SEM) photographs of
CNTs previous and after the immobilization process.

200 nm*
—_—
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Fig. 1. A scanning electron microscopy (SEM) photographs of (a) CNTs previous
immobilization and (b) after immobilization (L-ala-CNTs).

2.5. Columns capacity studies

The column capacity is defined as the amount of metal ion captured
by the adsorbent until the metal ion concentration in the column
effluent has increased to the concentration of the influent solution. The
uptake and release of Cd** using CNTs, 0x-CNTs and ala-CNTs were
studied with respect to pH, influent flow rate, influent concentration
and compared using the same on-line procedure. Before starting the
experiments, a cleaning step of 2 min with 10% HNO3; was performed.
After that, a 0.05 mol L~! ammonium acetate solution (pH 7.0) was
pumped through the column for 2 min at 1.0 mL min~" to recondition
the column to neutral pH. The different solutions were prepared by
dilution from metal standard stock solution into 0.05mol L'
ammonium acetate. Different volumes of 10 mg L~ solutions were
then passed through the column at a flow rate of 1.0 mL min™'. Once
the effluent concentration reached the influent concentration (columns
saturation), Cd was eluted from the column with a 10% HNOs3 solution.
Finally, the column was reconditioned and the process started again. The
breakthrough curves were then plotted, and calculations related to the
amount of metals bound to the column were performed with Origin®
Pro 7.5™ software.

2.6. On-line solid phase extraction procedure

The uptake and release of Cd using CNTs, 0x-CNTs and ala-CNTs
were studied with respect to pH, influent flow rate, influent
concentration using an on-line procedure. Before starting the
experiments, a cleaning step of 2 min with 10% HNO3 was performed.
The flow injection system and the experimental set up are shown in
Fig. 2. Before loading, the column was conditioned at the desired pH
with valve V; in position B. An aliquot of sample was then loaded on
the conical mini-column (M) at flow rate of 1 mL min~ ! with valve V;
in position S and valve V; in load position (a). Finally, valve V, was
switched to the injection position (b) and Cd?* retained was eluted
with a 10% (v/v) nitric acid solution. After that, the eluate was on-line
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Fig. 2. Flow injection system used for preconcentration, separation and subsequent
determination of Cd®™.
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introduced into the USN unit and subsequently carried to the ICP
torch. The operation conditions were established and the determina-
tion was carried out.

3. Results and discussion
3.1. pH studies

The pH value plays an important role on the adsorption of different
ions on CNTs [11,21,28]. The surface charge depends on the pH of the
surrounding electrolyte. The oxidation of CNTs with H,SO4:HNO3
leads to the surface functionalization with oxygen-containing groups,
and the isoelectric point (IEP) of CNTs shifts to lower pH values
[28,29]. When the pH of the solution is higher than the IEP of the
oxidized CNTs, the negative charge on the surface provides electro-
static attractions that are favorable for adsorbing cations. The decrease
of pH leads to the neutralization of surface charge, so the adsorption of
cations onto CNTs decreases quickly [30].

On studying the effect of pH, a series of sample solutions of Cd 2
were adjusted to a pH range of 1.0-9.0 and processed according to the
recommended procedure. Aliquots of 5 mL were loaded onto the
column at a flow rate of 1 mL min~'. In order to optimize the Cd*?
sorption conditions on the different types of CNTs assessed, the
intensity of Cd*? signal was recorded as a function of the pH. The
effect of pH on Cd™ 2 retention is illustrated in Fig. 3. As can be seen,
the maximum adsorption was from pH 3.0 to 9.0 when ox-CNTs were
used for preconcentration. The same tendency was observed when
ala-CNTs were used as sorbent. Although the adsorption was
negligible for unmodified CNTs, the dependence with pH was almost
the same. All these studies were carried out with 100 ug L' Cd™?2
solutions.

3.2. Column capacity

The adsorption capacity is an important factor to consider because it
determines the amount of sorbent required to quantitatively concen-
trate the analyte from a given solution [11]. Ox-CNTs resulted to be the
substrate with the highest adsorption capability as it is illustrated in
Fig. 4. The following tendency is noticed: 0x-CNTs>ala-CNTs>CNTs for
Cd 2, with a maximum retention capacity of 130.01 umol of Cd®* g~ at
pH 7.0 on ox-CNTs, evidencing that the incorporation of specific
functional groups in the surface enables differential analyte-adsorbent
interaction.
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Fig. 3. Effect of pH on Cd™ 2 retention.
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Fig. 4. Breakthrough curves for the three types of CNTs assessed for Cd®* retention at
pH values ranging from 1.0 to 9.0. Influent solution concentration: 10 mg L™ '; flow
rate: 1 mL min~".

3.3. Metal releasing and preconcentration performance

Parameters affecting Cd®>' preconcentration were evaluated
employing FI-SPE-USN-ICPOES as the detection system.

