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Introduccién

La contaminacion de agua por metales pesados representa una de las principales
probleméticas de salud publica, debido a las descargas conscientes o accidentales de
diversas industrias que emplean iones metélicos como parte de sus procesos 0 productos.

Elementos como plomo (Pb), mercurio (Hg), y arsénico (As), son considerados
metales pesados altamente peligrosos ya que su intoxicacion es capaz de provocar dafios
irreversibles en la salud del consumidor debido a su elevado nivel de toxicidad, reactividad
y volatilidad. Por lo tanto, la necesidad de desarrollar metodologias rapidas, amigables con
el medio ambiente y de bajo costo para la cuantificacién oportuna, selectiva y sensible de
metales pesados en agua potable, ha despertado el interés por las técnicas electroquimicas
como la voltamperometria diferencial de pulsos con redisolucién anddica, capaz de realizar
determinaciones de ultratrazas de diversos iones metalicos. Sin embargo, los electrodos de
trabajo como los elaborados a partir de pasta de carbono (CPE), no poseen las cualidades
para una cuantificacion adecuada de metales pesados, por lo que para mejorar sus
caracteristicas es posible incorporar al electrodo diversos materiales novedosos que le
brinden propiedades adicionales, como los desarrollados a partir de la tecnologia de

reconocimiento molecular a través de polimeros de impresion de iones (IIPs).

En este trabajo, se exhiben las grandes bondades de los IIPs como parte
indispensable en la composicién de los CPE para la determinacion de Pb(ll), Hg(ll) y As(l11)
a través de metodologias electroquimicas optimizadas. El capitulo uno constituye los
antecedentes generales que muestran el creciente uso de las técnicas electroquimicas, la
importancia y el estado del arte sobre el uso de IIPs en la determinacién de iones metalicos.

En el capitulo dos se muestran los objetivos generales y especificos del presente

trabajo; mientras que el capitulo tres se detalla la metodologia experimental para el
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desarrollo y optimizacion de la sintesis de IIPs, y la determinacion electroquimica de cada
uno de los metales de interés a través de diversos disefios de experimentos.

Finalmente, en el capitulo cuatro se discuten los resultados obtenidos, resaltando
las propiedades de selectividad Unicas de los IIPs sintetizados quimicamente, posicionando
a las metodologias electroquimicas desarrolladas en este trabajo como una alternativa
novedosa, rapida y altamente selectiva para determinar trazas de Pb(ll), Hg(Il) y As(lIl) en

diferentes muestras de agua con o sin pretratamiento de digestién 4cida.
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CAPITULO I. Antecedentes generales
1.1 Resumen

La contaminacion de agua por metales pesados representa una de las principales
problemaéticas de la salud publica, atribuida a las descargas residuales de la industria
petroquimica, minera, bebidas y alimentaria, que frecuentemente emplean iones metélicos
como parte de sus procesos [1].

Se han definido al plomo (Pb), mercurio (Hg) y arsénico (As) como sustancias
quimicas peligrosas, ya que la intoxicacion por ingesta o exposicion accidental a estos
metales pesados provoca dafos progresivos e irreversibles a la salud [2, 3] Por lo tanto, la
Agencia de Proteccién Ambiental (EPA, por sus siglas en inglés) establecié limites maximos
permitidos (MPL) de 0.015 mg L, 0.002 mg Ly 0.010 mg L* para Pb(ll), Hg(ll) y As(ll)
respectivamente en agua potable, y para su determinacion exacta y precisa se han utilizado
diversas técnicas convencionales que requieren un exhaustivo pretratamiento de digestion
de la muestra aunado a una instrumentacion sofisticada que aumenta el costo de analisis
[6]. Lo anterior ha despertado el interés por el uso de técnicas electroquimicas ya que su
implementacion representa un bajo costo y tiempo de andlisis cortos, ademas de la
posibilidad de realizar andlisis in situ. Especificamente, la voltamperometria diferencial de
pulsos (DPV) es la técnica mas utilizada para cuantificar iones metdlicos ya que elimina la
corriente no faradaica y mejora tanto la sensibilidad como el limite de deteccién (LOD) [7,
8]. Para incrementar la sensibilidad de la metodologia, es posible realizar un paso previo
de deposicion electroquimica y posteriormente realizar el barrido de potencial de la DPV; la
intensidad de corriente de pico anddico resultante (lap) es considerada la respuesta
analitica proporcional a la concentracion del analito en la muestra [9].

El electrodo de trabajo es el corazon de las técnicas electroquimicas, por lo que se
han utilizado una gran variedad de ellos, como los metalicos (Ag, Au, o Pt) [10, 11] y los

carbonaceos (pasta de carbono o carbon vitreo) [12, 13]. Sin embargo, la composicion del
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electrodo de trabajo tiene un rol muy importante en el desarrollo de una metodologia
electroquimica, y desde hace mas de dos décadas, los electrodos de pasta de carbono
(CPE) han demostrado ser transductores versatiles al mejorar sus propiedades como
sensores con la incorporacion de materiales modificantes, obteniendo un electrodo de bajo
costo y parametros analiticos competitivos con las técnicas convencionales, empleando
materiales como nanotubos de carbono [14, 15], grafeno y 6xido de grafeno reducido [16,
17], nanoparticulas metalicas [18, 19], y materiales de reconocimiento como polimeros de
impresion de iones (lIPs) [20 - 23].

Los lIPs son materiales novedosos que proporcionan una gran capacidad de
reconocimiento a través de cavidades creadas en el procedimiento de polimerizacién. El [IP
se sintetiza en presencia de una plantilla correspondiente al analito de interés y un
monodmero funcional para formar el complejo plantilla-monémero. Posteriormente, se
agrega un agente entrecruzante para crear las cavidades de reconocimiento y estabilizar la
matriz polimérica. Finalmente, la plantilla se elimina y de esta forma se crean o revelan las
cavidades que proporcionan un reconocimiento selectivo en forma, tamafio e interacciones
hacia la plantilla con la cual ha sido sintetizado [24, 25].

El objetivo de la presente tesis fue desarrollar metodologias electroquimicas para la
determinacion de Pb(ll), Hg(ll) y As(lll) en muestras de agua a través de la técnica DPV,
empleando electrodos de pasta de carbono modificados con polimeros de impresion de
iones, permitiendo obtener métodos selectivos, altamente sensibles y de bajo costo. Los
CPE modificados con IIPs (CPE-IIP) permitieron resolver las limitaciones de los electrodos
convencionales a través de una facil renovacion de su superficie mejorando el tiempo de
andlisis, obteniendo en cada renovacién nuevas cavidades para el reconocimiento de iones

metalicos y minimizando el pretratamiento de digestién de la muestra.
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1.2 Contaminacion del agua por metales téxicos

El agua constituye un elemento esencial para el desarrollo de la vida, pero no toda
se encuentra en condiciones aptas para el consumo humano, ya que la presencia de
sustancias peligrosas deteriora su calidad y provocan su contaminacion [26].

El suministro de este recurso depende fundamentalmente de la naturaleza
geoquimica del terreno y de los aportes naturales proporcionados por la lluvia que
finalmente llegan a los rios, lagos y lagunas [27]; sin embargo, mas del 70% de estos
cuerpos hidricos presentan algun grado de contaminacién por metales pesados debido a
algunas actividades y descargas de industrias como la mineria, quimica, petrogquimica,
alimentaria, textil, pesticidas y el uso de materiales de fontaneria o soldadura [28].

Los metales téxicos provocan dafios irreparables en el organismo e incluso la
muerte dependiendo de la forma de intoxicacién, por ejemplo en 2016 de acuerdo con la
OMS (Organizacién Mundial de la Salud) 1.6 millones de personas perdieron la vida a causa
del consumo de agua y alimentos contaminados con metales pesados. El caso mas
conocido de contaminacidn por metales pesados ocurrié en 1956 en la bahia de Minamata,
donde el consumo de pescado contaminado con metilmercurio provocé dafios permanentes
e irreparables en el sistema de nervioso central de las personas intoxicadas, aunado a la

muerte de organismos acuéticos [29].

1.3 Metales toxicos

La Organizacibn Mundial de la Salud define diez sustancias quimicas que
constituyen una preocupacion para la salud publica: aire contaminado, asbestos, benceno,
dioxinas, flaor, pesticidas, cadmio, y entre ellos, tres de los metales pesados téxicos Pb, Hg
y As, es decir, elementos naturales con alto peso atomico y una densidad 5 veces mayor a

la del agua [30, 31].
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De acuerdo con la IUPAC (Union Internacional de Quimica Pura y Aplicada) la
definicion de “metal pesado” solo esta relacionada con caracteristicas fisicoguimicas de los
metales pero no con su toxicidad; aunque convencionalmente se ha relacionado “pesadez”
con toxicidad, el término “metal téxico” seria preciso para identificar a los metales
considerados dafiinos para el organismo, incluidos algunos metaloides, que aun en bajas
concentraciones pueden inducir toxicidad [32, 33]. La intoxicacién por un metal se debe a
varios factores como a la especie que forma en determinado medio, dosis y via de ingreso
al organismo como inhalacion (particulas en forma de vapor), dérmica (contacto con la piel)
y oral (ingesta de bebidas o alimentos contaminados), siendo esta Ultima la que se presenta
con mayor frecuencia originando la definicion de metal téxico sistémico, ya que en caso de
intoxicacion son distribuidos a los 6rganos de todo el cuerpo a través de la sangre,
afectando a méas de uno a la vez [34, 35].

Debido a la preocupacion por las caracteristicas toxicas de metales como el Pb, Hg
y As, organizaciones como la EPA han establecido limites maximos permitidos (Tabla 1)
gue aseguran que el agua sera agradable a los sentidos y no causara efectos nocivos a la

salud del consumidor [36, 37].

Tabla 1 MPL en agua potable para los metales de interés en esta investigacion.

Limite maximo permitido

Metal
en agua potable.
Plomo, Pb 0.015mg L?
Mercurio, Hg 0.002 mg L*
Arsénico, As 0.010 mg L?

MPL: limite maximo permitido.
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1.3.1 Plomo, Pb.

El plomo es un metal pesado de color gris, con simbolo quimico Pb, peso atémico
de 207.2 g mol?, densidad relativa de 11.34 g mL™, resistente al ataque de acidos como el
H.SO4 y HCI, pero soluble en HNOs. Posee un comportamiento anfétero, ya que reacciona
con &cidos formando sales &cidas, pero también con bases formando sales metalicas y
oxidos [38].

Durante siglos, diversos compuestos fueron utilizados para fines domésticos como
el acetato de plomo que sirvi6 como edulcorante, conservante del vino, inhibidor de la
fermentacion de la sidra, agente antiinflamatorio y abortivo; mientras que el carbonato y
sulfuro de plomo se utilizaban como ingredientes de medicamentos [39]. EI Pb metalico, se
utilizaba para la fabricacion de laminas, ollas, monedas, balas, pesas, baterias acidas,
pintura textil, materiales fotograficos y tuberias, la cual es la principal fuente de
contaminacion por este metal [40].

Por lo tanto, dada su toxicidad y abundancia el plomo es reconocido como uno de
los metales mas peligrosos y responsable del 0.6% de la morbilidad mundial, ya que al
ingresar al organismo inhibe o imita las acciones del calcio e interactda con las proteinas
provocando osteoporosis, aunado a problemas gastrointestinales, dafio hepatico y renal,
hipertensién, y trastornos neurol6gicos que pueden causar convulsiones e incluso la
muerte [41, 42]. Aunque no ha sido comprobada la accién cancerigena del plomo, la
agencia internacional para la investigacion del cancer (IARC) ha clasificado a sus especies
inorganicas y metdlica en los grupos 2A y 2B, como probablemente cancerigenos para los

humanos [43].

28|Luz Elena Rebolledo




1.3.2 Mercurio, Hg.

El mercurio es conocido como un metal pesado toxico y omnipresente en la cadena
alimentaria, ya que se encuentra en el organismo debido a la ingestién de alimentos y agua
contaminados [44].

La toxicidad de este metal depende de la especie en que se encuentre ya sea
elemental (metdlico), inorgénico u organico. Algunas aplicaciones del mercurio inorgénico
datan de la prehistoria en pinturas rupestres para representar el color rojo a través de la
molienda del cinabrio (HgS). La especie organica también llamada metilmercurio, es
obtenida por la transformacion natural del mercurio y se considera la principal fuente de
intoxicacion crénica debido al consumo de alimentos (mariscos y pescados) y agua
contaminados, provocando retraso mental y crisis convulsivas, retraso del desarrollo,
trastornos del lenguaje, pérdida de la memoria y paralisis cerebral [45, 46]. El mercurio
elemental o metélico es ligeramente soluble y poco téxico al ingerirse, pero genera vapores
a cualquier temperatura provocando intoxicaciones crénicas. Fue ampliamente utilizado en
la formula de cosméticos para aclarar la piel, en el tratamiento de la sifilis, y actualmente
en instrumentos como termoémetros, barémetros, en la extraccién de oro y plata de las
minas, y en amalgamas dentales donde forma casi el 50% de la composicion del material.

Desde un punto de vista instrumental, el mercurio metalico también era utilizado
como parte principal del electrodo de gota de mercurio en polarografia (descubierta en
1920); sin embargo, ambos perdieron importancia debido a la obtencién de limites de
deteccion no satisfactorios, desarrollo de instrumentos comerciales de menor costo y la
creacion del convenio de Minamata, que hace énfasis en la reduccion del uso y emisiones
de compuestos de mercurio al medio ambiente [47]. Las advertencias del uso de este
elemento favorecieron el desarrollo de la voltamperometria que conocemos en la

actualidad, de nuevas metodologias y electrodos amigables con el medio ambiente.
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1.3.3 Arsénico, As.

El arsénico es un metaloide ampliamente distribuido en la corteza terrestre capaz
de inducir toxicidad en niveles bajos de exposicion y ha sido ampliamente utilizado en la
produccion de pesticidas, como conservador de la madera, en la fabricacion de vidrio,
cosméticos, ceramica y fuegos artificiales. Se estima que varias personas estan
cronicamente expuestas al agua contaminada por arsénico en todo el mundo,
especialmente en paises como Argentina, Camboya, Chile, China, Nepal, Pakistan,

Vietnam, Estados Unidos, Taiwan y México [48, 49].

La gravedad de los efectos adversos del arsénico a la salud esta relacionada con su
forma quimica arsénico o arsenato. El arsenito, As(lll) o también llamado arsénico
inorganico es considerado el mas téxico al no tener sabor ni olor, ademas que se encuentra
presente en pescados, mariscos y disuelto en agua a bajas concentraciones de oxigeno,
dependiendo del pH se puede encontrar como H3AsOs, H2AsO3z?, HAsO3? y AsOs3. Por
otro lado, el arsenato (especie organica) o As(V) es mas comin en pescados, aguas
subterraneas y superficiales bien oxigenadas; se encuentra como HzAsO., H.AsO.?,
HAsO4? y AsOq43; la forma comun para determinarlo es el ion arsenato monoacido, HAsO4

2[50, 51].

Los sintomas inmediatos de intoxicacion aguda pueden incluir vomito, dolor
abdominal, diarrea, entumecimiento en manos y pies, e incluso la muerte, mientras que la
exposicion prolongada a altos niveles de arsénico inorganico a través del consumo de agua
y alimentos contaminados incluyen cambios de pigmentacion, durezas y callosidades en
las palmas de las manos y las plantas de los pies. Estos efectos pueden ser precursores

de cancer de piel, vejiga y pulmon [52].
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1.4 Cuantificacién de metales pesados

La presencia de Pb, Hg y As en el agua potable, considerados los metales
intrinsecamente mas toxicos, ha sido confirmada en estudios realizados a los habitantes de
los estados mas afectados del pais reportando concentraciones que superan los limites
establecidos en normas internaciones. Sin embargo, ningin metal téxico tiene alguna
funcién vital para el organismo y adn en bajas concentraciones son capaces de inducir
toxicidad e impactar de forma negativa en la salud debido a que no son degradables [53].
Por lo tanto, la determinacién oportuna de iones metalicos para evitar pérdidas humanas y
catastrofes ambientales se ha convertido en una prioridad mundial [54]. Algunas técnicas
para cuantificar iones metalicos han sido reportadas por diversos medios nacionales como
las Normas Mexicanas oficiales (NOM) e internacionales como American Society for Testing
and Materials (ASTM) [55]. Sin embargo, su uso estd condicionado por la exactitud,
precision, sensibilidad, limite de deteccion y principalmente selectividad que pueden aportar

en la identificacion y cuantificacion inequivoca de ultratrazas del metal analizado [56, 57].

1.4.1 Técnicas convencionales

Las técnicas analiticas para cuantificar iones metalicos en agua potable que han
sido tradicionalmente utilizadas son las de absorcién atémica, que emplean los &tomos en
estado de vapor y su posterior activacion por energia electromagnética o térmica, midiendo
la energia absorbida o emitida al pasar a un estado activado o al volver del estado activado,
dando lugar a las técnicas de absorcion, fluorescencia o emision atémica. Sin embargo,
estas técnicas determinan la concentracion total del metal de interés y no de cada una de
sus especies [58].

Por otro lado, la combinacion del proceso de obtencion de vapor atbmico con plasma
ibnico con sistema de deteccion de espectrofotometria de masas da lugar a otra técnica

para detectar iones metalicos llamada espectrometria de masa con plasma acoplado
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inductivamente (ICP-MASAS) [59, 60]. Otras determinaciones se han llevado a cabo a
través de electroforesis capilar [61, 62], y cromatografia de gases de alta resolucion [63,
54]. La cuantificacién exacta, precisa y selectiva de iones metalicos en las técnicas
mencionadas depende de las caracteristicas de los metales y muestras a analizar, ya que
algunas veces no pueden ser cuantificados de la misma forma que otros; como ocurre en
la determinacion de mercurio, donde es necesario la técnica de vapor frio, mientras que en
la determinacion de plomo debe realizarse por horno de grafito en lugar de la flama [65]. El
uso de equipos, aditamentos sofisticados, condiciones, materiales especiales de analisis y
el exhaustivo pretratamiento de la muestra finalmente aumenta el costo y tiempo del andlisis
[66].

Se ha reconocido la necesidad de desarrollar nuevas metodologias que resuelvan
las limitaciones de las técnicas convencionales; y en este sentido, la electroquimica, a
través de las técnicas voltamperométricas son las més utilizadas para determinar iones
metalicos por ser altamente sensibles, presentar sencillez de instrumentacion, capacidad
de realizar determinaciones simultaneas, bajo consumo de energia y posibilidad de realizar

analisis in situ [67].

1.4.2 Técnicas electroquimicas voltamperométricas

La electroquimica es una herramienta poderosa en el analisis de reacciones regidas
por la transferencia de electrones, relaciona el flujo de electrones con los cambios quimicos
o electroquimicos en la reaccion. En la actualidad, son ampliamente utilizadas para evaluar
el perfil electroguimico y/o realizar la determinacion de metales pesados en diversas
matrices complejas. La voltamperometria relaciona el potencial, tiempo y corriente en una
celda electroquimica de tres electrodos: electrodo de trabajo (WE), de referencia (RE) y
contraelectrodo o electrodo auxiliar (AE) como se muestra en la Figura 1; la medicion de

corriente ocurre en funcion del tiempo y potencial aplicado. Estas técnicas, involucran el
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uso de un potenciostato para controlar el potencial entre el electrodo de trabajo y de
referencia, mientras la corriente producida fluye entre el electrodo de trabajo y el
contraelectrodo. Los electrodos son conectados eléctricamente a una estacion de trabajo
electroguimica que a su vez esta conectada a una computadora con el software adecuado

para obtener y analizar los datos recabados durante el experimento [68].

(—__POENCIoS@n 4

-0.7 -04 -0.1

Figura 1 Representacién de una celda electroquimica.

La primera técnica voltamperométrica reportada y ganadora de un premio nobel de
quimica fue la polarografia, con el uso de un electrodo con un flujo constante de gota de
mercurio. Sin embargo, el progresivo desuso de dicho electrodo debido a su baja
selectividad y a los acuerdos del convenio de Minamata propicié la creacion de una nueva
generacion de electrodos de trabajo amigables con el medio ambiente para ser aplicados

en voltamperometria ciclica y/o de pulsos [69, 70].
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1.4.2.1 Voltamperometria ciclica (CV)

La voltamperometria ciclica es utilizada para conocer o monitorear el mecanismo de
reaccion que ocurre en la superficie del electrodo de especies quimicas electroactivas,
proporciona informacion tanto cinética como termodinamica de estos procesos. Como se
muestra en la Figura 2, la CV inicia en el potencial de corriente nula; como el potencial es
definido en funcion del tiempo, la exploracion o barrido de potencial lineal ocurre en términos
de V/s en sentido anddico o catédico segun las necesidades del experimento. El
potenciostato controlara el potencial aplicado al electrodo de trabajo respecto al de
referencia y el electrolito soporte compensara la mayor cantidad de resistencia posible de
la celda; finalmente el barrido es invertido hasta regresar al potencial inicial; este ciclo puede

repetirse de forma periddica, de acuerdo con lo que se desea investigar [71].
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Figura 2 Voltamperograma ciclico tipico.
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La corriente que fluye en el electrodo de trabajo y el contraelectrodo es monitoreada
durante el experimento, generando el grafico o voltamperograma de corriente en funcion de
del potencial aplicado. La Figura 2 representa un voltamperograma ciclico tipico con picos
de corriente en sentido catddico relacionados con procesos de reduccion, y de oxidacion
en sentido anddico, ambos con contribuciones faradaicas y no faradaicas. Dependiendo de
las especies en el electrolito soporte y su concentracion, sera la cantidad y forma de los

picos obtenidos [72, 73].

