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Capitulo 1: Introduccion



1. Introduccién

1.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos

La contaminacién ambiental es un problema inherente del crecimiento poblacional
gue conlleva una serie de desafios en la planificacion urbana, el desarrollo
demografico y la salud publica (Manzetti, 2013). La salud publica es uno de los
pilares de la sociedad moderna y es afectada por la contaminacién, siendo la
principal causa del desarrollo de diferentes afecciones. El trafico automovilistico,
actividades industriales, asi como otras actividades de la era moderna representan
la principal fuente de emision de contaminantes al medio ambiente y dentro de estas
emisiones, se destaca la presencia de los hidrocarburos aromaticos policiclicos
(HAPS) (Abdel-Shafy y Mansour, 2016).

Los HAPs consisten en dos o mas anillos de benceno fusionados en ordenamientos
lineares o angulares, por definicibn contienen exclusivamente carbono (C) e
hidrégeno (H) y son formados por procesos de combustion incompleta y/o pirdlisis
a elevadas temperaturas (Hu et al., 2020). Estos contaminantes se encuentran
ampliamente distribuidos en el ambiente y pueden ser encontrado en el agua, suelo
y aire (Baek et al., 1991).

1.1.1 Fuentes de emision y presencia en el ambiente

Las fuentes de emision naturales incluyen: reacciones en organismos Vivos,
incendios forestales y erupciones volcanicas, mientras que las emisiones
antropogénicas son debidas principalmente a la combustion de materia organica
durante actividades como: tabaquismo, trafico vehicular, incineracion de residuos,
guema de biomasa, uso de carbédn y derivados de petréleo (Rubio-Clemente et al.,
2014).

Los HAPs son liberados principalmente a través de emisiones gaseosas Yy
transportados al suelo y agua, sin embargo, existen otras fuentes como filtraciones
de fuentes naturales y a través de derrames intencionales o accidentales durante el

transporte y refinacion del petréleo (Rao et al., 2008).



1.1.2 Clasificacién de los hidrocarburos aromaticos policiclicos

Existen dos clasificaciones de los HAPs basadas en:

1. Peso molecular. Los HAPs de bajo peso molecular son aquellos que contienen 2
o 3 anillos aromaticos, mientras que los de alto peso molecular son aquellos que
contienen 4 o més anillos aromaticos (figura 1.1 A) (Kim et al., 2013).

2. Estructura. Los HAPs alternantes estan formados exclusivamente por anillos
aromaticos de 6 miembros, mientras que los HAPS no alternantes contienen en su
estructura anillos no aromaticos de 4, 5y 6 miembros (figura 1.1 B) (Vassura et al.,
2005).

HAP bajo peso molecular HAP alto peso molecular

e agess

HAP alternante HAP no alternante

Figura 1.1. Clasificacion de los hidrocarburos aromaticos policiclicos: A) peso

molecular y B) estructura.

1.1.3 Propiedades fisicoquimicas de los HAPs

Los HAPs son compuestos coloridos y cristalinos a temperatura ambiente,
altamente lipdfilos y miscibles en solventes organicos algunas de sus propiedades
fisicas varian conforme a su peso molecular y estructura, por ejemplo, su presion
de vapor disminuye conforme incrementa su peso molecular y su solubilidad en
agua decrece con el aumento de anillos aromaticos en la estructura (Eldos et al.,
2022).



Los HAPs presentan sensibilidad a la luz, resistencia al calor, conductividad y

presentan espectros UV Unicos y la mayoria de estos presentan fluorescencia. La

tabla 1.1, resume algunas de las propiedades fisicoquimicas mas importantes para

los HAPs més representativos (Kim et al., 2013).

Tabla 1.1. Propiedades fisicoquimicas de HAPs representativos.