The sample loading flow rate on the column is one of the
parameters that controls the time of analysis, and on the other hand
influences the contact time between the analyte and the active sites
(edges), and consequently the column capacity. In this study, it was
verified that the analytical signal diminished progressively when the
loading flow rate was increased from 0.5 to 2.0 mL min~!. This
evaluation was carried out by comparing the signals of a Cd solution
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stripped from the column with that obtained by a direct injection of
the sample. Taking these facts into account, and with the objective of
avoiding tight packing of the filling material with the consequent
increasing of the back pressure that could damage the FI system, it
was decided to select a flow rate of 1.0 mL min~'as optimum as it
could be seen in Fig. 5.

The elution step involves an exchange between analyte ions and H™
[31]. Then, nitric acid was chosen as eluent to promote Cd>* desorption
from the sorbent material. A transient signal was obtained (signal vs
time) and the peak height was proportional to the analyte concentration
in the loaded solution. The shapes of the peaks obtained are of great
importance, and special attention should be paid since the enrichment
factor is strongly affected by this profile. The exchange kinetics between
H* and Cd?>* could be analyzed by comparing the peak profiles at
different experimental conditions (i.e. acid concentration). Fig. 6 shows
the relative signal (peak height) obtained with increasing concentra-
tions of HNOs. The narrowest peak profiles, and consequently, the best
enrichment factors were obtained when Cd was retained on ox-CTNs
and eluted with 10% HNO5. With the purpose of achieving the best
analytical performance, this configuration was selected for the
application studies (Sections 3.5 and 3.6).

The elution flow rate has a direct influence not only on the metal
releasing from the CNTs, but also plays an important role in the
nebulization. Several eluent flow rates were tested and a compromise
flow rate of 1.4 mL min~! was selected, assuring repeatability of the
elution and injection steps.

3.4. Column re-use studies

The stability and regeneration of the column were also investi-
gated. The column can be re-used after regeneration with 2 mL of 10%
HNOj3 and then with ultrapure water. The column was stable without
either deterioration or decrease in Cd?>™ recovery. This study
comprised at least 300 preconcentration cycles and no decrease in
capacity of the column was observed.

3.5. Analytical performance

The time required for the preconcentration of 5.0 mL of sample
(1.0mL min~!), elution/injection (1.4 mL min~!'), reading/data
acquiring and conditioning was about 6.0 min, resulting in a sample
throughput of 10 samples per hour. A 120-fold total enhancement
factor for a sample volume of 5.0 mL was obtained with respect to the
Cd?* determination by ICPOES without preconcentration (12-fold for
the FI-SPE and 10-fold for the USN). The relative standard deviation
(RSD) for six replicate measurements was 3.0%. The limit of detection
(LOD), calculated as the concentration associated with three times the
standard deviation of 10 independent measurements of the proce-
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Fig. 5. Effect of influent flow rate on Cd retention.
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Fig. 6. Effect of nitric acid concentration on Cd elution when ox-CNTs were used for
analyte retention.

dural blank (30 criterion) was 1.03 pg L™, The limit of quantification
(10 o) resulted to be 3.42 pg L~!. The calibration curve was linear
from levels close to the LOD up to 10ug L™!, with a correlation
coefficient of 0.989.

3.6. Interference studies

The effects of potential interference species at the concentration
levels at which they may occur in the studied sample were tested. For
this purpose, synthetic Cd solutions were prepared and the signal
was monitored. The presence of cations such as Co(II), Cu(II), Cr(III),
Fe(III), Hg(II), K(I), Ni(II), Pb(Il) and Zn(II) were tolerated at least up
to 3.0, 90, 7.0, 8600, 1.5, 1600, 3.2, 110, 210 pug L™, respectively
without deterioration of Cd signal.

3.7. Application to the analysis of environmental samples

A FI-SPE-USN-ICPOES method involving ox-CNTs as sorbent
material was employed to determine Cd in two environmental
samples that have certified or reference values of Cd (i.e., QC
MUNICIPAL SLUDGE A, and a lake sediment TRAP-LRM from IJS).
The average concentrations of Cd found in each sample was in good
agreement with the certified values for this analyte as shown in
Table 3. In all cases the calibration was run against aqueous standards
solutions.

4. Conclusions

Three kinds of nanomateriales are proposed to device a FI-SPE
system for Cd preconcentration from environmental samples with
complex matrices. The evaluation of the retention capacity showed
that unmodified CNTs were the configuration with the lowest
adsorption capability. The study demonstrated that the surface
functionalization of CNT is necessary to achieve superior adsorption
capacities.

This system of preconcentration associated with USN-ICPOES
allowed the determination of Cd in environmental samples with

Table 3
Determination of Cd in environmental samples.
Sample Experimental Confidence Certified Confidence
values (mg kg™') limits (+)* values (mgkg™!) limits (+)
Municipal 14 0.1 1.33 0.22
sludge
Lake sediment 39.3 2.0 44.4 1.00
2 20.
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good reproducibility and accuracy at ultra trace levels. The method is
simple and can be easily adapted to any laboratories and is suitable for
routine analysis competing with modern powerful techniques.
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