1.4.2.2 Voltamperometria de pulsos

Se puede madificar la forma en que se aplica el potencial en una voltamperometria,
de forma que en lugar de tener una rampa de potencial se tengan “escalones” o pulsos de
potencial. Dependiendo de la forma del pulso, se puede tener la voltamperometria normal
de pulso (NPV), voltamperometria de onda cuadrada (SWV) y voltamperometria diferencial
de pulso (DPV). El pulso de potencial permite discriminar la corriente faradaica de la no
faradaica, lo que hace que cuando las voltamperometrias por pulsos son aplicadas a
metodologias analiticas, se aumenta la sensibilidad y precision de las mediciones ademas
de disminuir el limite de deteccion, por lo que rapidamente la SWV y DPV fueron empleadas

en la determinacion de iones metélicos [74, 75].

1.4.2.2.1 Voltamperometria diferencial de pulso (DPV).

La DPV se lleva a cabo mediante la imposicién de pulsos de potencial definidos de
acuerdo con cuatro parametros que caracterizan a la técnica: amplitud, paso de potencial,
ancho y duracién del pulso. Como se muestra en la Figura 3a), inicialmente se impone la
amplitud del potencial y se mantiene constante por cierto tiempo (ancho de pulso),
posteriormente el potencial disminuye hasta el paso de potencial para crear el pulso; la

duracion del ancho corresponde al tiempo entre el inicio de dos pasos de potencial
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consecutivos [76]. La corriente es medida al inicio y final de la aplicacion de potencial (o del
pulso aplicado) con el objetivo de sustraer los efectos indeseables de la corriente no
faradaica, obteniendo la diferencia entre ambas al momento de imponer la amplitud de
potencial y al final del pulso, para generar la voltamperometria diferencial.

El gréfico con forma de pico se muestra en la Figura 3b), en el que la altura de este
ser& proporcional a la concentracién del analito [77, 78]. Debido a que en los extremos del
pulso se tiene menor corriente de fondo y mayor corriente no-faradaica, la diferencia de
corrientes (Al = I, - |1) permite detectar a los analitos presentes en la solucion a bajas

concentraciones, y de esta forma obtener un método con bajos limites de deteccion y alta

sensibilidad [79].
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Figura 3 a) Representacion de la imposicion de pulsos de potencial en la DPV respecto al

tiempo y b) Voltamperograma tipico de la DPV y gréafica tiempo-potencial.
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1.4.2.2.2 Voltamperometria de onda cuadrada (SWV).

Esta técnica es considerada una de las mas rapidas y sensibles para determinar
iones metalicos, ya que el pulso es aplicado de forma simétrica considerando sélo tres
parametros: amplitud del pulso, duracion y frecuencia (Figura 4), obteniendo pulsos mas
cortos y por lo tanto, determinaciones mas rapidas [80]. En la SWV, se aplican largos
valores de amplitud de forma constante sobre una rampa de potencial, obteniendo una
forma de escalera con potencial base, ya que después de la aplicacion de un pulso la
amplitud del siguiente iniciara con el mismo valor de amplitud que el primero, pero en

sentido contrario [81, 82].

Frecuencia/V

Potencial / V

Amplitud / V

Periodo /s

Tiempo /s

Figura 4 Representacion de la rampa de potencial en la SWV respecto al tiempo.

1.4.2.3 Voltamperometria de redisolucion anddica (ASV).

Una rama especial de la voltamperometria es el analisis por redisolucion. La
combinacién de ASV con las técnicas de pulsos propici6 la creacion de la voltamperometria
diferencial de pulsos con redisoluciébn anoddica (DPASV) y voltamperometria de onda
cuadrada con redisolucién anddica (SWASV). Como se muestra en la Figura 5, inicialmente
el metal es electrodepositado en la superficie del electrodo de trabajo al imponer durante

cierto tiempo un potencial suficientemente catédico que provoque su completa reduccion;
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después de un tiempo de relajacion o equilibrio, se lleva cabo la redisolucion anddica a
través del barrido de potencial con DPV o0 SWV en la que ahora ocurrird la oxidacién de la

especie metélica.
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Figura 5 Electrodeposicion del analito previo a la redisolucién.

El resultado es un voltamperograma con un pico de corriente anddico de la especie
metdlica, la altura del pico es proporcional a la cantidad de la especie metalica
electrodepositada y por lo tanto, a la concentracién del metal en la muestra. Con estas
técnicas es posible incrementar la sensibilidad del método y disminuir sustancialmente el
limite de deteccion; sin embargo, la composicién del electrodo de trabajo es un factor

importante para aprovechar las ventajas de las técnicas de redisolucion [83-85].

1.4.2.4 Electrodos de trabajo y su modificacion

Dado que en los métodos voltamperométricos la corriente fluye a través del
electrodo de trabajo después de una perturbacién del potencial en una celda
electroquimica, su seleccion es de vital importancia de acuerdo con las necesidades del
método a desarrollar, ya que de éste dependeran muchas de las caracteristicas y

condiciones de la determinacion de iones metalicos. En este sentido, aunado al progresivo
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desuso del electrodo de gota de mercurio, ha sido fundamental buscar alternativas efectivas
que implique el uso de electrodos amigables con el medio ambiente. A lo largo de los afios,
se ha reportado el uso de diversos electrodos como los electrodos serigrafiados (Figura 6
a), metdlicos (Ag, Au y Pt) (Figura 6b), y carbonaceos; dentro de estos ultimos se

encuentran el grafito; carbdn vitreo (GCE) (Figura 6c¢) y pasta de carbono (Figura 6d) [86,

W\,

Figura 6 Tipos de electrodos empleados para determinar iones metalicos: a) serigrafiado,

87].

b) metalico, c) carbén vitreo y d) pasta de carbono.

Los electrodos mencionados por si mismos no poseen ni la selectividad ni la
sensibilidad para determinar trazas de iones metalicos, siendo necesaria su modificacion
incorporando materiales novedosos que mejoren sus caracteristicas. En la Tabla 2, se
resumen algunas de las caracteristicas reportadas en la determinacion de iones metélicos
para metodologias que emplean electrodos modificados con nanotubos de carbono,

grafeno/dxido de grafeno reducido, nanoparticulas, polimeros y polimeros conductores.
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Tabla 2 Electrodos modificados con diversos materiales para cuantificar metales

Electrodo Analito, muestra L
o L Caracteristicas Ref.
modificado y técnica
. — " : ;
GCE con Pb(I1). Hg(ll) y Regr.esmn cuairatlca polinomial
CeO Cu(ll) con DPASY . -OD: (5:50x10%a 0.06) uM [88]
2y * Sensibilidad: (0.18 a 3.16) A MM cm?
MWCNTSs en agua. .
* Muy selectivo
* 1 .
Serigrafiado As(.III) en aguas Intervalo lineal: no reportado.
con hierro residuales *LOD: 0.02 uM (89]
Litosano y mineras con * Sensibilidad: 2.78 yA uM*
d ' SWASV. * Poco selectivo en presencia de Cu(ll).
* H . 4
GCE con Hg(ll) en agua Intervalo lineal: (1.00x10* a 0.02) uM
AUNPS potable y *LOD: 0.03 uM [90]
MWCN'|¥S embotellada con  * Sensibilidad: 0.03 yA pM* cm™2
' DPASV. * No selectivo en presencia de Cu(ll).
* Intervalo lineal por adicién estandar: (9.65x10°
GCE Pb(Il) y Cd(ll) en a 9.65x10%) uM y (99.6 a 1103) uM
uitos’;no agua de pozos  * LOD: 3.00x10* UMy 0.04 UM [91]
d con SWASV * Sensibilidad: (24.06 y 201.95) A uM*
* No selectivo
GCE con Pb(ll) y Cd(ll) en  * Intervalo lineal: (1.93x10* a 0.19) uM
agua potable y * LOD: (9.04x10#a 0.02) uM
grafeno, AuNPs . . , [92]
biSMUto embotellada con  * Poco selectivo con metales de diferente nimero
y SWASV de oxidacion.
Serigrafiado Cr (Vl) en agua *Intervalo lineal: (0.19 a 1443) puM (93]
y AuNPs con LSV * LOD: 0.07 uM * Selectivo.
Pb(ll) en agua * Intervalo lineal: (0.0001 a 2.50) ymol* L
residual y * LOD: 9.40x10°3 uM
CPE con GO pescado, con * Sensibilidad: 87.00 pA uM [94]
SWASV * Poco selectivo en presencia de Cu(ll).
* Intervalo lineal: (3.00 a 21.00) uyM
CPE vy lignina Pb(ll) en agua de * LOD: 2.50x10° uM [05]
grifo con SWASV  * Sensibilidad: 0.02 pA pM*
* Selectividad no reportada.
* Intervalo lineal: (0.60 a 3.40) uM
Electrodo de . _
vidrio con ITO, Cd(ll) en agua *LOD:0.02puM [96]

Porfirina y PPy

potable con DPV

* Sensibilidad: 19.80 pA pM
* No selectivo a Cu(ll) y As(lll).

GCE: electrodo de carbdn Vvitreo,

MWCNTSs:

nanotubos de carbono de pared miultiple, DPASV:

voltamperometria diferencial de pulsos con redisolucion anddica, LOD: limite de deteccion, SWASV:
voltamperometria de onda cuadrada con redisolucion anddica, AuNPs: nanoparticulas de oro, LSV:
voltamperometria de barrido lineal, GO: d6xido de grafeno, CPE: electrodo de pasta de carbono, ITO: 6xido de
indio y estafio, DPV: voltamperometria diferencial de pulsos, PPy: polipirrol.
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Se puede observar que en la mayoria de los reportes de la Tabla 2, se requiere el
uso de mas de un modificante, aunado a que algunas metodologias emplean el método de
adicion patrén para eliminar el efecto matriz de las muestras debido a la poca o nula
selectividad del electrodo en presencia de diversos componentes de las muestras.

En la bUsqueda de una estrategia que permita obtener una metodologia
electroquimica rapida y altamente selectiva, se ha reportado el uso de materiales de
reconocimiento con los cuales es posible identificar, en una muestra incluso sin tratamiento

previo, Unicamente al analito de interés [97, 98].

1.5 Materiales de reconocimiento molecular

La demanda de nuevos materiales selectivos para la cuantificacién de diversos
contaminantes ha propiciado la evolucion de la tecnologia de impresién molecular, dando
lugar a materiales sintetizados en diferentes formatos con una funcion de reconocimiento y
estequiometria especificos, que imitan el comportamiento sustrato-enzima de los
bioreceptores. Esto ha permitido el disefio y desarrollo de polimeros con comportamiento
bio-mimético, logrando un reconocimiento especifico hacia el analito de interés.

En vista de que el principio basico de la impresién molecular consiste en “imprimir”,
“revelar” o crear en materiales sintéticos cavidades que se ajustan complementariamente
al analito de interés (utilizado como plantilla), la capacidad de reconocimiento de los
materiales impresos molecularmente proporciona alta selectividad y eficiencia debido a
dichas cavidades creadas con el uso de la molécula plantilla (organica o inorganica), dando
lugar a los denominados polimeros molecularmente impresos (MIPs) que tendran
interacciones monémero-plantilla a través de enlaces covalentes, no covalentes, fuerzas de
Van Der Waals y puentes de hidrégeno [99-104]. Por otro lado, los polimeros de impresién
de iones (lIPs), proporcionan gran capacidad de reconocimiento mediante interacciones

quimicas de coordinacion entre un ion metalico (plantilla) y el ligando (monémero funcional).
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Debido a la composicién, estabilidad quimica y térmica de un IIP contra las posibles
interferencias quimicas en una muestra, estos han sido ampliamente utilizados en la

determinacién electroquimica de iones metélicos [105, 106].

1.5.1 Polimeros de impresion de iones (lIPs): sintesis y componentes

La obtencién de cualquier polimero ocurre a través de una polimerizacién o sintesis
para producir largas cadenas poliméricas y generar una matriz tridimensional a través de
diversas rutas quimicas. Tomando en cuenta este proceso, el desarrollo de un IIP esta
basado en la sintesis de polimeros estables con propiedades de reconocimiento molecular
hacia una molécula plantilla, debido a las cavidades complementarias en forma, tamafio e
interacciones, logrando “identificarla” para realizar su posterior deteccion y cuantificacion
mediante técnicas analiticas [107].

De acuerdo con la Figura 7, los IIPs se sintetizan en presencia de una molécula
plantilla (analito de interés a cuantificar) y un monémero funcional (con grupos funcionales
complementarios) en un disolvente apropiado para formar un complejo de prepolimerizacién
monomero-plantilla estable y proporcionar un IIP con mayor afinidad mediante enlaces
metalicos de coordinaciéon o puentes de hidrogeno segun la naturaleza del monémero
(Figura 7a). Posteriormente, se realiza la adicion de un agente entrecruzante para generar
y dar estabilidad a la matriz polimeriza tridimensional alrededor del complejo (Figura 7b), y
un iniciador radicalario que propiciara el inicio de la polimerizacién. Después del tiempo de
sintesis y de obtener el polimero, se elimina la molécula plantilla mediante lavados acidos
y agua desionizada con el objetivo de “revelar” o imprimir’ las cavidades capaces de
reconocer en forma, tamafio e interacciones al analito de interés (plantilla) (Figura 7c¢) [108,

109].
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Plantilla Monoémero (s) funcional (es) Entrecruzante

Figura 7 Esquema general de la sintesis de un IIP: a) Prepolimerizacion, b)

Polimerizacién, y c) Eliminacién de la plantilla.

Para comprobar la capacidad del IIP para reconocer selectivamente al analito en
comparacion con otras especies relacionadas, se sintetiza un polimero no impreso (NIP),
en las mismas condiciones que el IIP pero en ausencia de la molécula plantilla. EI NIP
tendra los mismos grupos funcionales que el IIP debido a las condiciones de su sintesis,
pero no cavidades de reconocimiento; por lo tanto, es posible que al contacto con una
solucién que contenga Unicamente al analito de interés se observe una pequefia respuesta,
no comparable con la gran respuesta y selectividad que se obtendria con un IIP [110, 111].

Ya se ha establecido, que los IIPs son novedosos materiales poliméricos con
capacidad de reconocimiento a través de cavidades creadas en el procedimiento de
sintesis; sin embargo, en la sintesis de un polimero impreso, el tipo de polimerizacién,
componentes y su relacion molar tienen un rol muy importante para obtener capacidad de
reconocimiento molecular [112]. En los dltimos afios, la implementacion de polimeros de
reconocimiento molecular ha permitido la blusqueda de nuevas técnicas de sintesis que
permitan obtener IIPs de gran estabilidad quimica, buenos rendimientos, morfologia
homogénea, reutilizables, de bajo costo y con aplicacion en varios campos de la ciencia
(quimica, biologia e ingenieria) [113, 114].

43|Luz Elena Rebolledo




Algunas de las caracteristicas principales de los componentes y su seleccion se

mencionan a continuacion [115, 116]; y ejemplos de ellos se muestran en la Figura 8.
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Figura 8 Componentes mas comunes de la sintesis de IIPs.

e Plantilla: Los iones metalicos de interés, son usualmente utilizados como plantillas en
las sintesis de IIPs y en la medida que aumenta su tamafio, menor seré la probabilidad
de formacién de las cavidades debido a impedimentos estéricos respecto a los
monomeros.

e Mondmero: Son seleccionados de acuerdo con su habilidad para interactuar con los
grupos funcionales de la plantilla, por lo tanto, deben existir interacciones
complementarias con la plantilla para aumentar la afinidad y selectividad de las

cavidades.
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e Entrecruzante: Es el responsable tanto de la generacion de la matriz tridimensional
como estabilizar el complejo mondmero-plantilla para un adecuado reconocimiento de la
plantilla.

¢ Iniciador: Este elemento propicia el inicio de sintesis a través de una polimerizacion
radicalaria. Su activacion ocurre mediante el uso de radiacion electromagnética en el
intervalo UV-Vis o por incremento de la temperatura entre 50°C y 60°C.

o Porogeno (disolvente): Debe ser capaz de solubilizar a todos los componentes de la
sintesis y tener baja polaridad para evitar interferencia en la formacion del complejo

mondmero-plantilla. Influye sobre la morfologia del 1IP en la formacion de macroporos.

De acuerdo con diversos autores, la relacién éptima teérica para sintetizar un IIP
con gran rendimiento y alta selectividad, es 1:4:20 de plantilla, monémero (s) y
entrecruzante, respectivamente (respecto a la plantilla). Sin embargo, las necesidades de
investigacion, tiempo, recursos y grupos funcionales de cada componente generalmente

rigen su seleccion y relacion molar en la sintesis.

1.6 Electrodos modificados con IIPs para cuantificar iones metalicos.

Los métodos sensibles y selectivos para la deteccion de metales pesados se han
convertido en una prioridad en el monitoreo ambiental, por lo que el uso de los IIPs como
modificante de la superficie de un electrodo de trabajo para cuantificar iones metalicos
exhibe excelentes caracteristicas analiticas. Existe una gran cantidad de reportes sobre el
uso de IIPs para determinar iones metalicos empleando técnicas electroquimicas, como se
indica en la Tabla 3. Sin embargo, en cada trabajo es notable el uso de mas de un
mondmero o ligantes en la sintesis, asi como modificantes adicionales en la superficie del

electrodo empleado para realizar las determinaciones.
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Tabla 3 Electrodos modificados con IIPs para cuantificar metales.

Electrodo modificado,

Determinacion

i , , muestray Caracteristicas analiticas Ref.
plantillay monomero (s) L.
técnica

GCE con IIP, estireno, nafién Zn(ll) en agua  * Intervalo lineal: (5x10“ a 0.01) uM
y 8-hidroxiquinona /lIP de potable con *LOD: 5.00 uM [117]
ZnCly, oxina, estireno SWASV * Sensibilidad: no reportada.
Electrodo de platino con IIP y Pgt(;g)lgn agua Intervalo lineal: (4.82 a 24.13) uM
nafion. lIP de Pb(NOs3)z, P ' * LOD: 2x1072 uM. [118]

acrilamida, CNTs sobre THF.

GCE con IIP y dimetil
fumarato, IIP de Pb(NOs),, 4-
VP y 2-(2-aminofenil)-1H-
bencimidazol.

Electrodo de oro con IIP de
AuNPs , As(lll) y o-
fenilendiamina.

CPE con IIP de nitrato de
mercurio de MAA y 1,5-
dipenilcarbazona

CPE con MWCNTSs, IIP de
MeHg con 2-
mercaptobenzotiazol y AA.

Electrodo de oro con suero
bovino, rGO, AuNPs e IIP
electro-polimerizado.

GCE con rGO e IIP electro-
polimerizado con CdCly, Py y
guitosano.

Serigrafiado con IIP electro-
polimerizado con
Cd(N03)2.4H20 Yy PAA

cosméticos con
DPV

Pb(ll) en agua
natural ya jugo
de frutas con
DPV

As(lll) en agua
con CV

Hg(ll) en agua
potable y orina
con DPV

MeHg en agua
con DPASV

Cu(ll) en agua de

rio y de granja
con DPV

Cd(n en

lechuga, naranja

y peras a través
de DPV

Cd(ll) en agua
potable, de grifo

y marina con CV

* Sensibilidad: no reportada.

* Intervalo lineal: (4.82x10# a 0.38) uM
*LOD: 2.41x10*% uM
* Sensibilidad: 7962 yA M-t

* Intervalo lineal por adicién estandar:
(2.00x10%° a 9.00x103) uM

* LOD: 7.10x10°° uM

* Sensibilidad: 12.466 pA uM*

* Intervalo lineal por adicion estandar:
(0.10 a 40) uM

*LOD: 0.07 uM

* Sensibilidad: 6.36 pA uM?

* Intervalo lineal: (2.79 a 3.04) uM
*LOD: 2.68x103 uM
* Sensibilidad: 1.28x102 pA uM*

* Intervalo lineal por adicién estandar:
(1.00x10** a 8.00x107) pM

*LOD: 1.12x10% uM

* Sensibilidad: 0.01 pA uM?

* Intervalo lineal: (4.45x10° a 0.44) uM
* LOD: 2.05x103 uyM
* Sensibilidad: 5.96x10° yA uM*

* Intervalo lineal: (1.00x10* a 1.2x107?)
UM

* LOD: 1.70x10°5 uM

* Sensibilidad: 1.28 pA log uM*

[119]

[120]

[121]

[122]

[123]

[124]

[125]

GCE: electrodo de carbon vitreo, IIP: polimero de impresion de iones, SWASV: voltamperometria de onda
cuadrada con redisolucién anddica, LOD: limite de deteccion, DPV: voltamperometria diferencial de pulsos, CV:
voltamperometria ciclica, CPE: electrodo de pasta de carbono, DPASV: voltamperometria diferencial de pulsos
con redisolucién anddica, Py: pirrol, rGO: 6xido de grafeno reducido, PAA: &cido fenilacético, AuNPs:
nanoparticulas de oro, MWCNTSs: nanotubos de carbono de pared multiple, AA: acido acrilico, MAA: acido
metacrilico, 4-VP: 4-vinilpiridina, CNTs: nanotubos de carbono, THF, tetrahidrofurano.
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Las condiciones de la superficie de un electrodo modificado tienen un efecto
significativo en la intensidad de corriente al realizar determinaciones voltamperométricas o
amperométricas. Dado que la preparacion de la superficie en multiples ocasiones implica
activacion, limpieza electroquimica, tratamiento térmico y/o renovaciones exhaustivas sin
la certeza de obtener homogeneidad en el proceso, una excelente alternativa es el uso de
electrodos de pasta de carbono modificados con IIPs, ya que permiten resolver estas
limitaciones a través de una facil renovacion de la superficie de trabajo, mejorando el tiempo
de analisis, y permitiendo lograr una superficie homogénea nueva con cavidades de IIPs

listas para el reconocimiento de iones metalicos en diversas muestras [126, 127].