) PM Presion de Punto de Solubilidad en Log
Nombre Estructura Formula o

(g mol?) vapor (Pa) ebullicién (°C) agua (mg L) Kow

Naftaleno CioHs 128 11.9 218 320 35
Acenaftileno OO CuoHs 152 3.86 280 3.93 3.94
Acenafteno OO CioHio 154 5x10? 279 5.30 3.95
Antraceno Ci4H1o 178 3.4x10°% 340 6.40 x 10" 5.33
Fenantreno OCO CuaHio 178 9.07 x 102 339-340 1.24 5.62
Fluoreno Q'O CisHio 166 4,32 x10% 295 1.85 4.28
Fluoranteno OQg CieHi1o 202 1.08 x 103 373-393 2.5x10? 4.62
Pireno Ci6H1o 202 5.67 x 10 360-404 1.40 x 10t 4.47




1.1.4 Exposicion humana a los HAPs

Las principales fuentes de exposicion a los HAPs son el aire y el tabaquismo, sin
embargo, algunos alimentos son una fuente considerable de exposicién debido a la
elevada temperatura durante los procesos de coccion (asado, rostizado y freido)
gue favorecen la formacion de HAPs (Rose et al., 2015). Por otro lado, algunos
cultivos (trigo, centeno y lentejas) pueden sintetizar HAPs durante su crecimiento o
bien absorberlo del agua, aire y suelo (Kim et al., 2014). Conforme la bibliografia, la
concentracion de HAPs suele encontrarse en niveles traza o ultratraza (mg Lty ug

L'Y) en funcion de la matriz analitica (Kim et al., 2014).

Una fuente de exposicion critica, es la denominada exposicidén ocupacional, la cual
hace alusion al contacto con contaminantes como resultado del lugar de trabajo de
una persona, en este caso, las personas mayormente expuestas, son aquellas que
se desempefian en industrias mineras, metallrgicas y petroquimicas. Las rutas de

exposicioén, incluyen inhalacién, ingestion y contacto dérmico (Sousa et al., 2022).

Los efectos sobre la salud humana dependen del tiempo de exposicion,
concentracion, ruta de exposicion, asi como la preexistencia de enfermedades y la
edad. Para personas expuestas por exposicion ocupacional, se ha documentado el
desarrollo de cancer de piel, pulmén, vejiga y estdbmago (Kim et al.,, 2013).
Adicionalmente, existe informacion de ensayos en animales que demuestran la

naturaleza teratogénica y genotoéxica de los HAPs (Sogbanmu et al., 2016).

La Agencia de Proteccién Ambiental de Estados Unidos, USEPA por sus siglas en
inglés ha identificado 16 HAPs como contaminantes prioritarios, estos incluyen:
Acenaftileno, acenafteno, antraceno, fenantreno, fluoreno, fluoranteno, pireno,
benzo(a)-antraceno, criseno, benzo(a)-pireno, benzo[b]-fluoranteno,
benzolk]fluoranteno, benzo(ghi)-perileno, dibenzo[a,h]antraceno y naftaleno
(Emoyan et al., 2020).



1.2 Naftaleno

El naftaleno (NAP) es un compuesto quimico que pertenece a la familia de los HAPs
y es el compuesto mas comun de este grupo; es un sdlido blanco cristalino con
formula CioHs, contiene dos anillos aromaticos de benceno en su estructura, asi
como un punto de fusion y ebullicién de 80.5 y 218 °C, respectivamente (Alshabib,
2022). El NAP es encontrado principalmente en repelentes de polillas, cigarros y
desodorantes; asimismo, es un constituyente del diésel y combustible para aviones,
sin embargo, su principal fuente de emision son los procesos incompletos de

combustién industriales, domésticos y naturales (Alshabib, 2022).

La produccién industrial de NAP esta basada en la destilacion del alquitran de hulla,
posteriormente, las fracciones colectadas del destilado son procesadas para
obtener NAP con diferente pureza, de acuerdo a su aplicacién industrial como
precursor en la produccion de anhidrido ftalico, naftoles, colorantes, surfactantes,

pesticidas, plastificantes, resinas, etc (Preuss et al., 2003; Jia y Batterman, 2010)

A pesar de ser un importante precursor en diversas industrias, el NAP puede inducir
dafo en el sistema respiratorio e inmune (Omidi et al., 2020). En 2002 el NAP se
categoriz6 como posible carcindgeno por el centro internacional de investigaciones
sobre el cancer y en ese mismo afo, la conferencia americana de higienistas
industriales establecio al a-naftol (a-NAP) y B-naftol (B-NAP) como los marcadores

biolégicos de la exposicion al NAP (Preuss et al., 2003).



1.3 a-naftol y B-naftol
El a-NAP y B-NAP son isomeros derivados del NAP que difieren entre si por la
posicién del grupo hidroxilo sobre el NAP. La tabla 1.2 resume las propiedades

fisicoguimicas de estos contaminantes.

Tabla 1.2. Propiedades fisicoquimicas del a-NAP y B-NAP.

PM Densidad Punto de Solubilidad en
Nombre Estructura Férmula o Log Kow
(g mol?) (g mL?) ebullicién (°C) agua (g L)

OH

a-naftol C1oHsO 144 1.28 288 0.1 2.85

OH
B-naftol Ci10HsO 144 1.27 285 1 2.7

1.3.1 Aplicaciones de a-NAP y B-NAP

El a-NAP y B-NAP tienen aplicaciones analiticas, asi como industriales y se estima
gue la produccién mundial de a-NAP y B-NAP supera las 65 000 toneladas al afio
(Zhu et al., 2012).

1.3.1.1 Aplicaciones analiticas del a-NAP y B-NAP

Reacciéon de Molisch

Prueba cualitativa que permite evidenciar la presencia de carbohidratos en una
disolucion; la reaccion utiliza una solucién de a-NAP al 5% (p/v) en etanol. Los
polisacaridos y disacaridos se hidrolizan con acido sulfirico concentrado hasta
monosacaridos que posteriormente son deshidratados para formar 5-
hidroximetilfurfural, el cual reacciona con a-NAP formando un compuesto de color

purpura. La figura 1.2 muestra las etapas en la reaccion de Molisch (Singh, 2000).



Figura 1.2. Reaccion de Molisch.
Prueba de Sakaguchi

La prueba de Sakaguchi es util en la deteccion de L-arginina y se utiliza con el
objetivo de identificar proteinas debido a que la mayoria de las proteinas contienen
a éste aminoécido. El reactivo de Sakaguchi consiste en a-NAP e hipobromito de
sodio. El grupo guanidina en la arginina reacciona con el reactivo de Sakaguchi para
formar un compuesto color rojo. La figura 1.3 ilustra la prueba de Sakaguchi (Patil y
Muskan, 2009).

Br

HZNYNH OH

o)
NH NaBrO |
' + 2 — Br O—N.__NH
?Hz -H,0 \’/
HC—NH, NaBr O NH

COOH -2 NaOH |

o
HE—NH,
COOH

Figura 1.3. Prueba de Sakaguchi.

Sintesis de reactivos derivatizantes

El B-NAP ha sido empleado en la formacion de ligantes organicos como el 1-(2-

piridilazo)- p-naftol y el 1-(2-tiazololazo)- B-naftol que son empleados como
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reactivos derivatizantes para la formacion de complejos coloridos (figura 1.4) en la

determinacion de metales como Cu?*, Co?*, Ni?*y Zn?* (Tarighat y Afkami, 2012).

0% F ‘ o ,‘| “
HN/N HN/N

Y S)\N
P \—

1-(2-piridilazo)-B-naftol 1-(2-tiazololazo)-B-naftol
Figura 1.4. Estructura quimica de ligantes derivados del 3-NAP.

Finalmente, una de las aplicaciones analiticas mas importantes del a-NAP y 3-NAP
es que estos son los biomarcadores de la exposicion al NAP, y la determinacién de
estos compuestos en muestras bioldgicas es la forma mas acertada de estimar la

cantidad de naftaleno a la que una persona esta expuesta (Omidi et al., 2020).