1.7 Disefio de experimentos.

La cuantificacién oportuna y exacta de metales tdéxicos en agua potable o de riego
esta directamente relacionada con la salud de los consumidores, por lo tanto, es
indispensable minimizar el error en el analisis cuantitativo de estos contaminantes. Aunado
al desarrollo de nuevos electrodos y metodologias electroquimicas, es imperativo optimizar
el método en busca de maximizar o minimizar (segun aplique) la sefial analitica, a través
del estudio de diversas combinaciones de los niveles de las variables que influyen en la
sefial obtenida; por lo tanto, el disefio de experimentos es una herramienta estadistica (util
para este propésito [128].

En estos disefios, se realizan cambios sisteméticos y controlados a las variables de
interés, para medir su efecto sobre la variable de respuesta, por lo tanto, es fundamental
conocer el intervalo en el que afectan el sistema de cuantificacion. Dependiendo de las
necesidades de optimizaciéon y el detalle de esta, se pueden llevar a cabo disefios de

experimentos univariables o modelos mas robustos multivariables [129, 130].
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1.7.1 Disefio univariable

El estudio de una sola variable en diferentes niveles con el objetivo de optimizarla
corresponde al disefio mas comun y sencillo, llamado univariable. Al aplicar este disefio en
un sistema con varias variables a optimizar, estas seran evaluadas una a la vez
manteniendo el resto en un valor constante optimizado o no.

Un método analitico puede ser optimizado en su totalidad a través de este disefio,
sin embargo, la inversion de tiempo y recursos no serian viables, aunado a que no se
podrian obtener los efectos de interaccion entre las variables y la interpretacion o toma de
decisiones serian errbneas como se muestra en la Figura 9, donde la zona de color de
mayor intensidad representa la region optima y los niveles evaluados de las variables se

encuentran muy lejos de esta.

Variable A
rF 3

Variable B

Figura 9 Representacion de la interpretacion incorrecta en un disefio univariable.

Por otro lado, cuando no se conocen las variables que afectan la respuesta y el nivel
en el que influyen sobre la respuesta, el método univariable puede ser usado para
establecer el intervalo de valores de dichas variables que pueden ser empleados en un

disefio de experimentos robusto, y acercarse mas a la region éptima del experimento [131].
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1.7.2 Disefio multivariable

Conocido como un conjunto de técnicas o disefios estadistico-matematicos, los
disefios de experimentos multivariables estudian el comportamiento de una sefial analitica
o variable de respuesta, a través de los niveles de las variables de interés. La combinacion
de estas variables es determinada a través de una matriz con la que se puede explorar la
region a optimizar y definir finalmente la zona optimizada a través de graficas lineales o de
superficie, de una forma mas efectiva, con el menor tiempo y recursos posibles [132].
Algunos disefios multivariables son los de Taguchi y superficie de respuesta; que
adicionalmente muestran la interaccion entre las variables a través del uso de técnicas de

regresion maltiple, andlisis de varianza y respuesta superficial [133].

1.7.2.1 Taguchi

El disefio de experimentos de primer orden de Taguchi evalGa la robustez de un
método mediante un arreglo ortogonal para conocer el efecto individual de las variables a
optimizar a dos niveles. Generalmente se identifican como L4, L8, L12, etc., refiriéndose a
un arreglo ortogonal de 4, 8 o 12 experimentos. Este disefio no proporciona un analisis
matematico, pero es considerado un multivariable porque pueden ser estudiadas mas de
dos variables al mismo tiempo. El analisis del disefio finalmente proporcionara la
combinacién de las variables que maximiza la respuesta a través de las graficas de efectos

principales [134, 135].

1.7.2.2 Disefios de superficie de respuesta

El objetivo principal de estos disefios es la creacibn de modelos matematicos
ajustados a la sefial analitica obtenida y su confirmacion mediante analisis estadisticos.
Inicialmente, es necesario conocer el intervalo de influencia de las variables de interés (el

enfoque univariable es util para este fin); posteriormente se selecciona el disefio de
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superficie de respuesta que se ajuste a las necesidades de experimentacion para obtener
la matriz de combinaciones de las variables a optimizar y realizar los experimentos
correspondientes para obtener la variable de respuesta. Se confirma el ajuste del modelo a
través de las interacciones entre variables, ecuacién y gréfica de superficie, y analisis de
varianzas, ya que la optimizacibn en mas de dos niveles de las variables permite el
modelado de la superficie de respuesta a través de términos cuadraticos que muestran la
curvatura en las graficas de superficies [136, 137].

Estos disefios implican el desarrollo de un gran nimero de experimentos para
encontrar la regién optima de las variables, pero la informacién que proporcionan es valiosa
para el entendimiento del sistema convirtiéndolos en una excelente herramienta para la

optimizacion de metodologias.

1.7.2.2.1 Disefio Box-Behnken, BBD

Uno de los disefios de superficie ampliamente utilizados por toda la informacion que
proporcionan, la exactitud de prediccién de la regi6on Optima y la menor cantidad de
experimentos realizados respecto a otros es el Disefio Box-Behnken (BBD) [138]. Como se
muestra en la Figura 10, el BBD es un tipo de disefio rotatorio factorial fraccionado que
permite la combinacion de tres niveles de cada variable: los extremos y el centro, ambos
eguidistantes a un punto central; el andlisis del disefio proporciona un modelo matemético
completo con términos lineales, de interaccién y cuadraticos, con el que se puede predecir
la respuesta y las condiciones optimizadas para esta [139]. Los experimentos a realizar
dependen de la cantidad de variables a optimizar, sin embargo, su arreglo lo convierte en
uno de los disefios mas eficientes utilizados en diversas areas, ya que tiene la capacidad

de evitar condiciones experimentales extremas [140].
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Variable AT

) >
Variable B

Variable C

Figura 10 Coordenadas de los experimentos del BBD con tres factores (variables).

1.7.2.2.2 Disefio de mezclas

El disefio de experimentos de mezclas disminuye la cantidad de experimentos a
realizar para encontrar la interaccién Optima de las variables, y es ampliamente utilizado en
sistemas donde la combinacién de factores debe cumplir un valor especifico y el tiempo de
obtenciéon de un resultado o producto es demasiado largo [141]. La proporcion de las
variables en las mezclas no varia de forma independiente como en otros disefios (las
proporciones influyen directamente en la variable de respuesta); por lo tanto, la suma de
las proporciones o niveles codificados de las variables de cada experimento siempre es
igual a 1 o el 100% de la mezcla; de aqui que el valor de 1 y 0 en un disefio con dos
variables, significa el producto final solo estard compuesto por un componente. Al ser un
disefio de superficie de respuesta, la mezcla éptima se encontrara a través de ecuacion y
grafica de superficie de respuesta [142, 143]. Existen diversos disefios de experimentos de

mezclas y uno frecuentemente utilizado es el simplex centroide.

1.7.2.2.3 Simplex centroide
El disefio de mezclas mas comudn es el simplex centroide, con un arreglo

experimental que involucra los vértices, borde y en ocasiones el centro del centroide como

51|Luz Elena Rebolledo




se muestra en la Figura 11. Los vértices representan los componentes o variables puros
en la mezcla, en el centro de cada borde se encuentra la combinacion binaria de las
variables correspondientes y en el centro global se analiza la mezcla de todos los
componentes. En este disefio se refleja la ventaja de los disefios de mezclas, ideales para
procesos en los que la obtencidon de un experimento es demasiado larga, debido a la
pequefia cantidad de experimentos a realizar para determinar la composicion 6ptima [144,

145].

Variable A - §

Variable B

Variable C

Figura 11 Representacion del disefio Simplex Centroide con factores A, By C.

1.8 Validacion de métodos analiticos

Las nuevas metodologias analiticas siempre deben ser sometidas a un proceso de
validacién o caracterizacion analitica, con el fin de demostrar que son adecuadas y
aceptables para su uso. Esto se logra a través de la obtencion de sus caracteristicas
analiticas, comprobando que estas se encuentran dentro de los criterios de aceptacion
establecidos, es decir, ser lo suficientemente confiables [146].

El enfoque clasico de validacion Unicamente a través de la comparacion contra un

material de referencia certificado no es suficiente para evaluar la competitividad de las
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nuevas metodologias respecto a las tradicionales en términos de precision, exactitud y
selectividad [147]. Por tanto, diversas organizaciones internacionales como Eurachem e
ISO/IEC, han desarrollado normas y guias que describen el procedimiento para realizar la
validacién considerando las caracteristicas de desempefio 0 parametros analiticos de un
método, como son: intervalo de linealidad, limite de deteccién, limite de cuantificacion,

recuperacion, sesgo, repetibilidad, reproducibilidad y selectividad [148].

1.8.1 Parametros analiticos

El desarrollo de un método y su validacion estan intimamente relacionados, ya que
algunas de las caracteristicas como linealidad, precision, exactitud y robustez se evallan
durante el desarrollo de este, e incluso un conjunto de experimentos puede proporcionar
informacién sobre diversas caracteristicas del desempefio. Por ello, es importante realizar
un plan de validacion que refleje el nivel de confianza, orden y extension de la evaluacion
de cada parametro analitico del método con el objetivo de generar un equilibro entre el

tiempo y recursos invertidos en la validacion [149].

1.8.1.1 Linealidad

El intervalo entre el limite de cuantificaciéon y la concentracion superior analizada
antes de la presencia de cualquier curvatura de la linea de tendencia (ya que esto sugiere
falta de ajuste por un efecto no lineal) representan el intervalo lineal del método analitico.
Ambos extremos del intervalo se veran afectados por factores como el alcance del
instrumento, la muestra empleada y la saturacion de la sefial analitica, por lo que la
seleccién de los puntos de la curva de calibracién juega un papel muy importante para evitar
la incorrecta cuantificacion del analito [150].

Aunqgue no se puede probar completamente la linealidad de un método analitico, es

posible concluir si es adecuado o0 no para modelar los datos de cuantificacion a través del
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coeficiente de correlacion (R?) y desviacion estandar de cada concentracién analizada
(residuales de la curva de calibracion). La curva de calibracién se realiza con al menos seis
diferentes concentraciones de estandares del analito para después graficarlas contra la
sefial analitica registrada eliminando los valores atipicos que visualmente no se ajustan en
la tendencia lineal; finalmente se realizan el analisis de minimos cuadrados, el calculo de
los residuales y se obtiene la ecuacion de la recta (Ecuacion 1). Debido a que el valor de
R? y los residuales se relacionan con la incertidumbre de calibracién, a mayor valor de R?
(cercano a 1) y pequefios valores de los residuales (cercanos a cero), menor sera la

incertidumbre y la relacién concentracion-sefial analitica ser& méas proporcional [151].

y=mx +Db Ecuacion 1 Ecuacion de la recta.

Donde m, corresponde a la pendiente de la recta, x es la concentracion esperada y b, la

ordenada al origen.

1.8.1.2 Sensibilidad

La sensibilidad analitica es definida como el gradiente de la curva de respuesta del
instrumento, es decir, la variacion en la sefial analitica correspondiente a un cambio en la
concentracion del analito. Por lo tanto, un método se considerara sensible si de acuerdo
con las sefales obtenidas es posible identificar a dos concentraciones cercanas una de otra
dentro del intervalo lineal [152].

Aunque generalmente no se evalla a través de una prueba estadistica, es posible
conocer la sensibilidad de un método por las caracteristicas de este, como en las
mediciones potenciométricas con comportamiento Nernstiano donde se espera que la sefial
varie 59 mV/pH; o la pendiente de la recta del intervalo lineal en un método donde la

concentracion del analito se determina directamente de una curva de calibracion, por lo
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tanto, la pendiente, en unidades de sefial/concentracion ha sido reconocida como la

sensibilidad del método [153].

1.8.1.3 Limite de deteccién, LOD.

Es la minima cantidad del analito presente en la muestra que puede ser detectada,
pero no necesariamente cuantificada, bajo las condiciones establecidas en la metodologia
desarrollada, con un nivel de confianza de 95% establecido por convencion y relacionado

con el valor 3 de la Ecuacién 2, del célculo del LOD [154].

L0D=3 Syy Ecuacion 2 LOD

Donde S yx, corresponde la desviacion estandar de los puntos de la curva de calibracion

y m, la pendiente de la recta lineal.

1.8.1.4 Limite de cuantificacién, LOQ

El limite de cuantificacion (LOQ), representa la minima concentracion del analito que
puede ser determinada de forma aceptable en términos de repetibilidad y exactitud, la
Ecuacion 3 se usa para estimar el LOQ. Se espera que la desviacion estandar de los
residuales sea constante a concentraciones bajas, por lo tanto, en el calculo del LOQ se
utiliza el mismo valor de Sy, pero con un factor de multiplicador de 10, correspondiente al
10% de desviacion estandar esperada de las mediciones [155].

LOQ= 10|:x/y Ecuacion 3 LOQ

Donde S yx, corresponde la desviacion estandar de los puntos de la curva de calibracion y

m, la pendiente de la recta lineal.
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Los célculos de LOD y LOQ, deberan realizarse después de establecer la linealidad
del método, ya que en ambas ecuaciones (Ecuacion 2 y Ecuacion 3) es necesario el uso

de algunas variables obtenidas del andlisis de minimos cuadrados.

1.8.1.5 Veracidad: sesgo y recuperacion

La veracidad es una caracteristica importante para asegurar que las mediciones del
método seran exactas, ya que al comparar la concentracion obtenida de una muestra
adicionada, material o estdndar de referencia respecto a su valor esperado, la proximidad
de ambas concentraciones reflejard la capacidad del método para determinar cierta
concentracion del analito con exactitud. Existen dos enfoques principales para determinar
la exactitud de una metodologia: a través de la determinacién absoluta del sesgo mediante

la Ecuacion 4, o el porcentaje de recuperacion obtenido con la Ecuacion 5.

Sesgo= X - Xrer Ecuacion 4 Sesgo

X 4100 Ecuacion 5 Recuperacion

Porcentaje de recuperacion, %R = "
ref

En ambos casos, X corresponde a la concentracién obtenida de la muestra o
material de referencia, y Xrr, €S la concentracién esperada de dicho material [156]. Las
pruebas de sesgo y recuperacion se pueden realizar con diferentes concentraciones del

material de referencia o analito.
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1.8.1.6 Precision: repetibilidad y precision intermedia.

La precisién del método es fundamental para obtener mediciones confiables, esta
relacionada con la proximidad de los resultados de una muestra (material de referencia o
reactivo de pureza conocida) entre si bajo condiciones de repetibilidad o precision
intermedia. En la prueba de repetibilidad se realizan determinaciones repetidas del analito,
bajo las mismas condiciones experimentales, muestra y/o condiciones ambientales en un
corto periodo. Por otro lado, la precision intermedia frecuentemente proporciona mayor
variacion que en la repetibilidad ya que las mediciones se realizan bajo las mismas
condiciones de muestra y/o condiciones ambientales, pero con diferentes equipos o
electrodos en periodos prolongados [157]. Para comprobar que ambas pruebas son
independientes de la concentracién verdadera del analito en la muestra, usualmente se
analizan al menos dos diferentes concentraciones del analito dentro de la linealidad del
método y cercano a lo que se pretende encontrar en una muestra real, evaluando los
resultados a través de un criterio de aceptacion de desviacion estandar relativa desde 5%

hasta 10% [158].

1.8.1.7 Selectividad

Una metodologia ideal para la cuantificacion de metales pesados seria aquella que
pueda realizarse in situ en una muestra sin tratamiento previo, es decir, que el método sea
altamente selectivo de forma que la sefial analitica no sea influenciada de ninguna forma
por el efecto de la matriz. La selectividad es una caracteristica del desempefio de un
método, definida como el grado en el que un método puede ser utilizado para determinar
analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros componentes de
comportamiento similar, y se evalla a través del sesgo relativo o porcentaje de
recuperacion de la sefial analitica del analito (Ecuacion 4y 5) que debera permanecer sin

alteraciones en presencia de diversas concentraciones de interferentes potenciales [159].
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CAPITULO II: Objetivos

De acuerdo con lo comentado anteriormente, la necesidad de contar con técnicas
que permitan la determinacioén rapida, selectiva, de bajo costo y oportuna del contenido de
metales pesados en cuerpo hidricos, aunado a la evolucion de la tecnologia de impresion
molecular y de las herramientas quimiométricas, permitié plantear los siguientes objetivos

para la investigacion.

2.1 Objetivo general
Establecer metodologias voltamperométricas basadas en el uso de electrodos de pasta de
carbono modificados con polimeros impresos de iones para la cuantificacion confiable de

arsénico, mercurio y plomo en muestras de agua potable.
2.2 Objetivos especificos
Disefar, sintetizar y caracterizar polimeros de impresién de iones (lIPs) de elevada

selectividad a plomo, mercurio y arsénico.

Evaluar las condiciones optimas del sistema electroquimico mediante DPASV en la

determinacion de plomo, mercurio y arsénico.

Validar y aplicar la metodologia analitica desarrollada en el andlisis de plomo, mercurio y

arsénico en muestras de agua potable.
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CAPITULO lIl: Metodologia experimental.
3.1 Resumen
La cuantificacion mediante DPASV se realiz6 utilizando electrodos de pasta de
carbono modificados con IIPs. Dicho estudio se desarrollé a través de metodologias
individuales para cada metal: Pb(ll), Hg(ll) y As(lll), las cuales consisten en cinco etapas:
1) Sintesis y optimizacion de 1P,
2) Optimizacion del proceso de carga y de la deposicion electroquimica,
3) Evaluacién de la DPASV,
4) Caracterizacion analitica y,

5) Analisis de muestras reales.

Debido a que el desarrollo experimental para cada metal presenta similitudes, a
continuacién se describe la metodologia general del desarrollo en este capitulo.

Inicialmente, se realizé la sintesis para obtener el IIP para cada metal de acuerdo
con un procedimiento de sintesis previamente desarrollado por el grupo de trabajo [160],
con algunas modificaciones; esta seccién destaca el uso de herramientas quimiométricas
en la etapa de optimizacién de la sintesis a través de los disefios de experimentos simplex
centroide para Pb(lIl) y As(lIll) y univariable para Hg(ll), permitiendo una maxima interaccion
analito-IIP. Por otro lado, el sistema electroquimico fue investigado en un sistema
univariable donde se evaluaron los factores criticos en el proceso de carga como: tiempo
de carga, velocidad de agitacion, pH, potencial y tiempo de la deposicion electroquimica,
ya que estos influyen sobre la intensidad de corriente asociada a cada metal. Los
parametros propios de la DPASV fueron optimizados mediante un disefio de Box-Behnken
para la determinacion de Hg(ll) y mediante un disefio de experimentos de Taguchi para la
determinacion de As(lll), con el objetivo de encontrar la combinacién que permitiera

maximizar la intensidad de corriente, es decir, con mayor capacidad de retencién del
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respectivo metal. En la siguiente seccidn, se muestran los estadisticos utilizados en la
caracterizacién analitica para obtener el limite de deteccion, limite de cuantificacion,
precision y exactitud, recuperacion, sensibilidad y selectividad.

Finalmente, se detalla el procedimiento de pretratamiento de las muestras de agua

de cuerpos hidricos complejos utilizadas para determinar cada uno de los metales.

3.2 Materiales y equipos

3.2.1 Equipos

Todas las técnicas electroquimicas se realizaron en un potenciostato Metrohm
PGASTAT302N y el software Nova®. Las mediciones de pH fueron ejecutadas en un
potenciometro marca Hanna utilizando un electrodo de vidrio. Los analisis electroforéticos
se realizaron en un equipo Beckman Coulter P/ACE 5500, con detector de arreglo de diodos
(DAD) a una longitud de onda de 215 nm; los datos obtenidos fueron adquiridos y
analizados mediante el software P/ACE MDQ version 2.3. Los espectros de infrarrojo se
obtuvieron con un espectrofotdmetro Perkin EImer System 2000 FTIR (espectroscopia de
infrarrojo por transformada de Fourier) en un intervalo de (4000-400) cm™ en pelicula y

pastilla de KBr (Bromuro de potasio).

3.2.2 Materiales y reactivos
¢ Plantillas: sulfato de plomo, (PbSQ.), nitrato de mercurio (Hg(NO3),, >99.90%), éxido de
arsénico (As20s).
e Monomeros: 4-vinil piridina (4-VP, 95.00%), acido metacrilico, (MAA, 99.00%), pirrol (Py,
C.H;sN, 98.00%), 2-metil tiofeno (2-MT, C4H4S, 98.00%), (el pirrol y 2-metil tiofeno, fueron
destilados en una atmdsfera de nitrégeno antes de cada polimerizacion para asegurar la

presencia del monémero).
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e Entrecruzante: dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA, 98.00%).

¢ Iniciador: persulfato de sodio (Na»S,0s, 298.00%).