1.3.1.2 Aplicaciones industriales del a-NAP y B-NAP

El o-NAP y B-NAP son empleados en la sintesis de productos de alto valor
agregado, por ejemplo, el a-NAP es empleado en la produccion de carbaril, el cual
es uno de los plaguicidas mas utilizados para la proteccion de jardines domeésticos,
agricultura y silvicultura, sin embargo, en afios recientes se demostro su toxicidad
hacia los humanos y se clasific6 como un potencial carcind6geno de acuerdo a la

EPA, razén por la cual fue prohibido en Europa (Brocenschi et al., 2017).

Una de las aplicaciones mas importantes del a-NAP y B-NAP es la produccion de
colorantes azoicos, los cuales son el grupo de colorantes quimicos mas importantes
en la industria, empleados en la tincion de fibras (naturales y sintéticas), alimentos,

cosmeéticos y bebidas (Chung, 2016).

La produccion de colorantes azoicos se lleva a cabo a través de una reaccion de
diazotacion, donde una amina es transformada en una sal de diazonio, que

posteriormente reacciona con un reactivo de acoplamiento, en este caso el a-NAP
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y B-NAP (Dabbagh et al., 2007). En la figura 1.5 se muestra la estructura quimica
de los colorantes azoicos mas representativos que emplean a-NAP y B-NAP en su

produccion.

HO NaO3S
" O
N= K
) C N o

Naranja A-1 Rojo naftol Amarillo gualacol
HO OH OCHjs
wos- D) (o .
a - - \\
3 N—@Noz NaO;S N\\N O
5 et
SOsNa
Rojo 151 Rojo de nitroanilina Rojo allura

Figura 1.5. Estructura quimica de colorantes azoicos que emplean a-NAP y 3-

NAP en su sintesis.

De acuerdo a datos de la UNESCO, se ha documentado que en paises
desarrollados hasta el 90% de las aguas residuales provenientes de la industria son
descargadas al medio sin algun tratamiento previo (Bhaduri et al., 2016). Debido a
la extensa aplicacion del a-NAP y B-NAP, estos inevitablemente se encuentran
presentes en cuerpos de agua, lo cual es consecuencia principalmente de procesos
de contaminacion cruzada (proceso mediante el cual un contaminante pasa de una

matriz a otra) (Peng et al., 2016).

El problema de la exposicion a estos contaminantes reside en su elevada toxicidad,
con efectos mutagénicos, teratogénicos, y potencialmente carcinégenos (Omidi et
al., 2020; Liu et al., 2021).

Dichos afectos adversos han motivado gran cantidad de investigaciones dentro de
las cuales podemos encontrar dos principales vertientes, la primera es la

cuantificacion de a-NAP y B-NAP en muestras ambientales y bioldgicas empleando



técnicas instrumentales, mientras que la segunda tiene que ver con la aplicacion de
nanomateriales con el objetivo de remover dichos contaminantes de cuerpos de

agua.

A continuacion, se hace una revision bibliografica del estado del arte de las técnicas

analiticas en la cuantificacion de a-NAP y 3-NAP.

1.4 Técnicas analiticas en la determinacion de a-NAP y B-NAP

1.4.1 Espectroscopia UV-Vis

En 1955 Parsons y colaboradores desarrollaron una metodologia para la
determinacion de a-NAP en presencia de B-NAP, la cual se basa en las diferentes
velocidades de reaccion del a-NAP y B-NAP con la sal de diazonio del acido 2-
naftilamino-5,7-disulfonico. La determinacién se realiza a 485 nm y permite la
determinacion de a-NAP en mezclas de composicion 0.00 a 0.50% de o-NAP con

B-NAP respectivamente (Parsons et al., 1955).

En 1963 Pearse desarrollé una metodologia para la determinacién de o-NAP que
se basa en la reaccion del a-NAP con Kl en medio basico, lo que conlleva a la
formacion de un compuesto colorido que posteriormente es extraido con xileno. La
determinacion se lleva a cabo a 528 nm y el método es util para andlisis cuantitativo
en el intervalo de 5 a 35 mg L siendo selectivo a a-NAP en presencia de B-NAP y

otros compuestos fendlicos (Pearse, 1963).