¢ Soluciones patrén de Pb(ll), Hg(ll), y As(ll).

e Acido clorhidrico 0.10 M y 3.00 M (HCI, >37.00%) como electrolito soporte; buffers de
fosfatos, acetatos y Britton Robinson, &cido fosférico (HsPO4, >85.00%), fosfato de
potasio monobésico (KH,PO,, >99.00%), &cido bérico (HsBOs, >99.50%), acetato de
sodio (C2H3sNaO2, >99.00%), ferricianuro de potasio(lll) (99.00%). Disolventes: metanol
(CHsOH, 299.90%) y etanol (C,HsO, 96.00%).

¢ Electrodo de pasta de carbono: polvo de grafito (<20 ym, >99.00%), aceite de parafina.

¢ Electroforesis: electrolito soporte, acido etilendiaminotetraacético (EDTA) 0.01 M, buffer

de boratos pH 9.00, e hidroxido de sodio (NaOH) 0.10 My 1.00 M.

Los reactivos mencionados fueron grado analitico marca Sigma Aldrich® excepto el
acido nitrico (HNOs3, 70.00%) de Karal®, acido acético (CH3;COOH, 99.70%), bromuro de
potasio (KBr), EDTA y benzoato de sodio de J. T Baker®, y agua desionizada (18.20

mQ/cm) obtenida en un equipo desionizador marca MilliPore®.

3.2.3 Sistema electroquimico.

Los experimentos se realizaron en una celda electroquimica de tres electrodos
compuesta por un CPE enriquecido con IIP (CPE-IIP) como electrodo de trabajo (5.00 mm
de diametro y 30.00 mm de longitud), un electrodo de referencia de Ag/AgCl saturado
(125.00 mm de longitud con sistema de doble unién marca Metrohm) y contraelectrodo de

barra de grafito de alta pureza (>99.00%, 5.00. mm de didmetro y 50.00 mm de longitud).
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3.3 Metodologia experimental
Los experimentos se realizaron por triplicado para asegurar la precision de las

determinaciones con valores de %RSD<10%.

3.3.1 Sintesis de IIP

Se realizé la sintesis de IIPs a través de una polimerizacion por precipitacion por
radicales libres, realizando modificaciones al método desarrollado por el grupo de trabajo
[160]. De acuerdo con las Figura 12, 13y 14 para Pb(ll), Hg(ll) y As(lll), en la primera etapa
(Figura 12a, 13ay 14a) se llevo a cabo la prepolimerizacién en 20 mL de metanol durante
2 h para formar el complejo monémero-plantilla para cada metal, de acuerdo con la relacién

molar indicada en la Tabla 4.

Tabla 4 Proporciones iniciales de la sintesis de |IPs de cada metal.

Plantilla ~ Monomero (s) Entrecruzante Iniciador Relacion molar

Metal-lIP mmol mmol mmol mmol en el [IP ***
2.00:2.00 o
Pb(ID-1IP 1.00 (MAA : 4-VP)* 20.00 1.00 1:4:20
4.
Hg(lD)-1IP 1.00 P?/O 30.00 50.00 1:4:30
4.00: 2.
As(lID-1IP 1.00 00:2.00 30.00 50.00 1:6:30

(2MT : MAA)**

Pb(I1)-1IP: polimero impreso sintetizado empleado Pb(ll) como plantilla, 4-VP: 4-vinilpiridina, MAA: &cido
metacrilico, Hg(Il)-1IP: polimero impreso sintetizado empleado Hg(ll) como plantilla, Py: pirrol, As(lll)-1IP:
polimero impreso sintetizado empleado As(Ill) como plantilla, 2MT: 2-Metil Tiofeno, * Relacion de monémeros
MAA:4VP, donde la suma debe ser 4 mmol. ** Relacién de monémeros 2MT:MAA, donde la suma debe ser
6 mmol. *** Relacion molar en el IIP, correspondiente a la plantilla, monémero (s) y entrecruzante, respecto a
la plantilla.

En la siguiente etapa (Figura 12b, 13b y 14b), fue adicionado EGDMA como
entrecruzante, persulfato de sodio como iniciador y nitrégeno de ultra alta pureza durante
10 minutos para eliminar el oxigeno y evitar ralentizar la reaccion. Posteriormente, se llevo
a cabo la polimerizacién radicalaria en un bafio de aceite a 60°C con agitacién constante
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durante 16 h. Transcurrido el tiempo de reaccion, en repetidas ocasiones el lIP se centrifugé
a 4000 rpm durante 10 minutos y se lavd con diferentes disolventes como etanol, HNO;
1.00 M en metanol, HNOz 2.00 M y agua desionizada hasta obtener pH neutro, utilizando

el mismo procedimiento de centrifugacion.

ﬂ"y

A

4 ':'-;323:'-
a) Pre-polimerizacién b) Polimerizacion c) Eliminacion de la plantillacon  d) Decantacion y secado
lavados acidos del 11P obtenido
Ph(Il) d B 0
Plantilla Monomeros Entrecruzante Iniciador

Figura 12 Sintesis de Ph(Il)-1IP mediante polimerizacién radicalaria.

a) Pre-polimerizacion b) Polimerizacién ¢) Eliminacion de la plantilla d) Decantacién y secado
con lavados acidos del 1P obtenido

- Hg (ID) ﬁ B A

Plantilla  Mon6mero Entrecruzante Iniciador

Figura 13 Sintesis de Hg(ll)-1IP mediante polimerizacion radicalaria.
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a) Pre-polimerizacion b) Polimerizacion ¢) Eliminacion de la plantillacon  d) Decantacion y secado
lavados é&cidos del 1P obtenido
Plantilla Monémeros  Entrecruzante Iniciador

Figura 14 Sintesis de As(lll)-1IP mediante polimerizacion radicalaria.

Finalmente, la serie de lavados permitio la eliminacién de la plantilla de la matriz
polimérica, liberando las cavidades de reconocimiento selectivas (Figura 12c, 13c y 14c).
Cada polimero obtenido se sec6 a 60°C durante 12 h, obteniendo un polvo de color blanco
en el Pb(I)-1IP y As(ll)-1IP, y de color beige para el Hg(ll)-IIP. Adicionalmente, se sintetizé
un NIP para cada relacion molar descrita, considerando el mismo procedimiento de sintesis

del IIP sin la adicién de plantilla.

3.3.2 Optimizacién de la sintesis de lIPs

Para determinar la combinacién 6ptima de la sintesis que maximice la retencién de
cada metal, se realizé la evaluacion de tres principales variables: cantidad de plantilla,
monoémero funcional y agente entrecruzante, con el cual se establece la interaccion del
monomero con la plantilla debido a la influencia directa de ambos en la formacién del pre-
complejo; mientras que la cantidad de entrecruzante, propiciara la formacion de la matriz
polimérica alrededor del complejo mondmero-plantilla, y es el responsable de la estabilidad
de las cavidades de reconocimiento selectivo hacia cada metal. La variable de respuesta
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utilizada en la optimizacion Pb(Il)-1IP, fue el porcentaje de retencion monitoreado a través
de electroforesis capilar; mientras que para el Hg(ID)-IIP y el As(llD-IIP, se utiliz6 la

intensidad del pico de corriente anddica mediante DPASV, asociada a cada metal.

3.3.2.1 Disefio Simplex Centroide para optimizar los 1IPs de Pb(ll) y As(lll).

La optimizacion de las sintesis de Pb(Il)-1IP y As(ll)-1IP se realiz6 a través del disefio
de mezclas simplex centroide, las diez sintesis realizadas en diferentes combinaciones
codificadas desde 0 hasta 1 de la plantilla (variable A), relacion de mondmeros (variable B)
y entrecruzante (variable C) se muestran en la Figura 15.

Plantilla, A

05,05,0

7  0.33,0.33,0.33
[~ )

) 0.16, 0&6, 0.66
0.16, 0.66, 0.16 2

4
0,

0,1
Entrecruzante, C

0,0.5,0.5
0,1,0
(Relacion de

mondmeros), B

Figura 15 Disefio simplex centroide de la sintesis de |IPs de Pb(ll) y As(lll). Cada
combinacién o punto esta conformado por cierta cantidad de plantilla, monémero (s) y

entrecruzante.

La Tabla 5, muestra las combinaciones de las variables de la sintesis del Pb(ll)-11P,

donde la evaluacion del efecto de la cantidad de plantilla se realizé desde 0.50 mmol hasta
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1.00 mmol, el efecto de la interaccion entre los monémeros MAA y 4-VP manteniendo una

suma 4 mmol entre ambos, y la cantidad de entrecruzante de 10.00 mmol hasta 40.00 mmol.

Tabla 5 Matriz de experimentos del disefio simplex centroide para la optimizacién del Pb(ll)-
[P.

(A) (B) (©) Relacién molar en

Plantilla/ mmol MAA : 4-VP*/ mmol Entrecruzante / mmol el [IP**
1 0.83 (0.67 : 3.33) 15 (1:5:18)
2 0.58 (0.67 : 3.33) 30 (1:7:52)
3 0.58 (2.67 : 1.33) 15 (1:7:26)
4 0.50 (0.00 : 4.00) 40 (1:8:80)
5 0.66 (1.33:2.67) 20 (1:6:30)
6 1.00 (0.00 : 4.00) 10 (1:4:10)
7 0.75 (2.00 : 2.00) 10 (1:5:13)
8 0.50 (4.00 : 0.00) 10 (1:8:20)
9 0.75 (0.00 : 4.00) 25 (1:5:33)
10 0.50 (2.00 : 2.00) 25 (1:8:50)

MAA: &cido metacrilico, 4-VP: 4-piridina. *Relacion de mondmeros MAA:4-VP, donde la suma debe ser 4
mmol, ** Relacién molar en el IIP, correspondiente a la plantilla, relacion de monémeros y entrecruzante,
respecto a la plantilla.

La variable de respuesta en la optimizacién del Pb-1IP fue el porcentaje de retencion
obtenido de acuerdo con el procedimiento de dispersion de la Figura 16 y determinacién
electroforética desarrollada por el grupo de trabajo, a través de la formacién del complejo

Pb-EDTA. Las determinaciones se realizaron con 10 uM de Pb.

10 mg de IIP Centrlflsjg#]acnlon por
1 mL Pb (II) 10 uM !

V Remanente co
150 uL de EDTA 100 uMm

23 pL estandar interno

Figura 16 Método de dispersion para la formacion del complejo Pb-EDTA
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En cuanto al As(ll)-1IP, la Tabla 6 muestra las diez sintesis realizadas en diferentes
intervalos de plantilla (0.50 mmol a 2.50 mmol), relacién molar de 2-MT y MAA (1.00 mmol
a 6 mmol) y entrecruzante (10.00 mmol a 50.00 mmol). La variable de respuesta empleada

en este disefio fue la intensidad de corriente del pico anddico correspondiente a As(lll).

Tabla 6 Matriz del disefio simplex centroide para la optimizacion de As(lII)-11P.

No. (A) (B) © Relacion molar
Plantilla/ mmol 2-MT : MAA* / mmol Entrecruzante / mmol en el [IP**
1 0.83 (3.67 : 2.33) 16.66 (1:7:20)
2 1.50 (3.00: 3.00) 10.00 (2:4:7)
3 1.50 (1.00: 5.00) 30.00 (1:4:20)
4 0.50 (1.00 : 5.00) 50.00 (1:12:100)
5 1.83 (1.67 : 4.33) 16.66 (1:3:9)
6 1.16 (2.33:3.67) 23.30 (1:5:20)
7 2.50 (1.00: 5.00) 10.00 (1:3:4)
8 0.83 (1.67 : 4.33) 36.60 (1:7:44)
9 0.50 (3.00: 3.00) 30.00 (1:12:60)
10 0.50 (5.00:1.00) 10.00 (1:12:20)

2-MT: 2-metil tiofeno, MAA: acido metacrilico. * Relacién de mondmeros 2-MT:MAA, donde la suma debe ser
4 mmol, ** Relacion molar en el IIP, correspondiente a la plantilla, relacion de monémeros y entrecruzante,
respecto a la plantilla.

3.3.2.2 Método univariable en la optimizacion del IIP de Hg(ll).

La propuesta de sintesis del Hg(ll)-lIP consistié en el uso de pirrol como Unico
monoémero funcional, esta propuesta es novedosa pues no se habia reportado antes en la
literatura. Las variables se evaluaron de forma univariable (una a la vez hasta encontrar el
nivel 6ptimo), a través de la intensidad de pico de corriente anddica mediante DPASV. La
evaluacion a cuatro niveles se realizé en los siguientes intervalos: plantilla (0.50 mmol a
2.00 mmol), monémero (5 mmol a 20 mmol) y entrecruzante (10 mmol a 40 mmol), como

se indica en la Tabla 7.
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Tabla 7 Matriz de experimentos univariables para la optimizacion de Hg(ll)-11P.

Variable NoO Plantilla Mondmero, Entrecruzante Relacién molar
optimizada ' mmol mmol mmol en el lIP*
Mondémero 1 1.00 5.00 20.00 (1:5:20)

2 1.00 10.00 20.00 (1:10:20)

3 1.00 15.00 20.00 (1:15:20)

4 1.00 20.00 20.00 (1:20:20)

Entrecruzante 5 1.00 10.00 10.00 (1:10:10)
6 1.00 10.00 20.00 (1:10:20)

7 1.00 10.00 30.00 (1:10:30)

8 1.00 10.00 40.00 (1:10:40)

Plantilla 9 0.50 10.00 30.00 (1:20:60)
10 1.00 10.00 30.00 (1:10:30)

11 1.50 10.00 30.00 (2:7:20)

12 2.00 10.00 30.00 (1:5:15)

* Relacién molar en el lIP, correspondiente a la plantilla, monémero y entrecruzante, respecto a la plantilla.

3.3.3 Elaboracion del CPE-IIP

En la evaluacion de la respuesta electroquimica de todos los experimentos, se utilizd
un electrodo de pasta de carbono modificado con IIP (CPE-IIP), un CPE-NIP y un CPE sin
modificar, para fines comparativos. La preparacion del electrodo modificado para cada
metal (Figura 17) consisti6 en mezclar de forma homogénea cierto porcentaje de IIP con
polvo de grafito (hasta tener una masa de 0.30 g) y 0.13 g de aceite de parafina.

Aceite de
parafina

Polvo de grafito

Figura 17 Elaboracion del electrodo de pasta de carbono modificado con IIP.
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La pasta resultante se compacté en un tubo de plastico (0.50 mm de diametro y
25.00 mm de profundidad) colocando en uno de los extremos un contacto eléctrico que se
conecta al potenciostato, mientras que la pasta expuesta en el otro extremo (superficie del
electrodo) se renovd y homogeneizé mediante un proceso de pulido antes de cada

experimento hasta que no se observaron porosidades.

3.3.4 Procedimiento electroquimico

La metodologia para la determinacion de cada uno de los metales se llevé a cabo
en tres etapas: carga, deposicion electroquimica y redisolucién anddica.

Para realizar el proceso de carga, la superficie expuesta y pulida del CPE-IIP
permanecio sumergida en el buffer correspondiente de acuerdo con pH del metal de interés
(Figura 18a). El tiempo, velocidad de agitacién y pH del medio juegan un papel crucial en
proceso de carga para evitar efectos de conveccién, protonacién de los grupos funcionales
del IIP y en la retencién del metal en las cavidades de reconocimiento del IIP como se
muestra en la Figura 18b). Al término del tiempo de carga, el electrodo es lavado con agua
desionizada y colocado en la celda electroquimica con 10 mL de electrolito soporte (Figura
18c). En la etapa de electrodeposicién, se impuso un potencial de deposicién negativo que
permitio la completa reduccion del metal de interés retenido en el IIP, sin provocar la
formacioén de H.. Finalmente, se llevé a cabo la redisolucién anddica a través del barrido de
potencial de la voltamperometria diferencial de pulso. La altura del pico de corriente anddica
alrededor de -0.60 V para Pb(ll) y 0.00 V para Hg(ll) y As(lll), es considerada la sefial
analitica en términos de lap.

Las mediciones en ausencia de iones metdlicos se realizaron sumergiendo el
electrodo previamente pulido en la celda electroquimica con 10 mL del electrolito soporte;
posteriormente se realizo la etapa de electrodeposicion y redisolucion anddica descritos

anteriormente.
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Figura 18 Metodologia de la determinacién de metales con un CPE-IIP: a) proceso de

carga, b) analito retenido en las cavidades del IIP, y c) celda electroguimica.

Las condiciones optimizadas de la metodologia para el analisis de cada metal se

describen en la Tabla 8.

Tabla 8 Procedimiento optimizado para determinar metales mediante DPASV.
Redisolucion anddica

Electrolito Proceso de Deposicibn Barrido de Parametros de la DPV

Metal

soporte carga electroquimica potencial / Paso y Anchoy
Y, Amplitud / V duracién /s
Buffer de
Pb(lI) 0 T(():IM acetatos pH _ilrlsoovs -0.80a0.00 0.01/0.20 0.01/0.10
' 450y Pb(il) P
Buffer de
Ho(l) TE'M acetatos pH ';zgovs -0.20a0.20 0.01/0.15 0.005/0.14
' 400yHg(y P
Buffer de
HCI fosfatos pH -0.40V
As(lll) 3.00 M 11.00 por 60 s -0.20a0.40 0.015/0.15 0.0096/0.05
y As(Ill)

DPV: voltamperometria diferencial de pulso.

3.3.5 Evaluacion de la retencién del CPE-IIP, CPE-NIP y CPE.
Se evalud la capacidad del Pb-1IP, Hg-IIP y As-IIP para retener al metal de interés

usando el CPE-IIP, CPE-NIP y CPE sin modificar. Cada electrodo fue sometido al
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procedimiento electroquimico mencionado anteriormente, pero en condiciones iniciales no
optimizadas en ausencia y presencia de los iones metélicos para determinar la capacidad
de retencion del CPE-IIP respecto al CPE-NIP y CPE. Para esto, se emplearon
concentraciones 100 pM, 10 pM y 50 nM de Pb(Il), Hg(ll) y As(lll), respectivamente de forma

individual con electrodos modificados con 10% de IIP.

3.3.6 Optimizacidon de la metodologia electroquimica.

Una vez comprobada la capacidad de retencién del IIP respecto al NIP y CPE, se
realizo la optimizacion de toda la metodologia presentada anteriormente en la Tabla 8 con
el fin de maximizar la lap asociada a cada metal y permitir la determinacion de trazas y ultra

trazas de cada uno. Las variables y niveles optimizados se resumen en la Tabla 9.

Tabla 9 Optimizacion del procedimiento mediante DPASV.

Metal
Variable a optimiza Pb(ll) /10 uM  Hg(ll) / 50 pM As(lll) / 50 nM
% IIP 0a?25 0aZ20 0a?25
Optimizacion  Tiempo, min l1al4 0a20 0a20
univariable o
Agitacién, rpm| 200 a 700 0 a 600 0a 200
Proceso de  pH del buffer 2a’7 2a5 10a12
carga Concentracién . .
del buffer, M 0.05a0.25 No optimizado No optimizado
Optimizacion  potencial, V | -0.90a-1.30  -0.60 a -1.30 -0.40 a -0.80
univariable i
Tiempo, s 20a70 30 a 80 50 a 90

Deposicion  Concentracion

. No optimizado No optimizado 0.00 a 6.00) M
electroquimica de electrolito P P ( )

Pasoy (0.005 a (0.005 a

Par%rg(\-:ﬂ/tros amplitud No optimizado  BBD 0.015) Vv Taguchi 0.015) v
Anchoy (0.05a (0.05a
duracién 0.15) s 0.15) s

DPV: voltamperometria diferencial de pulso, IIP: polimero de impresion de iones, rpm: revoluciones por minuto,
BBD: disefio de experimentos Box Behnken.
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3.3.6.1 Optimizacion univariable del proceso de carga.
Todas variables asociadas al proceso de carga fueron optimizadas de forma
univariable: la cantidad de IIP en el CPE-IIP, el tiempo que este permanece sumergido en

el buffer a cierta velocidad de agitacion y el pH del buffer empleado.

3.3.6.1.1 Mezcla composite.

La cantidad de IIP en la mezcla composite del CPE-IIP juega un papel muy
importante ya que puede afectar la intensidad de lap. Por lo tanto, se realizé una
optimizacion univariable utilizando distintos porcentajes de IIP con intervalos de 5% (Figura
19 y Tabla 10), para evaluar el efecto de la proporcidn de los componentes de la mezcla

composite a través de DPASV para cada metal.

W

EPC EPC-lIP EPC-IIP EPC-IIP EPC-1IP EPC-IIP
0% IIP 5% IIP 10% IIP 15% lIP 20% IIP 25% 1P

Figura 19 Madificacion del composite del CPE con diferente cantidad de IIP.

Tabla 10 Proporciones de la mezcla composite del CPE-IIP.
Masatotal de Cantidad de IIP Cantidad de Cantidad de

% IIP

IIPy grafito / g /g grafito / g parafina/g
0.00 0.30 0.00 0.30 0.13¢
5.00 0.30 0.02 0.28 0.13¢
10.00 0.30 0.03 0.27 0.13¢g
15.00 0.30 0.05 0.25 0.13¢g
20.00 0.30 0.06 0.24 0.13¢
25.00 0.30 0.08 0.22 0.13¢

IIP: polimero de impresion de iones, *Proporcion en el CPE-IIP, correspondiente a la plantilla, monémero y
entrecruzante, respecto a la plantilla.
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3.3.6.1.2 Velocidad de agitacion

La velocidad de agitacion es un parametro critico ya que los iones metélicos llegan
a la superficie del electrodo por efecto de conveccion durante el tiempo de carga, mejorando
la interaccion de los iones con el IIP. Por lo tanto, se optimizo la agitacion con intervalos de
100 rpm (Pb(1), y Hg(ll)) y 50 rpm (As(lll)) para evaluar la variacion de la lap respecto a la

velocidad y establecer las rpm que proporcionen la mayor lap.