1.4.2 Electroquimica
Los métodos electroquimicos se han implementado con éxito en el analisis de a-
NAP y B-NAP. Las metodologias reportadas se basan en la modificacion de

electrodos (pasta de carbono y carbon vitreo con el fin de mejorar la sensibilidad y

selectividad en las determinaciones.

En 2007 Tsai y colaboradores, describieron la modificacion de un electrodo de

carbon vitreo con una membrana de intercambio aniénico (Tosflex IE-SA 48) para
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la determinacion de B-NAP, esto basado en la observacion de que en una solucién
alcalina se forman aniones de B-NAP que pueden ser intercambiados en la
membrana, lo que permite mejorar la sensibilidad analitica. La modificacién del
electrodo permite obtener un limite de deteccién (LOD) de 200 nmol L utilizando
voltamperometria diferencial de pulso (DPV). La selectividad del electrodo se evaluo
en presencia de diferentes aniones y surfactantes demostrando que no representan
interferencia en la medicion. La determinacion de B-NAP se realizé en muestras de
agua de grifo y subterranea, obteniendo porcentajes de recuperacion absoluta

cercanos al 100% en todos los casos (Tsai y Chen, 2007).

En 2012 Zhu y colaboradores modificaron un electrodo de carbon vitreo con nano
particulas de oro (AuNPs), micro esferas de carbono dopadas con nitr6geno
(HNCMS) vy pB-ciclodextrina tiolada (HS-B-CS)) al que denominaron HS-B-
CD/AuNPs/HNCMS/GC, dicho electrodo demostr6 mejorar la intensidad de
corriente en el proceso de oxidacion del a-NAP y B-NAP cuando es comparado con
los electrodos AUNPs/HNCMS/GC, HNCMS/GC vy el electrodo de carbon vitreo sin
modificar. La determinacion se lleva a cabo por DPV y provee LODs de 1y 1.2 nmol
Lt para a-NAP y B-NAP, respectivamente. La selectividad del electrodo se evalud
en presencia de diferentes iones asi como compuestos organicos y se determina
gue la sefal analitica no presenta interferencias. Por otra parte, la reproducibilidad
en la fabricacion del electrodo obtuvo porcentajes de desviacion estandar relativa
(%DER) inferiores al 3.78% Yy la metodologia se aplico en muestras de agua de rio
(Zhu et al., 2012).

En 2016 Pang y colaboradores reportaron la modificacion de un electrodo de pasta
de carbono con 6xido de grafeno. Dicha modificacion, permite la acumulacion de -
NAP y B-NAP en el electrodo, lo que conlleva a mejoras en la sensibilidad con
respecto del electrodo sin modificar. La determinacién se realiza por DVP y bajo las
condiciones 6ptimas de andlisis, el método provee de LODs de hasta 0.43 nmol L

y puede ser aplicado en muestras de orina (Pang et al., 2016).

En 2017 Brocenschi y colaboradores reportaron el uso de un electrodo de diamante
dopado con boro para la determinacion de a-NAP y -NAP por DPV. La metodologia

11



provee de LODs de 50 y 100 nmol L para a-NAP y B-NAP, respectivamente, la
precisibn de la metodologia se evalu6 en términos de la repetividad y
reproducibilidad, obteniendo %DER inferiores al 5.2% en todos los casos, la
exactitud del método se evalué a través del porcentaje de recuperacién absoluta en
el analisis de muestras dopadas y no se encontraron diferencias significativas entre
la cantidad de analito agregada y la determinada por la metodologia (Brocenschi et
al., 2017).