3.3.6.1.3 Efecto del pH del buffer

El pH del buffer del carga puede provocar la protonacién del monémero en las
cavidades de reconocimiento o la formacién de hidroxocomplejos del metal de interés; por
lo que su influencia sobre la lap se evalué a través de estudios a diferentes pH en intervalos
de una unidad utilizando el buffer universal Britton Robinson (BR).

Para lograr la retencion del analito en el Pb-1IP, Hg-1IP y As-IIP, el CPE-IIP de cada
metal fue sumergido durante el tiempo de carga en 20 mL de buffer BR 0.10 M ajustando

los diferentes valores de pH con una solucién concentrada de NaOH.

3.3.6.1.4 Concentracién del buffer para determinar Pb(ll)

La concentracion del buffer de acetatos (seleccionado como Optimo en la
optimizacion del pH de carga) fue evaluado para mejorar la intensidad de lap asociada a la
oxidacion de Pb, alrededor de -0.60 V.

El CPE-IIP fue sumergido en un buffer de acetatos a diferentes concentraciones de
0.05 M a 2.00 M con intervalos de 0.05 M para determinar la concentracion del buffer que

maximice la lap del proceso de oxidacion del Pb.
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3.3.6.1.5 Tiempo de carga

El tiempo que permanece el electrodo sumergido en el buffer que contiene al metal
influye directamente en la capacidad de reconocimiento del IIP de acuerdo con la cantidad
de iones que seran retenidos en las cavidades, debido a los posibles efectos de conveccion
derivados de la agitacion constante; por lo tanto, para determinar el tiempo que incremente

la lap asociada a cada metal, se evalto de forma univariable con intervalos de 5 minutos.

3.3.6.2 Evaluacién de la deposicion electroquimica

El potencial catédico y su tiempo de imposicion son necesarios para acumular la
especie con nimero de oxidacion 0 de cada metal sobre la superficie del CPE-IIP, ya que
estos influyen directamente sobre el desempefio del CPE-IIP, es por ello que se realizo la
optimizacion univariable del potencial y tiempo de deposicion electroquimica para
maximizar la lap de cada metal. EI CPE-IIP de cada metal fue sometido al proceso de carga
optimizado, y posteriormente colocado en la celda electroquimica con 10 mL de electrolito

soporte para imponer los parametros de deposiciéon electroquimica.

3.3.6.2.1 Potencial de deposicién

La evaluacion del potencial catodico se realizé en el rango mostrado en la Tabla 9,
en intervalos de potencial de 0.10 V. El objetivo fue seleccionar un potencial que maximice
la intensidad de lap, sin provocar la formacién de H; de la solucidn y finalmente establecerlo

como el 6ptimo para las siguientes mediciones de cada metal.

3.3.6.2.2 Tiempo de deposicidn
La duracion del potencial de deposicion impuesto puede provocar un exceso de

metal sobre la superficie del CPE-IIP y con esto disminuir la lap debido al desprendimiento
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del IIP cargado; por lo tanto, se evalu6 el tiempo de deposicion en intervalos de 10 s de

acuerdo con el rango para cada metal indicado en la Tabla 9.

3.3.6.2.3 Concentracion de electrolito soporte en la determinacion de As(lll).

La conductividad en la determinacién electroquimica se encuentra influenciada
principalmente por la concentracion del electrolito soporte empleado; aunado a que en
ocasiones se requieren medios fuertemente acidos para permitir sélo la reduccién del metal
de interés y evitar la formacién de otras especies indeseables. La evaluacion univariable
del efecto de la concentracion de HCI sobre la lap asociada a la oxidacién de As(0)

empleando el CPE-IIP se realiz6 de 1.00 M a 6.00 M con intervalos de 1.00 M.

3.3.6.3 Optimizacién de la DPASV.

Un pulso de potencial impuesto en la DPV se define por el paso de potencial (A),
amplitud de potencial (B), ancho de pulso (C) y duracion del pulso (D). Al estar
correlacionadas estas variables entre si, es posible realizar disefios de experimentos mas
robustos para lograr su optimizacion con la menor cantidad de experimentos y asi obtener
la combinacién de variables que proporcionen sefales anddicas bien definidas y con la

mayor intensidad de corriente, la cual fue establecida como variable de respuesta.

3.3.6.3.1 Optimizacion de la DPASV para Hg(ll).

La optimizacion del pulso de potencial impuesto en la DPV para la determinacion de
50 uM de Hg(ll) se realiz6 a través de 27 experimentos con diferentes combinaciones de
las variables anteriormente mencionadas mediante un disefio de experimento Box Behnken
como se indica en la Tabla 11. Utilizando el software Minitab® y el andlisis de varianza
(ANOVA), la relacién entre la variable de respuesta lap y los factores relacionados a la DPV

se obtendra mediante la ecuacion de funcion de respuesta.
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Tabla 11 Matriz de experimentos del disefio de experimento Box Behnken de la
optimizacion de la DPV para determinar Hg(ll).

(A) (B) ©) (D)

No. Paso de Amplitud de Ancho de Duracién de
potencial / V pulso/V pulso/s pulso/s
14 0.0102 0.1500 0.0054 0.1000
1 0.0054 0.0500 0.0102 0.1000
3 0.0054 0.1500 0.0102 0.1000
22 0.0102 0.1500 0.0102 0.0500
15 0.0102 0.0500 0.0150 0.1000
6 0.0102 0.1000 0.0150 0.0500
20 0.0150 0.1000 0.0150 0.1000
27 0.0102 0.1000 0.0102 0.1000
7 0.0102 0.1000 0.0054 0.1500
9 0.0054 0.1000 0.0102 0.0500
24 0.0102 0.1500 0.0102 0.1500
11 0.0054 0.1000 0.0102 0.1500
5 0.0102 0.1000 0.0054 0.0500
23 0.0102 0.0500 0.0102 0.1500
18 0.0150 0.1000 0.0054 0.1000
21 0.0102 0.0500 0.0102 0.0500
12 0.0150 0.1000 0.0102 0.1500
4 0.0150 0.1500 0.0102 0.1000
17 0.0054 0.1000 0.0054 0.1000
16 0.0102 0.1500 0.0150 0.1000
13 0.0102 0.0500 0.0054 0.1000
19 0.0054 0.1000 0.0150 0.1000
26 0.0102 0.1000 0.0102 0.1000
10 0.0150 0.1000 0.0102 0.0500
25 0.0102 0.1000 0.0102 0.1000
8 0.0102 0.1000 0.0150 0.1500
2 0.0150 0.0500 0.0102 0.1000
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3.3.6.3.2 Optimizacion de la DPASV para As(lll).

La DPV para la determinacion de As(lll) 50 nM fue realizada empleando el disefio
de Taguchi a través de un arreglo ortogonal L9, optimizando la técnica voltamperométrica
mediante 9 experimentos como se muestra en la Tabla 12, y tomando como variable de
respuesta la intensidad de lap obtenida en cada experimento.

La combinacién 6ptima sera representada mediante los gréaficos de interaccion para
cada variable evaluada, obtenidos después de analizar el disefio en Minitab® con la variable

de respuesta (lap).

Tabla 12 Matriz de experimentos del disefio Taguchi para optimizar la DPV en la
determinacion de As(lll).

(A) (B) ©) (D)
No. Paso de Amplitud de Ancho de Duracién de
potencial / V pulso /V pulso/s pulso/s
1 0.0054 0.0500 0.0054 0.0500
2 0.0054 0.1000 0.0096 0.1000
3 0.0054 0.1500 0.0150 0.1500
4 0.0096 0.0500 0.0096 0.1500
5 0.0096 0.1000 0.0150 0.0500
6 0.0096 0.1500 0.0054 0.1000
7 0.0150 0.0500 0.0150 0.1000
8 0.0150 0.1000 0.0054 0.1500
9 0.0150 0.1500 0.0096 0.0500

3.3.7 Caracterizacion analitica del método desarrollado.
Los métodos desarrollados por un laboratorio deben ser validados para asegurar
gue son adecuados para el uso previsto, evaluando la confianza de sus resultados a través

de los pardmetros analiticos.
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De acuerdo con la guia “La adecuacion al uso de los métodos analiticos, una guia
de laboratorio para validacion de métodos y temas relacionados”, publicada por la
Eurachem en 2014 y la norma internacional ISO/IEC-17025:2017 “Requisitos generales
para la competencia de los laboratorios de ensayo y calibracion”, los parametros analiticos
de un método desarrollado por un laboratorio pueden incluir, pero no se limitan a: linealidad,
limite de deteccion, limite de cuantificacién, recuperacién, sesgo, repetibilidad,

reproducibilidad y selectividad.

El modelo matematico de las metodologias desarrolladas en este trabajo es
considerado de medicion directa debido a que la sefial analitica es obtenida directamente
por el instrumento de medicion. Por lo tanto, la construccion de curvas de calibracion para
cada metal es el primer paso para obtener las caracteristicas de desempefio de cada CPE-

lP.

3.3.7.1 Curvas de calibracion

Se construyeron curvas de calibracion para cada CPE-IIP, preparando 25 mL de
cada punto de calibracion a través de la dilucién de una solucion patrén de cada metal y
agua desionizada. La lap, obtenida para Pb(ll) a -0.60 V, Hg(ll) a 0.00 V y As(lll) a 0.00 V

fue registrada como la sefial analitica de cada una de las concentraciones de la curva.
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3.3.7.2 Pardmetros analiticos.
Cada uno de los parametros analiticos evaluados fue sometido al plan de validaciéon

descrito en la Tabla 13.

Tabla 13 Plan de validacion para cada metodologia desarrollada.

Caracteristica a . )
Mediciones arealizar

evaluar
Linealidad Al menos 6 distintas concentraciones de soluciones estandar.

Sensibilidad No se realizan. Se obtiene de la curva de calibracion.
LOD No se realizan. Se obtiene a partir de la Ecuacion 2

LOQ No se realizan. Se obtiene a partir de la Ecuacion 3
Recuperacion, %R 2 concentraciones con n=3, dentro del intervalo lineal.
Sesgo 2 concentraciones con n=3 dentro del intervalo lineal.
Repetibilidad 2 concentraciones con n=10 dentro del intervalo lineal.

Precision intermedia 2 concentraciones dentro del intervalo lineal, 2 CPE-IIP y n=10.

o Concentracion fija del metal y al menos 2 concentraciones
Selectividad . .
diferentes del interferente, n=3

3.3.8 Andlisis de muestras reales.

Cada una de las metodologias optimizadas y validadas se aplicaron en la
determinacion de su respectivo metal en muestras de agua de grifo, embotellada comercial,
de presas y cascadas del estado de Hidalgo con pretratamiento de digestion acida y sin
este. Las muestras se analizaron a través de una alicuota diluida en el buffer
correspondiente a cada metal, con el objetivo de trasladar la muestra al medio optimizado

de cada método. Las mediciones se realizaron por triplicado con cada CPE-IIP, obteniendo
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la lap para el posterior célculo de la concentracion mediante la ecuacion de la recta de la

metodologia correspondiente.

3.3.9 Tratamiento de la muestra

Con fines de comparacion en el andlisis de muestras reales sin y con procedimiento
de pretratamiento, las muestras de agua evaluadas fueron digestadas utilizando un medio
acido para lograr su preconcentracién. 100 mL de muestra fueron colocados en un vaso de
precipitado y cubierto con un vidrio de reloj, empleado una campana de extraccion se
anadieron 2 mL de HNOz y 5 mL de HCI, ambos concentrados. La muestra se mantuvo en
una parrilla de calentamiento a 90°C hasta que el volumen se redujo a 20 mL;
posteriormente, se enfri6 a temperatura ambiente y se realizaron lavados con agua
desionizada de las paredes del material de vidrio empleado. Las muestras se diluyeron a
25 mL con agua desionizada antes de la determinacion de cada metal. Finalmente, la
muestra fue diluida en el buffer correspondiente, y sometida al proceso de carga y

determinacion electroquimica optimizados de cada metal.
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CAPITULO IV. Resultados y discusion.
4.1 Resumen

Este capitulo muestra los resultados obtenidos para el desarrollo de cada
metodologia de cuantificacion de Pb(ll), Hg(ll) y As(lll). Los resultados se muestran en el
orden metodoldgico del capitulo 1ll, por lo tanto, cada seccion aborda los resultados

obtenidos por los tres metales analizados.

Inicialmente fueron optimizadas las variables de la sintesis de los IIPs a través de
diversos disefios de los que se muestran las variables de respuesta tanto experimental
como predicha por cada disefio, ademas del analisis estadistico, las graficas de superficie,

valores éptimo de cada variable y la respuesta experimental de dicha combinacion.

Después de sintetizar los IIPs en condiciones 6ptimas, se muestra la caracterizacion
fisicoquimica a través de los espectros de infrarrojo de cada lIP con y sin el analito de interés

dentro de las cavidades de reconocimiento.

Con los electrodos modificados y el procedimiento electroquimico de cada IIP se
comprobd la capacidad del CPE-IIP para retener al metal respecto al CPE y el CPE-NIP.
Se presentan también las gréaficas bidimensionales de las optimizaciones univariables del
procedimiento de carga de iones y deposicidn electroquimica; asi como los resultados de
la optimizacién robusta de la técnica electroquimica y la caracterizaciéon analitica de cada

método.

Finalmente, se presenta la recuperacion obtenida en el analisis de cada metal en

diferentes muestras de agua con y sin pretratamiento de digestion acida.
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4.2 Optimizacion de la sintesis de IIP
El intervalo de plantilla, relaciébn de mondémeros y agente entrecruzante, utilizados

en la optimizacion de los IIPs de cada metal se muestra en la Tabla 14.

Tabla 14 Intervalo de variables para la optimizacion de cada lIP.

Plantilla Mondmero (S) Entrecruzante Dl.seno
1P experimental a
mmol mmol mmol .
utilizar
Pb 0.50a1.00 4.00 de (MAA : 4-VP)* 10a 40 Simplex centroide
Hg 0.50a2.00 5.00 a 20.00 de Py 10a 40 Univariable
As 0.50a2.50 6.00de (2-MT : MAA)** 10a50 Simplex centroide

MAA: acido metacrilico, 4-VP: 4-vinilpiridina, Py: pirrol, 2-MT: 2-metiltiofeno,* Relacién de mondémeros MAA:
4-VP, donde la suma debe ser 4 mmol, ** Relacién de mondmeros 2-MT : MAA, donde la suma debe ser 6
mmol.

El analisis de cada IIP sintetizado con las combinaciones proporcionadas por los
disefios, permitio obtener la variable de respuesta para Hg(ll) (Tabla 15), Pb(ll) (Tabla 16),

y As(lll) (Tabla 17).

Tabla 15 Variable de respuesta de la optimizacion de la sintesis de Hg(ll)-1IP; n=3,
%RSD<10%.

Relacién molar en el Rendimiento lap experimental /
No L
p* de lareaccion HA

1 (1:5:20) 43.79% 6.97 + 0.66
2 (1:10:20) 17.10% 13.60 + 0.50
3 (1:15:20) 0.00% Sin reaccién
4 (1:20:20) 0.00% Sin reaccion
5 (1:10:10) 0.00% Sin reaccién

6 (1:10:20) 16.75% 8.14 + 0.09

7 (1:10:30) 65.75% 13.60 + 0.50

8 (1:10:40) 73.52% 5.06 + 0.49

9 (1:20:60) 58.26% 16.63 + 1.36
10 (1:10:30) 65.75% 13.60 + 0.50
11 (2:7:20) 30.24% 12.23+1.18
12 (1:5:15) 37.61% 7.50 £ 0.62

* Relacién molar en el 1IP, correspondiente a la plantilla, monémero (s) y entrecruzante, respecto a la plantilla.
** E| rendimiento de lareaccion es calculado de acuerdo con la Ecuacion 5, en funcion de la masa esperada
y la obtenida.
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Tabla 16 Variable de respuesta de la optimizacién de la sintesis de Pb(ID)-IIP; n=3,
%RSD<10%.

Relacién molar en el Rendimiento de la %Retencion
No. ., .
Ip* reaccion** experimental
1 (1:5:18) 95.14% 3.38+0.33
2 (1:7:52) 99.64% 4,68 £ 0.46
3 (2:7:26) 95.61% 9.78 £ 0.97
4 (1:8:80) 94.01% 88.04 + 8.80
5 (1:6:30) 94.96% 0.78 £0.78
6 (1:4:10) 96.85% 5.54 +0.55
7 (1:5:13) 78.87% 2.20+0.22
8 (1:8:20) 96.84% 77.43+7.70
9 (1:5:33) 88.04% 0.77 £ 0.77
10 (1:8:50) 91.65% 31.95+3.10

* Relacion molar en el IIP, correspondiente a la plantilla, mondémero (s) y entrecruzante, respecto a la plantilla.
** E| rendimiento de la reaccidn es calculado de acuerdo con la Ecuacion 5, en funcion de la masa esperada
y la obtenida.

Tabla 17 Variable de respuesta de la optimizacion de la sintesis de As(lI)-IIP; n=3,
%RSD<10%.

Relaciéon molar en el Rendimiento lap experimental /
No .,
Ip* de lareaccion MA

1 (2:7:20) 90.57% 3.38+0.33
2 (2:4:7) 68.34% 4.68 + 0.46
3 (2:4:20) 93.93% 9.78 £ 0.97
4 (1:12:100) 98.97% 88.04 + 8.80
5 (1:3:9) 78.85% 0.78 £0.78
6 (1:5:20) 95.57% 5.54 +0.55
7 (1:3:4) 80.01% 2.20+0.22
8 (1:7:44) 97.10% 77.43+7.70
9 (1:12:60) 91.67% 0.77 £0.77
10 (1:12:20) 96.46% 31.95+3.10

* Relacion molar en el IIP, correspondiente a la plantilla, monémero (s) y entrecruzante, respecto a la plantilla.
** E| rendimiento de lareaccién, es calculado de acuerdo con la Ecuacion 5, en funcién de la masa esperada
y la obtenida.

En todos los casos, la variable de respuesta aumenta o disminuye dependiendo de
la relacion molar de las variables evaluadas, debido a que estéan directamente relacionadas
con el rendimiento de la reaccion y con la probable creacién de cavidades de
reconocimiento.
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En la optimizacién univariable de la sintesis de Hg(ll)-IIP, inicialmente al evaluar la
cantidad de monomero, se obtuvo la maxima intensidad de lap al utilizar 10 mmol con una
relacion molar de 1:10:30 de plantilla, monémero y entrecruzante respectivamente, mientras
gue al emplear las relaciones molares 1:15:20 y 1:20:30 se obtuvieron bajos rendimientos
del 1IP debido a interacciones no especificas en el complejo plantilla-monémero y un bajo
grado de entrecruzamiento, provocando que la sintesis no se desarrollara favorablemente.
Este efecto también se observé durante la optimizacién del entrecruzante al utilizar 10 mmol
de EGDMA, demostrando el impacto del entrecruzante en la morfologia del polimero y, por
lo tanto, el rendimiento del IIP fue significativamente bajo. Finalmente, para la optimizacion
de la plantilla, se observ6 un maximo de lap en el nivel mas bajo evaluado (Tabla 15). La
combinacién Optima para maximizar la lap hacia la oxidacién de Hg corresponde a un IIP
sintetizado con 0.50 mmol de plantilla, 10.00 mmol de monémero y 30.00 mmol de
entrecruzante, con una relacion molar 1:20:60, los cuales se encuentran dentro de las

proporciones utilizadas convencionalmente en la literatura.

La evaluacion de la respuesta obtenida en la optimizacion de la sintesis del Pb(ll)-
IIP (Tabla 16) y As(lID-IIP (Tabla 17), se realiz6 usando el software de analisis estadistico
Minitab®, a través de la ecuacion de superficie de respuesta de los disefios simplex
centroide; en la Ecuacién 6 se muestra la correspondiente para el analisis de Pb(ll) y
mientras que la Ecuacién 7 corresponde a aquella para As(lll), donde A, By C representan
a la plantilla, relacion de monémeros y agente entrecruzante, respectivamente. Se puede
observar que se obtuvo la respuesta predicha por los disefios sustituyendo el valor de las
variables de cada experimento en la ecuacion correspondiente a cada metal, en algunos
casos la respuesta predicha es muy cercana a la experimental como se muestra en las

Tabla16y 17.
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%Retencion Pb(ll) = 5.2 (A) + 77.1 (B) + Ecuacién 6 Ecuacion de superficie de la
87.7 (C) - 151.3 (AB) - 178.3 (AC) - 197.3 optimizacion del Pb-1IP con R?= 73%
(BC) + 407.9 + AB? + 114.6 AC?- 892.3 BC?

lap As(lll) = 29.1 (A) + 22.4 (B) + 106.2 (C) Ecuacion 7 Ecuacion de superficie de la
+59.7 (AB) - 2.4 (AC) - 198.9 (BC). optimizacién del As-1IP con R?= 98%

El andlisis estadistico de cada disefio permite concluir que los datos obtenidos se
ajustan a un modelo cuadratico, con coeficientes de correlacion aceptables
estadisticamente de acuerdo con el andlisis t de student para coeficientes de correlacion
descrito en el Anexo 7.1.