1.4.3 Cromatografia de gases

En 1996 Bieniek, reportdé el desarrollo de una metodologia que permite la
determinacion simultanea de compuestos fendlicos, asi como del a-NAP y B-NAP,
dicha metodologia esta basada en la combinacién de un proceso de hidrolisis, al
gue prosigue un proceso de extraccion en fase sdlida utilizando una columna Cis y
el posterior andlisis por cromatografia de gases (GC) con detector de ionizacién de
llama SPE-CG-FID. Bajo las condiciones 6ptimas de analisis la metodologia provee
de LODs en el intervalo de 0.1-0.2 ug mL™, la precisién y exactitud de la metodologia
se evalué en 3 niveles de concentracion, obteniendo %DER de 2.6 a 16.6% y

porcentajes de recuperacion de 74 a 100% en muestras de orina (Bieniek, 1996).

En 2011 Shin y Lim, describieron el desarrollo de una metodologia para la
determinacion de 1-hidroxipireno y a-NAP por cromatografia de gases acoplado a
un detector de espectrometria de masas. La metodologia consiste en una hidrolisis
enzimatica utilizando la enzima B-Glucuronidasa/arilsulfatasa y una extraccién
liquido-liquido con pentano, para finalmente llevar a cabo la derivatizacion de los
analitos utilizando el reactivo N-Metil-N-(trimetilsilil)trifluoroacetamida. Bajo las
condiciones 6ptimas de andlisis, es posible alcanzar LODs de 0.01-0.07 ug L, la
metodologia permite obtener porcentajes de recuperacion de 96.9 a 109% con
%DER inferiores al 15%. La metodologia fue aplicada en 20 muestras de orina,
recolectadas de trabajadores expuestos al naftaleno por exposicion ocupacional
encontrando muestras positivas en concentraciones de 0.01-0.88 y 0.07-13.7 pg L-

! para a-NAP y 1-hidroxipireno, respectivamente (Shin y Lim, 2011).
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En 2013 Lim y Shin, realizaron modificaciones a su metodologia reportada en 2011
para hacerla apta en el analisis de 1-hidroxipireno y a-NAP en muestras de pescado.
La metodologia permite obtener LODs de 0.01 ug kg? con porcentajes de
recuperaciéon entre 86.1 y 105% en muestras dopadas, con %DER inferiores a 5.1%.
La metodologia fue aplicada en 22 muestras de pescado expuestos a un derrame
de petréleo. El a-NAP y 1-hidroxipireno fueron encontrados en concentraciones de
0.09-12.42 y 0.03-0.06 ug kg, respectivamente (Lim y Shin, 2013).

La tabla 1.3, presenta informacion detallada referente a la preparacion de la

muestra, asi como de la instrumentacion utilizada.
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Tabla 1.3. Determinacion de a-NAP y B-NAP en muestras complejas mediante cromatografia de gases.

Analito Matriz Preparacién de muestra Condiciones instrumentales LODs Recu;zoeA)r)acmn Ref
1 mL de orina + 0.4 mL de HCI concentrado en un | CG-FID
Fenol. cresol tubo de vidrio (95°C, 90 min), la muestra es eluida | Fase estacionaria: Columna capilar (25 m x 0.32 mm i.d, 0.52 pm)
" ' ’ a través de una columna SPE (C;g) acondicionada | Fase mdvil: gas acarreador: helio (flujo 2.5 mL min?)
isomeros de 0.10-0.20
. Orina con 5 mL de metanol + 8 mL de agua destilada. La | Temperatura del inyector: 270°C 74.0-100.0 Biniek, 1996
xileno, a-NAP y ) ] ] ] pg mL?
NAP columna es lavada con 5 mL de agua destilada y la | Gradiente de temperatura: 50°C (1 min), 5°C min? hasta 90°C,
- elucion es llevada a cabo con 1 mL de acetonitrilo- | 2°C min™ hasta 104 °C, 10°C min hasta 250°C.
metanol (1:10 v/v) (1 mL min'?).
2 mL de orina + 2 mL de un buffer de acetatos + 10 | CG-MS
pL de B-Glucuronidasa/arilsulfatasa (37°C, 3 H), los | Fase estacionaria: Columna HP-5MS (30 m x 0.22 mm i.d, 0.25
. . analitos son extraidos con 5 mL de pentano (20 | um) . .
1-hidroxipireno y ) . 0.01-0.07 Shiny Lim,
BNAP Orina min), posteriormente al extracto organico se | Fase movil: NR L 96.8-109.0 2011
- . M L
agregan 50 pyL de MTBDMSTFA, la mezcla es | Temperatura del inyector: NR
evaporada a sequedad y reconstituida en 50 uL de | Gradiente de temperatura: 80°C (1 min), 20°C min™ hasta 320°C
MTBDMSTFA (60°C, 30 min) MS: 70 eV y 230°C
2 g de muestra + 5 mL de KOH 2M, la muestra es
homogeneizada durante 10 min (90°C, 90 min), | CG-MS
extracciéon con 10 mL de pentano, se agregan 5 mL | Fase estacionaria: Columna HP-5MS (30 m x 0.22 mm i.d, 0.25
. . ) de HCI 2M a la fase acuosa que de manera | pum) ) )
1-hidroxipirenoy | Alimentos i . 0.01 Limy y Shin,
subsecuente es extraida con pentano (10 mL x 2). | Fase movil: NR 86.1-105.0
B-NAP (pescado) ) ) ug kgt 2013
Finalmente, se agregan 50 yL de MTBDMSTFA al | Temperatura del inyector: NR
extracto organico y la mezcla es evaporada a | Gradiente de temperatura: 80°C (1 min), 20°C min™ hasta 320°C
sequedad y reconstituida en 50 pL de | MS: 70 eVy230°C
MTBDMSTFA (60°C, 30 min).