La ecuacién de superficie permitié modelar las graficas para cada metal (Figura 20a
para Pb(ll) y Figura 20b para As(lll)), con la cual se visualiza la combinacion de cada
variable que proporcionaria la maxima retencién teérica del metal en el [IP en términos de

la maxima lap.

a) b)

120

75 <
80

50
lap / pA
25

lap / A 40

Entrgcruzante

1.00

Entrecruzante 100

1.00

1.00 0.00 0.00
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Plantilla

0.00

Monémeros Plantilla Monémeros

1.00

1.00

Figura 20 Gréficas tridimensionales de superficie de respuesta de la optimizacion de a)
Pb(I)-1IP y b) As(lI)-IIP.

En todos los casos, la impresiébn molecular de cada IIP se obtuvo gracias a la
formacion del complejo mondémero-platilla, con interacciones complementarias que

aumentan la afinidad y la selectividad de las cavidades generadas en la matriz polimérica.
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Cuando se utilizaron relaciones mas altas de entrecruzamiento, el rendimiento del
IIP aument6 considerablemente sugiriendo la probable formacién de un polimero macro
poroso, el cual es mecanicamente mas robusto y permitira que la plantilla acceda a la matriz
permanentemente porosa; sin embargo, también se puede producir una matriz demasiado
rigida (entrecruzada) que dificulta tanto la eliminacién completa de la plantilla como la
interaccion mondémero-plantilla, reflejAndose en esos casos en una disminucién de la
variable de respuesta (lap). Por otro lado, un exceso de la plantilla y monémero produce
altas interacciones no especificas entre ellos, debilitando los enlaces de coordinacion; en
consecuencia, el reconocimiento de la plantilla disminuy6 considerablemente.

A través de la herramienta Minitab®, se obtuvieron las combinaciones Optimas de
las variables de la sintesis de Pb(I)-IIP y As(ll)-1IP (Tabla 18). Respecto al disefio
univariable del Hg(Il)-1IP, fue asignada como Optima la combinacién que presenta la mayor

sefial de retencion en términos de la lap.

Tabla 18 Combinacién de variables optimas de la sintesis de cada IIP.

Plantilla Monomero (s)/ Entrecruzante / Relacion molar
1P
/ mmol mmol mmol en el [|P***
0.50 MAA : 4-VP* .
Pb-1IP 0.00 - 4.00 40.00 (1:8:80)
MAA : 4-VP*
Pb-NIP 0 0.00 - 4.00 40.00 (0:8:80)
Hg-1IP 0.50 Py 30.00 (1:20:60)
g ' 10.00 ' e
Hg-NIP 0 Py 30.00 (0:20:60)
g 10.00 ' i
2-MT : MAA**
As-IIP 0.50 100 500 50.00 (1:12:100)
. . 2-MT : MAA** o
As-NIP Sin plantilla 1.00 - 5.00 50.00 (0:12:100)

* Relacion de mondmeros MAA : 4-VP, donde la suma debe ser 4 mmol, ** Relacion de mondmeros 2-MT:
MAA, donde la suma debe ser 6 mmol, *** Relacion molar en el IIP, correspondiente a la plantilla, monémero
(s) y entrecruzante, respecto a la plantilla.
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Finalmente, se evalud la capacidad de los polimeros para reconocer selectivamente
al analito, sintetizando el IIP en las condiciones Optimas reportadas en la Tabla 18, asi
como un NIP obtenido en las mismas condiciones optimizadas que el [IP pero en ausencia
de la molécula plantilla. La sefial analitica obtenida de cada material se muestra en la Tabla

19.

Tabla 19 Retencién obtenida en condiciones éptimas de la sintesis de cada IIP. n=3,
%RSD<10%.

Polimero Relacion molar Respuesta predicha Respuesta
en el lIP* experimental

Pb-11P 1:8:80 88.00% 87.00% + 8.70%
Pb-NIP 0:8:80 No existe 21.70% + 0.30%
Hg-1IP 1:20:60 17.00 pA+ 1.63 A 18.20 pA + 1.40 PA
Hg-NIP 0:20:60 No existe 1.50 pA £ 0.10 pA
As-IIP 1:12:100 106.15 pA 113.50 pA = 2.50 pA
As-NIP 0:12:100 No existe 28.32 uA £ 0.50 pA

* Relacion molar en el IIP, correspondiente a la plantilla, monémero (s) y entrecruzante, respecto a la plantilla.

Las sefales experimentales fueron muy cercanas estadisticamente a las predichas
por los disefios de experimentos empleados, tal como se demuestra en el Anexo 7.1
mediante el estadistico t de student. Con esto se comprueba la eficiencia del disefio en la
determinacion de la combinacién de las variables que maximiza la lap y por lo tanto, la
retencion de iones metalicos en los IIPs. En los tres metales, el IIP mantuvo una retencion
al menos 4 veces mayor que el NIP, demostrando la selectividad del 1P hacia el ion metélico
empleado como plantilla. La sefial obtenida en el NIP se presenta debido a que la cadena
polimérica esta altamente entrecruzada y sus grupos funcionales son llevados a una
posicion fijay estable, por lo tanto son capaces de retener solo una pequefia parte del metal

pero sin aportar selectividad.
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4.3 Caracterizacion del 1IP mediante infrarrojo

Las bandas caracteristicas de los grupos funcionales presentes en los monémeros
y materiales sintetizados (con y sin eliminacion de la plantilla), se observaron a través del
andlisis de espectroscopia de infrarrojo realizado en intervalo de 4000 cm™ a 500 cm
(Figura 21).

El analisis de las bandas del monémero 4-VP (Figura 21a), muestra el anillo de la
piridina con una sefial alrededor de 1490 cm™? y 1543 cm™, mientras que en el espectro
tipico del pirrol (Figura 21b) se muestran una fuerte banda alrededor de 3450 cm™
correspondiente al enlace vibracional de estiramiento N-H y otra a 700 cm™ para C=C. En
el MAA (Figura2ic) se observa la vibracion del enlace C=0 alrededor de 1690 cm? vy la
banda representativa del compuesto alrededor de 3000 cm™ para el O-H. Finalmente, en la
Figura 21d) se observan las bandas de los enlaces C-C, C-H y C-S del 2-metiltiofeno
alrededor de 1433 cm?, 1216 cm™ y 1000 cm™ respectivamente. La Figura 21 e) pertenece
al agente entrecruzante EGDMA, con fuertes bandas de estiramiento del enlace C=0 (1720
cm?), C-O-C (1147 cm?) y de C=C (1600 cm™). La matriz polimérica de cada IIP de las
Figura 21f), g) y h) para el As-1IP, Hg-lIP y Pb-lIP respectivamente, presenta bandas
alrededor de 3000 cm™, como resultado del enlace C-H en anillos aromaticos, atribuidos al
estiramiento simétrico y asimétrico del carbono sp?; la ausencia de las bandas atribuidas al
enlace C=C (1600 cm?) refleja la polimerizaciéon quimica satisfactoria de cada material 1IP
y NIP. Adicionalmente, las bandas asociadas a las vibracién de C-H, y estiramiento en el
plano de N-H y C-S, disminuye en los polimeros correspondientes, indicando la ausencia
de monomeros libres. Previo a la eliminacion de la plantilla (espectros de lineas continuas),
las bandas asociadas a los enlaces de coordinacién se observan con mayor intensidad en
los IIPs respecto a los NIPs y a los mismos materiales pero después de la remocion de la
plantilla, debido a que la eliminacion de la plantilla revela las cavidades tridimensionales

qgue son complementarias tanto en la forma como en la funcionalidad a esta dltima. Un
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adecuado grado de entrecruzamiento permite que las cavidades mantengan su forma aun
después de retirar la plantilla y por lo tanto, los grupos funcionales se mantienen en una
configuracion éptima para volver a unirla, permitiendo que dicha cavidad "reconozca

selectivamente" al analito.
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Figura 21 Espectros de infrarrojo de los mondémeros funcionales (a-d), entrecruzante (e),
f) Pb(Il)-1IP, g) Hg(Il)-1IP y h) As(lIl)-11P.
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4.4 Evaluacion electroquimica del CPE, CPE-NIP y CPE-IIP para cada IIP.

Los electrodos (incluido un CPE sin modificar) se probaron en una solucién con el
metal de interés (lineas continuas) y en ausencia de él (lineas punteadas) siguiendo el
procedimiento de carga y electroquimico presentado en el Capitulo Ill. En cada metodologia
se impuso un potencial negativo para reducir el metal a su estado de oxidacién 0, seguido
de la DPASV considerando tres réplicas para cada experimento.

El voltamperograma obtenido de la oxidacion de Pb(0) a Pb(ll) se muestra en la
Figura 22, donde la lap se encuentra alrededor de -0.60 V. La Figura 23, muestra los
voltamperogramas de la oxidacion de Hg(0) a Hg(ll) con un Gnico pico de corriente anddica
alrededor de 0.00 V. Finalmente, la Figura 24, muestra la sefial de oxidacién del As(0) a
As(lll) en un potencial de 0.00 V; el pico observado a mayores potenciales podria ser

asociado a la oxidacion de As(lll) a As(V).

60

—— CPE-IIP con Pb(ll)
CPE-IIP
——CPE-NIP con Pb(ll)

I/ pA

-0.8 -0.75 -0.70 -0.65 -0.60 -0.55 -0.50 -0.45 -0.40
E vs (Aa/AaCh / V

Figura 22 DPASYV del CPE, CPE-IIP y CPE-NIP para Pb(ll).
Condiciones de andlisis: 100 pM de Pb(lIl) en buffer de acetatos 0.10 M pH 5.00 por 10 min con agitacion a
500 rpm; electrodeposicién, -1.0 V por 40 s; DPASV: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V; amplitud de
potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracién de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.
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20 ——— CPE-IIP con Hg(ll)
....... CPE-IIP
e CPE-NIP con Hg(Il)
i X e CPE-NIP
 CPE con Hg(ll)

I/ pA

-0.20 -0.15 -0.10 -0.05 0.00 0.05 0.10 0.15 0.2C
E vs (Ag/AgCl) / V
Figura 23 DPASV del CPE, CPE-IIP y CPE-NIP para Hg(ll).

Condiciones de analisis: 50 uM Hg(ll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 3.00, por 10 min con agitacion a 400
rpm; electrodeposicién, -0.7 V por 40 s; DPASV: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V; amplitud de
potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracién de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

200 CPE-IIP con As(lll)

....... CPE-IIP
e CPE-NIP con As(lll)
....... CPE-NIP
150 cPE con As(lll)
<
=3
= 100
50
0
-0.20 -0.10 0.00 0.10 0.20 0.30 0.40 0.50

E vs (Ag/AgCl) I V

Figura 24 DPASV del CPE, CPE-IIP y CPE-NIP para As(lll).

Condiciones de analisis: 50 nM de As(lll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 11.00, por 10 min con agitacion a
150 rpm; electrodeposicion, -0.6 V por 60 s; DPASV: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V; amplitud de
potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracién de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

94|Luz Elena Rebolledo




Los CPE-IIPs en condiciones 6ptimas cargados con el respectivo metal, presentaron
una capacidad de retencién superior respecto al CPEs y CPE-NIPs al obtener mayores lap;
sin embargo, la sefal obtenida no es comparable con la de los CPE-IIPs debido a la
ausencia de la plantilla.

La evaluacion del CPE, CPE-IIPs y CPE-NIPs, comprueba las bondades que la
impresion molecular aporta en la determinacion de metales a través de los IIPs
incorporados en los electrodos de pasta de carbono, ya que la estabilidad de la matriz
polimérica y del complejo mondmero-plantilla de las cavidades en el IIP proporciona alta
afinidad y reconocimiento hacia el metal debido a su forma, tamafio e interacciones con las
gue fue sintetizado. Las propiedades de reconocimiento de los IIPs al ser incorporados en
los CPE-IIPS, representan una excelente alternativa para la determinacion de trazas de

metales pesados en muestras reales.

4.5 Efecto de la composicién del electrodo CPE-IIP

La evaluacion del efecto de la proporcién de los componentes en el CPE-IIP para
determinar la mezcla que maximice la sefial anddica de metal mediante DPASV, se realiz6
usando cinco CPE-IIPs diferentes para cada metal considerando proporciones de IIP desde
0% hasta 25%. Las intensidades de lap de cada metal obtenidas con su respectivo CPE-
IIP se muestran en la Figura 25.

Los CPE-IIPs demostraron mayor capacidad para retener al metal al incrementar el
porcentaje de IIP en la mezcla composite expresandose como un aumento gradual de la
intensidad de lap , esto se atribuye a que a mayor cantidad de IIP en la superficie del
electrodo, mayor nimero de cavidades capaces de retener al metal en el proceso de carga.
Sin embargo, al incorporar 25% de Pb(lIl)-1IP, 15% de Hg(Il)-lIP y 25% de As(lll)-11P, dificultd
la renovacion de la superficie de los electrodos que perdieron homogeneidad, propiciando

irregularidades con una cantidad de cavidades probablemente variable al renovar. En
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cuanto a la respuesta electroquimica, al tener mayor cantidad de IIPs en la superficie de
cada CPE-IIP, se observa una notable disminucién de la lap (Figura 25) debido a que el
polimero es un material no conductor y en alta proporcion respecto al grafito provoca

resistencia al paso de corriente generando un decremento de la sefial analitica.

—a—As(IIN-1IP
—a—Hg(I)-1IP
—e—Pb(IN)-IIP

120

100

80

lap / pA

60

40

20

0 5 10 15 20 25
Cantidad de lIP / %

Figura 25 Relacién de lap respecto a la cantidad de IIP incorporado en los CPE-IIPs
Condiciones de analisis de Pb(Il): 10 uM de Pb(ll) en buffer de acetatos 0.10 M pH 5.00 por 10 min con
agitacion a 500 rpm; electrodeposicion, -1.0 V por 40 s. Condiciones de andlisis de Hg(ll): 50 uM Hg(ll) en
buffer de fosfatos 0.10 M pH 3.00, por 10 min con agitacion a 400 rpm; electrodeposicién, -0.7 V por 40 s.
Condiciones de analisis de As(lll): 50 nM de As(lll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 11.00, por 10 min con
agitacion a 150 rpm; electrodeposicion, -0.6 V por 60 s; DPASV para todos los metales: equilibrio, 20 s; paso
de potencial, 0.01 V; amplitud de potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracion de pulso, 0.1 s; n=3,
%RSD<10%.

Se demostr6 que 20% de Pb(ll)-1IP, 10% de Hg(l)-1IP y 20% de As(ll)-1IP
incorporados en sus respectivos CPE-IIP maximizan la lap para cada metal, y por lo tanto,

se fijaron como las composiciones éptimas para las siguientes mediciones experimentales.
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4.6 Evaluacion univariable del proceso de carga de iones.

La optimizacion del proceso de carga de iones metalicos de cada metodologia
desarrollada en esta investigacion se realizé a través de la evaluacién de la velocidad de
agitacion, pH del buffer empleado y tiempo de carga, variables relacionadas con la carga
del IIP en la superficie de cada CPE moadificado (Tabla 9).

En resumen, en el proceso de carga electrodo modificado fue sumergido durante
cierto tiempo en un buffer de carga con el pH adecuado para asegurar la presencia de cada
especie metalica. Posteriormente, se realizo la electrodeposicion del metal en la superficie
del respectivo CPE-IIP para después oxidarlo mediante DPASV, y se registré la lap
obtenida para cada metal de acuerdo con las evaluaciones realizadas como se muestra a

continuacion.

4.6.1 Evaluacién de la velocidad de agitacion

La rapidez con la que llega el analito a la superficie del electrodo para ser retenido
por las cavidades de reconocimiento selectivo se evalué mediante la velocidad de agitacion
en intervalos de 100 rpm.

En las Figuras 26a) y 26¢), se observa que la lap asociada a Pb(ll) y As(lll) aumenta
de forma proporcional a la agitacion (excepto en el caso del Hg(ll) de la Figura 26b) donde
fue casi constante hasta 400 rpm), sin embargo, a velocidades mayores a la maxima
observado en cada caso, la conveccion tan fuerte genera una disminucion de la intensidad
de corriente ya que no se permite la adecuada interaccion entre el [IP y el metal provocando
gue las cavidades disponibles en la superficie del electrodo no puedan retener
adecuadamente al analito.

En consecuencia, las velocidades que maximizan la lap corresponden a 400 rpm
para la determinacion de Pb(lIl), 200 rpm para Hg(ll) y 100 rpm para As(lll); y se establecen

como las 6ptimas para mediciones futuras.
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Figura 26 Relacion de lap respecto a la agitacion: a) Pb(ll), b) Hg(ll) y c) As(lll).
Condiciones de andlisis de Pb(ll): CPE-IIP (20% de IIP), Pb(ll) 10 uM en buffer de acetatos 0.10 M pH 5.00
por 10 min; electrodeposicion, -1.0 V por 40 s. Condiciones de andlisis de Hg(ll): CPE-IIP(10% de IIP), 50 uM
Hg(ll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 3.00, por 10 min; electrodeposicion, -0.7 V por 40 s. Condiciones de
analisis de As(lll): CPE-IIP (20% de 1IP), As(lll) 50 nM en buffer de fosfatos 0.10 M pH 11.00, por 10 min;
electrodeposicidn, -0.6 V por 60 s; DPASV para todos los metales: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V;
amplitud de potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracién de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

4.6.2 Estudio del pH del buffer.

La evaluacién del pH de trabajo en el proceso de carga en cada metodologia se
realizd considerando las especies metélicas predominantes bajo las condiciones de
analisis. En este sentido, la determinacion de Ph(ll) realiz6 en un buffer de carga Britton
Robinson con pH de 2.00 a 6.00; la determinacién de Hg(ll) se evalué en pH'’s de 2.00 a
4.50; mientras que el As(lll) fue determinado empleando valores de pH de 10.00 a 12.00.

En la Figura 27 se presenta la variacion de la lap respecto a cada pH evaluado. La
baja intensidad de corriente para pH’s inferiores al maximo observado en cada grafica se
puede atribuir a la protonacion de diversas partes del [IP (como el nitrdgeno y azufre de los
mondémeros) que disminuyen la capacidad del metal para ocupar las cavidades de

reconocimiento, y por lo tanto, debilita la interaccion monémero-analito.
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En las soluciones con valores de pH superiores al madximo observado en la Figura
27, se propicié la formacion de hidroxocomplejos del metal, lo que provocé una notable
disminucion de la sefial analitica.

Se demuestra que los valores de pH 5.00, pH 4.00 y pH 11.00 maximizan la sefal
de Pb(Il), Hg(ll) y As(lll) respectivamente, por lo tanto, se consideran para los siguientes
experimentos, estableciendo el uso de buffer de acetatos para la determinacion de Pb(ll) y

Hg(ll) y fosfatos para As(ll).

30 30 140
a) Pb(ll) b) Hg(ll c) As(lll
- > | b) Hg (i 0| ©) As(
100
20
~ 15 ~ 15 -~
g g g
8 10 8 10 ¢ S a0
20
T T T 1 T T 1 0 T T T 1
2 3 4 5 6 2 3 4 5 10.0 10.5 11.0 115 120
pH del buffer pH del buffer pH del buffer

Figura 27 Relacion de lap respecto al pH evaluado: a) Pb(ll), b) Hg(ll) y c) As(lll);
Condiciones de analisis de Pb(Il): CPE-IIP (20% de 1IP), 10 uM de Pb(ll) en buffer de acetatos 0.10 M por 10
min con agitacion a 400 rpm ; electrodeposicion, -1.0 V por 40 s. Condiciones de andlisis de Hg(ll): CPE-
IIP(10% de IIP), 50 uM Hg(ll) en buffer de fosfatos 0.10 M, por 10 min con agitaciéon a 200 rpm,;
electrodeposicion, -0.7 V por 40 s. Condiciones de analisis de As(lll): CPE-IIP (20% de IIP), 50 nM de As(lIl)
en buffer de fosfatos 0.10 M, por 10 min con agitacion a 100 rpm; electrodeposicién, -0.6 V por 60 s; DPASV
para todos los metales: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V; amplitud de potencial, 0.1 V, ancho de
pulso, 0.01 s; duracién de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

Adicionalmente, a través de los diagramas de Pourbaix (Figura 28, considerando el
uso de un electrodo estandar de hidrégeno), se confirmé que las especies presentes bajo
cada condicion de trabajo (pH y potencial de reduccion) corresponden a las especies

catidnicas de Pb(ll) y Hg(ll), y la especie anionica de As(ll).
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Figura 28 Diagramas de Pourbaix de las especies de Pb(ll), Hg(ll) y As(lll), a) En HCI

como electrolito soporte en la celda electroquimica, y b) En el buffer del proceso de carga.

4.6.3 Efecto de la concentracién del buffer en la determinacion de Pb(ll)

Se evalué la concentracion del buffer de acetatos pH 5 empleado en el proceso de
carga previo a la determinacion electroquimica de Pb(ll), para descubrir su grado de
influencia sobre la lap, los resultados se muestran en la Figura 29.

Los resultados obtenidos muestran una intensidad méaxima de lap al emplear la
concentracion 0.10 M. Al incrementar la concentracion podria existir una competencia entre

los acetatos y el IIP para complejarse con el Pb(ll) de la soluciéon debido a la gran afinidad
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de los iones acetato por el ion metalico, lo que provoca la disminucion de la lap. Se
establece entonces 0.10 M como la concentracion éptima de acetatos que maximiza la
sefial analitica de Pb(ll) y para las mediciones de los otros metales de interés de este
trabajo.

30
25
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5
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Concentracion del buffer / M

lap / pA

Figura 29 lap obtenida respecto a la concentracion del buffer de acetatos pH 5.00.

Condiciones de andlisis de Pb(ll): CPE-IIP (20% de IIP), 10 uM de Pb(ll) en buffer de acetatos pH 5.00 por 10
min con agitacion a 400 rpm ; electrodeposicion, -1.0 V por 40 s; DPASV: equilibrio, 20 s; paso de potencial,
0.01 V; amplitud de potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracion de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

4.6.4 Evaluacion del tiempo de carga

Se optimizé el tiempo que debe permanecer el CPE-IIP en la solucién que contiene
al metal de forma que se retenga la mayor cantidad de este y se maximice la lap obtenida
en la DPASV. ElI CPE modificado con Pb(ll)-IIP fue sumergido de 1 a 14 minutos en el buffer
de acetatos pH 5.00, mientras que el tiempo de carga en el buffer de acetatos pH 4.00 del
electrodo modificado con Hg(ll)-1IP se evallo de 0 a 25 minutos; finalmente la evaluacion
del tiempo de carga del CPE modificado con As(l11)-1IP se realizé de 0 a 20 minutos.

Las Figuras 30a), b) y c¢), muestran la relacién de lap obtenida con cada CPE-IIP
respecto al tiempo de carga evaluado. Se observa que en todos los casos al incrementar el
tiempo de carga hay un aumento gradual de lap debido a que no todas las cavidades del

[IP han sido ocupadas por el metal. Posteriormente se presenta un maximo de corriente
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alrededor de 25 pA con 10 minutos de carga para Pb(ll), una lap de 20 pA para Hg(ll) y 125

WA para As(lll) durante 15 minutos de carga para ambos.

301 a) Ph(ll) 251 ) Hg(IN 140 |€) As(ll)

25 20 120
g <15 g W
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3 10 g 10 g 60
- - 40
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Figura 30 Relacién de lap respecto al tiempo de carga para a) Pb(ll), b) Hg(ll) y c) As(lIl).
Condiciones de andlisis de Pb(ll): CPE-IIP (20% de IIP), 10 uM de Pb(ll) en buffer de acetatos 0.10 M pH 5.00
con agitacion a 400 rpm ; electrodeposicion, -1.0 V por 40 s. Condiciones de andlisis de Hg(ll): CPE-IIP(10%
de IIP), 50 uM Hg(ll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 4.00, con agitacion a 200 rpm; electrodeposicion, -0.7 V
por 40 s. Condiciones de analisis de As(lIl): CPE-IIP (20% de IIP), 50 nM de As(lll) en buffer de fosfatos 0.10
M pH 11.00, con agitacion a 100 rpm; electrodeposicion, -0.6 V por 60 s; DPASV para todos los metales:
equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V; amplitud de potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracién de
pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

Sin embargo, a tiempos mayores se observa una disminucion de la lap para todos
los metales ya que probablemente el complejo Metal-IIP en la superficie del electrodo es
removido debido a las continuas fuerzas convectivas; obteniendo como resultado una
notable disminucidn de la sefial asociada a cada metal. De esta forma, el tiempo de

carga que maximiza la lap corresponde a 10 minutos para Pb(ll) y 15 minutos para Hg(ll) y

As(lll), por lo que se establecen como los 6ptimos para las mediciones futuras.

4.7 Evaluacion univariable de las condiciones electrodeposicién.
Se optimizaron de forma univariable los primeros parametros de la técnica DPASV
correspondientes al potencial y tiempo de reduccion sobre la superficie del CPE-IIP,

posterior al proceso de carga de iones metalicos.
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4.7.1 Potencial de deposicion

Se realizaron diversas voltamperometrias de redisolucion evaluando potenciales de
deposicion de -0.90 V a-1.30 V para el CPE-IIP con-Pb(ll), de -0.70 a -1.30 con el electrodo
modificado con Hg-IIP y de -0.40 a -0.80 V para la determinacion de As(lll), en todos los

casos con intervalos de 0.10 V. Las lap obtenidas en cada determinacién se muestran en

la Figura 31.
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Figura 31 Relacion de lap respecto al potencial de electrodeposicion: a) Pb(ll), b) Hg(ll) y
c) As(lll).

Condiciones de andlisis de Pb(ll): CPE-IIP (20% IIP), 10 uM de Pb(ll) en buffer de acetatos 0.10 M pH 5.00
por 10 min, agitacién a 400 rpm ; deposicion, 40 s. Condiciones de analisis de Hg(ll): CPE-IIP(10% IIP), 50 uM
Hg(ll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 4.00, por 15 min, agitacién a 200 rpm; deposicion, 40 s. Condiciones de

analisis de As(lll): CPE-IIP (20% IIP), 50 nM de As(lll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 11.00, por 15 min,
agitacion a 100 rpm; deposicion, 60 s; DPASV para todos los metales: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01

V; amplitud de potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracion de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

En las Figuras 31a) y 31b) se observa un incremento de la intensidad de corriente
al disminuir el potencial catédico de deposicién hasta llegar a un maximo de corriente; esto
ocurre debido a que la aplicacion de un sobrepotencial catodico provoca la rapida reduccion
del metal; sin embargo, al realizar la reduccion a potenciales menores a -1.10 V para Pb(ll)
y -1.20 V para Hg(ll), se observo la formacién de pequefas burbujas sobre la superficie del
electrodo, relacionadas con la formacién de H. perteneciente al agua de la solucién. Debido
a que estas burbujas podrian disminuir la precision de los experimentos, se establece -1.10

V como el potencial de deposicion de trabajo 6ptimo para la determinacién de Pb(ll) y -1.20

103|Luz Elena Rebolledo




V para Hg(ll), ya que maximizan la lap obtenida en cada metodologia. Respecto al As(lll),
la Figura 31c) muestra una disminucion de la lap al disminuir el potencial de deposicion
hasta -0.80 V; esto sucede debido a la formacién de arsina observdndose como pequefas
burbujas sobre la superficie del CPE-IIP. Por lo tanto, se establece -0.40 V como el potencial

Optimo para las determinaciones futuras de As(lll) empleando el CPE-IIP modificado con

As-lIP.

4.7.2 Tiempo de deposicién

Una vez encontrado el potencial de deposicién 6ptimo, se evalué el tiempo de
deposicién bajo las mismas condiciones de carga que en el estudio del potencial. En la
Figura 32, se observa la variacion de la lap al incrementar el tiempo de depdsito
electroquimico, obteniendo un maximo al mantener el potencial de deposicion durante 40 s

para Pb(ll) y 60 s para Hg(ll) y As(llI).

30 300
a) Pb(Il) b) Hg(ll) c) As(lll
25 80 250 | AU
2
§_ 12 <§_ 60 _ <§_ 200
o 3 40 3
8 10 © 8 100
5 20 50
T T T T 1 O T T T T 1 O T T T 1
20 30 40 50 60 7 30 40 50 60 70 80 50 60 70 80 90
Tiempo de deposicién /s Tiempo de deposicion /s Tiempo de deposicién /s

Figura 32 Relacion de lap respecto al tiempo de electrodeposicion: a) Pb(ll), b) Hg(ll) y ¢)
As(ll).

Condiciones de analisis de Pb(ll): CPE-IIP (20% de 11P), 10 uM de Pb(ll) en buffer de acetatos 0.10 M pH 5.00
por 10 min con agitaciéon a 400 rpm ; potencial de deposicidn, -1.1 V. Condiciones de andlisis de Hg(ll): CPE-
1IP(10% de 11P), 50 uM Hg(ll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 4.00, por 15 min con agitacion a 200 rpm;
potencial de deposicion, -1.2 V. Condiciones de analisis de As(lll): CPE-IIP (20% de IIP), 50 nM de As(lll) en
buffer de fosfatos 0.10 M pH 11.00, por 15 min con agitacion a 100 rpm; potencial de deposicién, -0.4 V;
DPASV para todos los metales: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V; amplitud de potencial, 0.1 V, ancho

de pulso, 0.01 s; duracion de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.
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Posteriormente, se presenta una disminucién con la aplicacién de tiempos mayores,
debido probablemente a problemas con la adhesién de las especies con estado de
oxidacion (0) en la superficie del electrodo provocando que estas se desprendan de la
superficie de este. Considerando lo anterior, se establece como el tiempo de deposicion

optimo de 40 s para Pb(ll) y 60 s para Hg(ll) y As(lll) para los experimentos subsecuentes.

4.7.3 Efecto del electrolito soporte en la determinacion de As(lll).

Finalmente, se realizé la optimizacion de la concentracién de HCI en el sistema
electroquimico de redisolucion como se muestra en la Figura 33. Debido a que la reduccién
de As(lll) es favorecida en medios fuertemente acidos, la concentracioén que proporciona la
mayor intensidad de corriente anddica asociada al arsénico corresponde a 3.00 M, por lo

que se establece como la concentracion ptima del electrolito soporte.
150
100

50

lap / A

1 2 3 4 5 6
HCI /M

Figura 33 Relacion de lap de As(lll) respecto a la concentracién de HCI

Condiciones de analisis de As(lll): CPE-IIP (20% IIP), As(lll) 50 nM en buffer de fosfatos 0.10 M, 15 min,
agitacion a 100 rpm; electrodeposicion, -0.4 V por 60 s; DPASV: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.01 V;
amplitud de potencial, 0.1 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracién de pulso, 0.1 s; n=3, %RSD<10%.

4.8 Optimizacion de la DPASV con el CPE-Hg(ll) mediante Box-Behnken.

Se realiz6 el andlisis de Hg(ll) empleando el electrodo modificado con Hg(ll)-11P
mediante DPASV, llevando a cabo los 27 experimentos para la optimizacion de 4 variables
a través del disefio Box-Behnken. Los resultados experimentales en términos de lap se

muestra en la Tabla 20, respecto a los niveles de cada variable.
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Tabla 20 lap experimental obtenida mediante el disefio experimental BBD para la

determinacion electroquimica de Hg(ll) a través de DPV.

(A) (B) ©) (D)

lap experimental

No. Paso de Amplitud de  Ancho de Duracién de JuA
potencial/V  potencial/V pulso/s pulso/s
14 0.0102 0.1500 0.0054 0.1000 150.90
1 0.0054 0.0500 0.0102 0.1000 61.20
3 0.0054 0.1500 0.0102 0.1000 79.10
22 0.0102 0.1500 0.0102 0.0500 60.08
15 0.0102 0.0500 0.0150 0.1000 58.70
6 0.0102 0.1000 0.0150 0.0500 86.60
20 0.0150 0.1000 0.0150 0.1000 61.90
27 0.0102 0.1000 0.0102 0.1000 78.20
7 0.0102 0.1000 0.0054 0.1500 154.00
9 0.0054 0.1000 0.0102 0.0500 76.60
24 0.0102 0.1500 0.0102 0.1500 68.10
11 0.0054 0.1000 0.0102 0.1500 59.10
5 0.0102 0.1000 0.0054 0.0500 102.00
23 0.0102 0.0500 0.0102 0.1500 67.60
18 0.0150 0.1000 0.0054 0.1000 99.00
21 0.0102 0.0500 0.0102 0.0500 72.40
12 0.0150 0.1000 0.0102 0.1500 51.00
4 0.0150 0.1500 0.0102 0.1000 68.50
17 0.0054 0.1000 0.0054 0.1000 102.00
16 0.0102 0.1500 0.0150 0.1000 65.60
13 0.0102 0.0500 0.0054 0.1000 115.00
19 0.0054 0.1000 0.0150 0.1000 68.20
26 0.0102 0.1000 0.0102 0.1000 70.00
10 0.0150 0.1000 0.0102 0.0500 80.60
25 0.0102 0.1000 0.0102 0.1000 74.80
8 0.0102 0.1000 0.0150 0.1500 67.09
2 0.0150 0.0500 0.0102 0.1000 83.40

Utilizando el software Minitab® y el andlisis de varianza (ANOVA), la relacion entre
la variable de respuesta lap y los parametros evaluados de la DPV resulté satisfactoria al
considerar una funcién de respuesta basada en el modelo polinomial cuadratico de la
Ecuacién 8, con un R? de 85 % aceptable estadisticamente de acuerdo con el andlisis t de

student para coeficientes de correlacion descrito en el Anexo 7.1.
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lap Hg(ll)=74.34-0.14 A+2.83B-26.22C-0.96 D Ecuacion 8 Ecuacion de
superficie de la optimizacion de
DPASV para Hg(ll).

- 7.43 A*A + 0.06 B*B + 22.59 C*C - 0.63 D*D - 8.22
A*B - 0.80 A*C - 3.06 A*D - 7.23 B*C + 3.22 B*D -

17.88 C*D

Funcion de respuesta mediante el disefio Box-Behnken

En la prueba de bondad de ajuste (relacionada con el error puro) se obtuvo un valor
de p=0.06. Considerando que valores p>0.05, implican un efecto no significativo, se
concluye que se cuenta con un buen ajuste de los datos experimentales con el modelo
predicho y una buena correlacién entre los valores experimentales y predichos.

La funcion de respuesta obtenida se visualiza mejor mediante los graficos
tridimensionales de superficie de respuesta de la Figura 34, graficados considerando dos
factores y la variable respuesta lap, mientras que las otras variables se mantuvieron
constantes en su nivel medio, obteniendo seis gréficos (Figuras 34 a, b, ¢, d, e y f), donde
se observa el efecto de las variables dependientes y los efectos de interaccion entre la lap
y las variables experimentales, que solo se pueden encontrar a través del disefio
experimental y el analisis estadistico, siendo en este caso la variable de amplitud de pulso
(C) la que proporciona el mayor efecto sobre la funcién de respuesta de la Ecuacién 8.
Adicionalmente, a través de todas las combinaciones de las variables se puede sugerir la

lap méxima predicha.

107|Luz Elena Rebolledo




o o

110

lap 95 lap

1
0
0 1 -1 Amplitud de
pulso, B

80
-1

Paso de potencial, A

o >
1"

o o

100

lap

lap
75

1

50 0

- 1 Ancho de
1 pulso, C
Amplitud de pulso, B

O
non
o O

1

Ancho de
pulso, C

Paso de potencial, A

o >
1"

o o

160

120

1
80

1 Periodo de
1 pulso, D
Amplitud de pulso, B

0

o o

120

la
P 100

1
80

-1

0

1 -1 Periodo de
pulso, D

0

Paso de potencial, A

w >
1l
o o

100
lap 75

[N

0
1 Periodo de
1 pulso, D
Ancho de pulso, C

Figura 34 Gréficos tridimensionales de superficie de respuesta obtenidos a partir de la
optimizacion de variables de DPV para el analisis de Hg(ll).

La optimizacion predice una intensidad de lap de 156 pA considerando valores de
0.11 V de paso de potencial, 0.15 s de amplitud, 0.005 V de ancho de pulso y 0.15 s de
duracién de pulso.

En el analisis confirmatorio por triplicado en las condiciones optimizadas, se obtuvo
una lap de 144.00 pA con un %RSD<10%, claramente cercana a la respuesta predicha
(156 pA) por el disefio y estadisticamente aceptable de acuerdo con el estadistico t de
student descrito en el Anexo 7.2, lo que confirma el buen ajuste del modelo.

De acuerdo con la Figura 34, el efecto de la interaccion entre las variables DPV
demostré que los bajos pasos de potencial y ancho de pulso, combinado con una alta
duracion de pulso y amplitud, proporcionan una lap mas intensa, sin ruido instrumental, con

un pico anddico y linea base bien definidos.
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4.9 Optimizacion de la DPASV con el CPE-As(lll) mediante el Disefio de Taguchi
Los resultados obtenidos del analisis de As(lll) bajo las combinaciones de los

parametros de la DPV propuestos por el disefio de Taguchi se muestran en la Tabla 21.

Tabla 21 lap experimental obtenida mediante el disefio experimental de Taguchi para la

determinacion electroquimica de As(lll) a través de DPV.

(A) (B) ©) (D) lap
No. Paso de Amplitud de  Ancho de Duracion de experimental/
potencial/V  potencial/V pulso/s pulso/s HA
1 0.0054 0.05 0.0054 0.05 110.30
2 0.0054 0.10 0.0096 0.10 157.25
3 0.0054 0.15 0.0150 0.15 172.90
4 0.0096 0.05 0.0096 0.15 55.30
5 0.0096 0.10 0.0150 0.05 124.70
6 0.0096 0.15 0.0054 0.10 197.70
7 0.0150 0.05 0.0150 0.10 82.20
8 0.0150 0.10 0.0054 0.15 188.90
9 0.0150 0.15 0.0096 0.05 202.70

De acuerdo con el disefio de experimentos y la grafica de interacciones se determina
que la combinacién éptima que maximiza la lap de As(lll) corresponde a un paso de
potencial de 0.015 V, amplitud de 0.15 V, ancho del pulso se 0.0054 s y una duracién de
potencial de 0.10 s, con la que se espera una lap predicha de 195.68 pA.

El andlisis bajo las condiciones optimizadas proporciona una intensidad de lap de
220.00 pA, demostrando la capacidad de prediccion del disefio utilizado para la
optimizacion de los parametros de la DPV empleando el electrodo modificado con As(lll)-
[IP, debido a que las respuesta predicha y experimental son estadisticamente cercanas de

acuerdo con el célculo del estadistico t de student, del Anexo 7.2.
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4.10 Caracterizaciéon analitica

Las metodologias electroquimicas optimizadas para determinar Pb(ll), Hg(ll) vy
As(lll) utilizando electrodos modificados fueron caracterizadas a través de la construccion
de curvas de calibracion para obtener los parametros analiticos y asegurar que los métodos
desarrollados son adecuados para la determinacion de trazas de iones metalicos en

términos de exactitud, precision y selectividad.

4.10.1 Pardmetros analiticos de la determinacidon de Pb(ll).

Se construy6 una curva de calibracion a través del analisis de seis concentraciones
estandar de Pb(ll) en 20 mL de buffer de acetatos pH 5.00, los voltamperogramas
correspondientes al analisis se muestran en la Figura 35 con un inserto que representa la
linealidad del método en el intervalo de 3.30 mg L* (10 uM) a 33.00 mg L (100 uM) con
una sensibilidad analitica de 2.10 pA UM y un coeficiente R? de 0.9995. Del adecuado
analisis estadistico de los datos de la curva de calibracion, se obtuvo un limite de deteccion
de 0.99 mg L (3.01 uM) y de cuantificaciéon de 3.30 mg L (10 uM) de calculado mediante

las Ecuaciones 2y 3.

La precision fue evaluada con una concentracion de 10 uM de Pb(ll), en términos

de repetibilidad obteniendo un %RSD de 5.60% y de precisién intermedia (utilizando 3

electrodos diferentes, n=5 cada uno) con %RSD de 6.60%.
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Figura 35 DPASV de diferentes concentraciones de Pb(ll); (Inserto: curva de calibracion
de Pb(ll) con n=3 y %6RSD<10%).

Condiciones de andlisis de Pb(ll): CPE-IIP (20% de 1IP), 10 uM de Pb(ll) en buffer de acetatos 0.10 M pH 5.00
por 10 min con agitacion a 400 rpm ; electrodeposicién, -1.10 V por 40 s DPASV: equilibrio, 20 s; paso de
potencial, 0.01 V; amplitud de potencial, 0.10 V, ancho de pulso, 0.01 s; duracion de pulso, 0.10 s; n=3,
%RSD<10%.

4.10.2 Parametros analiticos de la determinacién de Hg(ll).

Se obtuvieron los voltamperogramas de la Figura 36 que representan las diferentes
concentraciones evaluadas de Hg(ll) bajo la metodologia optimizada. La determinacién de
Hg(ll) present6 linealidad en el intervalo de 0.14 mg L* (0.46 uM) a 32.50 mg L* (100 uM)
con una sensibilidad analitica de 3.15 pA pM, un coeficiente R? de 0.9998, limite de
deteccion de 0.044 mg L (0.13 uM) y limite de cuantificacion de 0.14 mg L (0.46 uM). La
precision fue evaluada con una concentraciéon de Hg(ll) de 1.00 mg L (1 uM) y 10.00 mg
Lt (10 uM) en términos de repetibilidad y precision intermedia (utilizando 3 electrodos

diferentes, n=5 cada uno), obteniendo %RSD de 2.80% y 5.40%, respectivamente.
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Figura 36 DPASV de diferentes concentraciones de Hg(ll); (Inserto: curva de calibracién
de Hg(ll) con n=3 y %RSD<10%).
Condiciones de analisis de Hg(ll): CPE-1IP(10% de IIP), 50 uM Hg(ll) en buffer de fosfatos 0.10 M pH 4.00, 15

min con agitacion a 200 rpm; electrodeposicion, -1.20 V por 50 s. DPASV: equilibrio, 20 s; paso de potencial,
0.11 V; amplitud de potencial, 0.15 V, ancho de pulso, 0.005 s; duracion de pulso, 0.15 s; n=3, %RSD<10%.

4.10.3 Parametros analiticos de la determinacion de As(lll).

Mediante el analisis estadistico de la curva de calibracion (voltamperogramas de la
Figura 37) se obtuvieron dos zonas con tendencia lineal de la determinacién de As(lll) que
se muestran en la Figura 38: a bajas concentraciones dentro de un intervalo de 0.026 mg
L! (0.35 nM) a 0.075 mg L* (1 nM) con una sensibilidad analitica de 82.061 pA nM?,
coeficiente R? de 0.9981, un limite de deteccion de 0.007 mg L (1 nM) y un limite de
cuantificaciéon de 0.026 mg L* (0.35 nM); mientras que a altas concentraciones se presento
un intervalo lineal de 17.00 mg L (220 nM) a 52.00 mg L* (700 nM) con una sensibilidad
de 0.3895 pPA nM? con coeficiente R? de 0.9965. La precision fue evaluada con una
concentracion de As(lll) de 50 nM en términos de repetibilidad y precision intermedia
(utilizando 3 electrodos diferentes, n=5 para cada uno), obteniendo porcentajes de

%RSD<10% en ambos casos.
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Figura 37 DPASYV de distintas concentraciones de As(lIl) (pico anddico a 0.00 V)
Condiciones de andlisis de As(lll): CPE-IIP (20% IIP), As(lll) 50 nM en buffer de fosfatos 0.10 M, 15 min,

agitaciéon a 100 rpm; electrodeposicion, -0.40 V por 60 s; DPASV: equilibrio, 20 s; paso de potencial, 0.015 V;
amplitud de potencial, 0.15 V, ancho de pulso, 0.0054 s; duracion de pulso, 0.10 s; n=3, %RSD<10%.
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Figura 38 Intervalos lineal de la curva de calibracion de As(lll) de la sefal de oxidacién
alrededor de 0.00 V; a) Curva de calibracion completa, b) Linealidad a bajas

concentraciones y c) Linealidad a altas concentraciones; n=3; %RSD<10%,
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4.11 Pruebas de selectividad

Para determinar el efecto de los iones metélicos que pueden interferir en la medicién
de la intensidad de corriente respecto al metal de interés, se evalu6 el comportamiento del
porcentaje de recuperacion (Ecuacion 5) de Pb(ll), Hg(ll) y As(lll), sin adicién de
interferentes y con la adicién individual diversos niveles de Cd(ll), Fe(ll), Hg(ll), Cu(ll) y
As(lll) de acuerdo con su valor de MPL en agua potable (MPL/10, MPL/100, MPL, MPL*10
y MPL*100), y los resultados se muestra en las Figura 39, 40 y 41, y se resumen en la
Tabla 22. Las barras de color negro representan el porcentaje de recuperacion del analito
de interés sin interferencias, mientras que el resto de las barras representa la recuperacion
del analito en presencia de los diferentes niveles de interferencias.

En general, las recuperaciones obtenidas con los tres CPE-IIPs fueron cercanas al
100%, demostrando que las cavidades de reconocimiento sobre la superficie del CPE-IIP
son capaces de retener selectivamente al metal de interés en presencia de diversos
interferentes, incluso del mismo o diferente nUmero de oxidacion. Sin embargo, en la
metodologia del Pb(ll), cuando se agregé 100 veces la concentracion de Hg(ll) y Cu(ll)
respecto a su MPL, se presentd una notablemente disminucién de la lap hasta un 70%,
como se muestra en la Figura 39. Esto se puede atribuir a la competencia entre las altas
concentraciones de interferentes (del mismo o mas grande radio atdmico) y el analito, por
ocupar las cavidades de reconocimiento selectivo. Respecto al andlisis de Hg(ll), la Figura
40 muestra que al evaluar una mezcla de 100 veces por encima el limite maximo permitido
para todos los interferentes juntos, aunque no se presentaron picos adicionales al
relacionado con la oxidacion de Hg (0), la lap disminuy6é hasta un 20 %. El notable
decremento de lap asociada a Hg(ll) se debe a la interaccion del material con la gran
cantidad de interferentes en la solucion, sin embargo, es imposible encontrar en el medio
ambiente una solucién que contenga una concentracion de los interferentes evaluados en

la mezcla extremadamente fuera de sus MPL's.
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Figura 39 Porcentajes de recuperacion de 50 uM Pb(ll) en presencia de diversos

interferentes, n=3, %RSD<10%.
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Figura 40 Porcentajes de recuperacion de 50 uM Hg(ll) en presencia de diversos
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Figura 41 Porcentajes de recuperacion de 50 nM As(lll) en presencia de diversos

interferentes a diferentes concentraciones, n=3, %RSD<10%.
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La determinaciéon de 50 nM de As(lll) en presencia de diversos interferentes se
realizé Unicamente en dos concentraciones correspondientes al MPL y al MPL*10 (MPL de
cada interferente), debido a la formacion de hidroxocomplejos de los interferentes en el
buffer de carga de fosfatos pH 11. Como se muestra en la Figura 41 y Tabla 22, se

obtuvieron recuperaciones de As(lll) cercanas al 100%.

Tabla 22 Porcentajes de recuperacion obtenidos en la prueba de selectividad para cada
Pb(ll), Hg(ll) y As(ll).

Interferente % %
Recuperacion Recuperacion

%
Recuperacion de

Metal Nivel Concentracion de 50 uM de de 50 uM de
Pb(ll) Hg(ll) 50 nM de As(lll)
Pb(ll) MPL/100  4.53x10°' M -—- 89.15+7.90 Hidroxocomplejos
MPL/10 4.53x109° M 101.90 £ 6.69 Hidroxocomplejos
MPL 4.53x10%8 M 99.37 + 6.78 96.89 + 8.10
MPL*10  4.53x107 M 101.49 £ 5.08 108.00 = 8.40
MPL*100  4.53x10% M 96.81 £ 9.01 Hidroxocomplejos
Hg(ll) MPL/100  6.16x10"" M 99.47 +7.91 Hidroxocomplejos
MPL/10 6.16x10°19 M 102.49 £ 4.34 - Hidroxocomplejos
MPL 6.16x10-0° M 94.08 = 8.90 91.75+7.91
MPL*10 6.16x1008 M 103.48 + 2.91 107.16 + 8.36
MPL*100  6.16x1097 M 28.99 £9.80 - Hidroxocomplejos
As(lll) MPL/100  5.05x10-1° M No realizado 101.66 + 6.88
MPL/10 5.05x100° M No realizado 102.84 £ 5.75 -
MPL 5.05x10-08 M No realizado 89.69 +7.18 -
MPL*10 5.05x10-0" M No realizado 94.60 + 7.89
MPL*100  5.05x10%6 M No realizado 95.96 + 4.33
Cu(ll) MPL/100 6.93x10°% M 99.45 + 9.66 103.26 £ 6.97 Hidroxocomplejos
MPL/10 6.93x1007" M 102.23 £ 8.59 94.67 £ 8.10 Hidroxocomplejos
MPL 6.93x106 M 97.50 £ 9.90 94.55 +9.10 91.76 £+ 7.26
MPL*10 6.93x105M 98.91 + 3.45 95.99 +6.71 96.89 + 8.00
MPL*100  6.93X10%4M 24.32 +£9.70 99.99 + 5.82 Hidroxocomplejos
Cd(ll) MPL/100  2.11x10-'0 M 98.61 £ 4.09 97.52 +6.92 Hidroxocomplejos
MPL/10 2.11x10° M 98.15 + 9.26 100.37 £ 9.00 Hidroxocomplejos
MPL 2.11x10%¢ M 103.05 £ 4.51 102.97+9.70 85.00 +7.80
MPL*10 2.11x107 M 100.26 £ 9.70 102.68 + 7.67 83.00 +£4.00
MPL*100 2.11x109 M 85.03 £ 9.69 99.25 + 6.94 Hidroxocomplejos
Fe(l) MPL/100  1.24x108 M 96.20 £ 9.73 98.00 + 8.57 Hidroxocomplejos
MPL/10 1.24x1097 M 88.25 +9.00 97.28 +5.24 Hidroxocomplejos
MPL 1.24x1096 M 90.23 + 6.31 91.43+9.79 95.00 £ 8.10
MPL*10 1.24x1095M 100.20 £ 9.09 96.60 + 9.49 93.00 + 8.40
MPL*100  1.24x10%M 98.55 + 8.00 90.94 + 7.82 Hidroxocomplejos

116|Luz Elena Rebolledo




4.12 Determinacion de metales en agua mediante DPASV empleando CPE-IIPs.

Se llevo a cabo la determinacién de metales en diversas muestras reales de agua
utilizando cada CPE-IIP y la metodologia propuesta optimizada en esta investigacion. Las
muestras fueron analizadas, con y sin pretratamiento de digestién acida mediante DPASV.
Ninguna de las muestras presentd picos de oxidacién que puedan ser asociados a alguno
de los metales de interés. Por otro lado, las mismas muestras se doparon con cierta

concentracion del ion metalico, los resultados se muestran en la Tabla 23.

Tabla 23 Determinacion de metales en diversas muestras reales con los electrodos
modificados con IIPs; n=3.

Conc CON DIGESTION ACIDA SIN DIGESTION ACIDA
Metal Muestra aﬁadid.a Conc. % Conc. %
obtenida Rec. obtenida Rec.
. No
Agua 0 uM 0 uM 0 No realizado realizado
comercial (99.40 . No
50 uM (49.70 £ 0.60) uM 1.30) No realizado realizado
. No
0 uM 0 uM 0 No realizado realizado
Pol P 50 uM 49.20 £ 1.40) uM (98.8 + N lizad No
resa vl (49.20 £ 1.40) 2.9) o realizado realizado
. No
0 uM 0 uM 0 No realizado realizado
(1025 . No
Cascada 50 uM (51.20 + 1.90) uM 3.60) No realizado realizado
Aqua 0 uM 0 uM 0 o uM 0
comereial 50uM (5040 +7.60)uM  G90F 49104440 m (830
T 7.50) U 4.90)
0 uM 0 uM 0 o uM 0
Hg(ll) Presal (100 (100 =
50 uM (50.40 £ 6.40) uM 6.40) (50.30 £ 4.00) uM 4.80)
0 uM 0 uM 0 o uM 0
Presa 2 (98.70 £ (98.90
50 uM (49.40 £ 5.30) uM 5.40) (49.40 £ 6.30) uM 6.40)
Agua 0nM 0 nM 0 0nM 0
. (96.89 £ (99.46 +
comercial 50 nM (48.50 £ 1.90) nM 1.80) (49.70 £ 3.70) nM 3.60)
0nM 0 nM 0 0nM 0
As(ly - Grifo 50nM  (48.20 + 5.40) nM (9:.3;))1 (50.50 + 2.00) "M (;%%)i
Presa 0nM 0nM 0 0nM 0
(98.90 £ (107.20+
50 nM (49.50 £ 6.00) nM 6.00) (53.80 £ 7.60) nM 7.60)

Conc. : Concentracion, %Rec: porcentaje de recuperacion.
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Los porcentajes de recuperacion obtenidos y su correspondiente desviacion
estandar indican que cada CPE-IIP tiene gran capacidad para determinar iones metélicos
con exactitud, precision y selectividad en muestras reales incluso sin pretratamiento de
digestién acida; demostrando que el uso de los 1IPs enriquece la composicion de un CPE y
mejora sus caracteristicas hacia la determinacién altamente selectividad de metales

pesados en muestras de agua.

5.0 Conclusiones

Los IIPs sintetizados quimicamente y optimizados en esta investigacion representan
el primer material de reconocimiento selectivo que utiliza pirrol como mondémero funcional
para un Hg(I)-IIP y la combinacién de 2-metil tiofeno-MAA para obtener un As(l11)-11P.

La optimizacién de cada IIP demostré que se debilita la interaccion mondémero-
plantilla con un exceso de estos componentes en la sintesis, mientras que una cantidad
limitada de entrecruzante propicia poca o nula formacion de la matriz polimérica y por lo
tanto pobre estabilidad de las cavidades, reflejAndose como una disminucion en la sefial
asociada al metal.

La presencia y ausencia de algunas bandas en la caracterizacién infrarroja de los
polimeros obtenidos confirmé el éxito de la sintesis asi como la capacidad del IIP para
retener al metal respecto al NIP.

Se comprobd que el uso de un IIP altamente entrecruzado como un nuevo agente
modificador en el CPE, proporciona gran estabilidad a la matriz polimérica y una capacidad
superior para retener al analito de interés en comparacion con el CPE y CPE-NIP evaluado
mediante la lap obtenida con la técnica DPASV, debido a las propiedades Unicas del IIP
que permitieron la eliminacién de la plantilla pero bajo las condiciones adecuadas, también
permitieron coordinarse con el analito nuevamente en forma, tamafio e interacciones con

las cavidades de reconocimiento.
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La mezcla composite de IIP/grafito en cada CPE-IIP que maximiza Ipa mediante
DPASV fue de 20%/80% para Pb(ll), 10%/90% para Hg(ll), 20%/80% para As(lll), esto
debido a una mayor cantidad de cavidades de IIP en la superficie del CPE-IIP capaces de
retener al ion metalico.

La optimizaciéon univariable del proceso de carga y del sistema electroquimico
permitié encontrar la combinacion de la velocidad de agitacion, tiempo de carga, pH del
medio y condiciones de deposicion electroquimica, que maximizan la sefial de cada metal
con su respectivo electrodo sin presentar problemas de resistencia, efectos de conveccion
negativos y formacion de H, o de arsina.

La aplicacion de disefios experimentales como Taguchi y Box-Behnken para la
optimizacion de DPV permiti6 evaluar el efecto de interaccion entre las variables criticas de
la técnica voltamperométrica sobre la respuesta del electrodo.

La caracterizacion analitica de cada metodologia mostr6 parametros analiticos
satisfactorios que sugieren que los métodos electroquimicos desarrollados son adecuados
para el uso propuesto, debido a los bajos limites de deteccién, la alta sensibilidad y el amplio
intervalo lineal obtenidos con los CPE-IIPs comparado con otras propuestas. En la Tabla
24, se presenta un resumen de las metodologias optimizadas y resultados obtenidos, asi
como la comparacion respecto al limite maximo permitido de cada metal.

Las tres metodologias electroquimicas desarrolladas representan una alternativa
econdmica, competitiva, novedosa, rapida y altamente selectiva para determinar trazas de
tres de los metales mas toxicos en el medio ambiente, Pb(ll), Hg(ll) y As(lll), en muestras
de agua sin la necesidad de un procedimiento de preconcentracion o tratamiento de
digestion &cida previo al andlisis, esto convierte a los IIPs en materiales altamente viables
para la determinacion oportuna de trazas de iones metalicos, en virtud de su gran capacidad
para reconocer al analito selectivamente en diversas muestras debido a su principio de

impresion molecular con el que son sintetizados.

119|Luz Elena Rebolledo




Tabla 24 Resumen y comparacion de resultados obtenidos respecto al MPL de cada metal.

Resultados obtenidos Pb(ll) Hg(ll) As(lIl)
Plantilla 0.50 mmol 0.50 mmol 0.50 mmol
Monémero (s) 0.00 mmol MAA 'y 10 mmol 1.00 mmol 2-MTy 5
4.00 mmol 4-VP Py mmol MAA
Entrecruzante 40 mmol 30 mmol 50 mmol
IIP 6ptimo
Iniciador 5 mmol 50 mmol 50 mmol
Porégeno 20 mL 20 mL 20 mL
Relacion 1:8:80 1:20:60 1:12:100
molar
Comparacion CPE-IIP | 87.00% £ 8.70% 18.20 yA+ 140 pA  113.50 pA £ 2.50 pA
de respuesta
experimental CPE-NIP | 21.70% + 0.30%  1.50 yA £ 0.10 yA 28.32 yA £ 0.50 pA
% IIP 20% 10% 20%
Tiempo 10 min 15 min 15
Proceso de o
carga 6ptimo Agitacion 400 rpm 200 rpm 100 rpm
Buffer de | Acetatos 0.1 M Acetatos 0.1 M Fosfatos 0.1 M
carga pH 5.00 pH 4.00 pH 11.00
Potencial -1.10V -1.20V -0.40V
q Electro- Tiempo 40's 50s 60 s
eposicion
optima Electrolito | 45 10 m HCI 0.10 M HCI3.00 M
soporte
Paso de 0.01V 0.11V 0.015V
potencial
Amplitud de 0.10V 0.15V 0.15V
potencial
DPV
Ancho de 0.01s 0.0050 s 0.0054 s
pulso
Duracion de 0.10's 0.15s 0.10's
pulso
. 4 4, (0.026 2 0.075) mg L*
Intervalo lineal {(3.30 a 33) mg L't (0.14 a 32.50) mg L (17.00 a 700) mg L
0.9981
2
R 0.9995 0.9998 0.9965
Parametros Sensibilidad 1 1 82.06 UA nM1
analiticos analitica 214 pA UM 315 pA UM 0.3895 pA nM?
LOD 0.99 mg L? 0.044 mg L 0.007 mg L1
LOQ 3.30mg L? 0.14 mg L? 0.026 mg L1
MPL en agua 1 -1 -1
potable 0.015mg L 0.002 mg L 0.010 mg L
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6.0 Perspectivas.

La tecnologia de impresién molecular con interacciones de coordinacién monémero-
plantilla demostré ser una estrategia versatil para crear nuevos receptores poliméricos
potencialmente Utiles para la determinacion de metales con alta selectividad.

La investigacion desarrollada en este trabajo representa un gran precedente para
futuras investigaciones ya que la modificacién de electrodos es un procedimiento sencillo,
de bajo costo, y su uso con técnicas como DPASV da como resultado metodologias
amigables con el medio ambiente, con excelentes pardmetros analiticos comparables con
metodologias convencionales para la cuantificacion de iones metélicos toxicos. Por lo tanto,
el andlisis de muestras de diversos alimentos, plantas, cosméticos y aguas residuales
podria ser considerado como perspectiva relacionada con este proyecto, implementando
metodologias de tratamiento de muestras con la menor cantidad de tiempo y recursos.

La determinacién de Pb(ll) y Hg(ll) en concentraciones cercanas a sus limites
maximos permitidos, podria lograrse a través de la implementacion de procedimientos de
preconcentraciéon o mediante la incorporacion de ligantes en la sintesis de IIP, de tal forma
gue incrementen las interacciones con la plantilla, la cantidad de cavidades y por lo tanto,
se obtenga una disminucién del limite de deteccion de las metodologias.

La exploracion de diversos monomeros, porégenos (disolvente), y tiempos de
sintesis de IIPs, también representa una gran area de oportunidad para continuar aportando
materiales y metodologias innovadoras altamente eficientes para la determinaciéon de

metales pesados toxicos.
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7.0 Anexo A Evaluaciones realizadas mediante estadisticos t de student.
7.1 Evaluacion de los valores de R? de optimizacion.

La evaluacidon de los coeficientes de correlacion de los datos experimentales de
cada disefio de experimentos multivariable implementado en este trabajo y resumidos en la

Tabla A.1, se realiz6 a través del siguiente estadistico t de student.

|R|Vn—2

|t| =
V1—R?

Donde R?, corresponde al coeficiente de correlaciéon de los datos, y n el nimero de

experimentos realizados.

Tabla A.1 Evaluacion de los valores de R? obtenidos de las optimizaciones realizadas.

Optimizacién  Disefio i it] t tablas, Criterio de aczeptauon
realizada empleado R con grados de deR
P caleulado libertad n-2 |t| calculado > 1 tablas
Sintesis de  Simplex 4.65>2.31
. 1 g 4, 2.31
Pb-IIP centroide 0 0.7300 65 3 Se acepta el valor de R?
Sintesisde  Simplex 19.79>2.31
. 10 0.9800 19.79 2.31
As-IIP centroide Se acepta el valor de R?
DPASV para Box 11.90>2.31
27 0.8500 11.90 2.06
Hg (1) Behnken Se acepta el valor de R?

Debido a que en todos los casos el valor de t caicuiado €S mayor que el t taplas, S€
comprueba que existe una correlaciéon significativa entre los datos experimentales y el

modelo del disefio de experimentos, y por lo tanto un buen ajuste entre estos.
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7.2 Evaluacién de las respuestas predichas y experimentales.

A través del estadistico t de student para la comparacion de una media experimental
con un valor conocido (W), se realizé la evaluacion de las respuestas predichas respecto a
las respuestas experimentales obtenidas en los disefios de experimentos multivariables

implementados en este trabajo y resumidos en la Tabla A.2.

o] = (f—su)\/ﬁ

Donde X, n y s, corresponden a las media, nUmero de repeticiones (n=3) y desviacion

estandar de la respuesta experimental; p corresponde a la respuesta predicha.

Tabla A.2 Comparacion estadistica de las respuestas predichas y experimentales obtenidas
en las optimizaciones realizadas.

N L Criterio de

Optimizacion Disefio Resp. Resp. D

. S [t] catculado aceptacion:

realizada empleado Exp pred.
|t| calculado < t tablas*

Sintesis de Pb- Slmplgx 8700 88.00 8.70 0.20 0.20 <4.30
P centroide Si cumple
Sintesis de As- Slmpl.ex 1820 17.00 1.40 148 1.4-18 <4.30
P centroide Si cumple
Sintesisde )y ariable 11350 10615 250  5.09 >.09 < 4.30
Ho(In No cumple
DPASV para Box 2.30<4.30
Hg (Il Behnken 144.00 156.00 9.01 2.30 Si cumple
DPASV para 4.21 <4.30

Taguchi 220.00 195.68 10.00 4.21

As(llN) Si cumple

*t tanlas=4.30, con grados de libertad n-1; 3-1=2

De acuerdo con los resultados obtenidos, se comprueba la eficiencia del disefio en
la determinacién de la combinacion de las variables que maximiza la respuesta

experimental.
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