NR: No reportado

14




1.4.4 Cromatografia de liquidos de alta resolucién

En 1995 Massey y colaboradores desarrollaron una metodologia para la
determinacion de carbaril y o-NPA en muestras de agua subterranea. La
metodologia consiste en una hidrélisis basica seguida de un proceso de dilucion
para el posterior analisis con cromatografia de liquidos de alta resolucion (HPLC)
con deteccion de fluorescencia. Se realizé un estudio sistematico de los factores
qgue influyen el proceso de fluorescencia (pH, solventes, longitud de onda de
excitacion y emision). Se evalué la composicion de la fase movil para llevar a cabo
la separacién y bajo las condiciones 6ptimas, la metodologia provee LODs de 1.0-
1.4 ug L' y puede ser aplicada de manera eficiente en muestras de agua

subterranea con porcentajes de recuperacion de 90 a 93% (Massey et al., 1995).

En 1999 Wang y Kuo, describieron la combinacion de un proceso de extraccion
liquido-liquido utilizando éter y el posterior analisis por HPLC-UV. La metodologia
permite llevar a cabo la determinacion en 7 min y no presenta interferencias en
presencia de 7 colorantes que se reportan en la composicion del tinte de cabello.
Bajo las condiciones éptimas la metodologia provee de LODs 0.95a1.25mg Lty
porcentajes de recuperacién entre 98 y 101% con %DER inferiores al 5%. La
metodologia desarrollada fue aplicada en 9 productos comerciales encontrando a

los analitos en concentraciones de 1.4 a 5% (p/p) (Wang y kuo, 1999).

En 2014 Zhou y colaboradores aplicaron una micro-extraccion dispersiva liquido-
liquido para la pre-concentracion de 2,4-dinitronaftol, Bisfenol A (BPA), a-NAP y -
NAP utilizando una mezcla de acetona y clorobenceno y el posterior analisis por
HPLC-UV. Bajo las condiciones 6ptimas la metodologia permite alcanzar LODs de
0.11 a 0.62 ug L* utilizando 10 mL de muestra. La exactitud de la metodologia se
evalluo al analizar el porcentaje de recuperacion en muestras reales de agua de
nieve derretida en dos niveles de concentracion, obteniendo resultados entre 86.8
y 118.0% con %DER inferiores a 9.3% (Zhou et al., 2014).

La tabla 1.4, resume el proceso de preparacion de muestras y brinda informacion

de la instrumentacion utilizada.
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Tabla 1.4. Determinacion de a-NAP y B-NAP en muestras complejas mediante HPLC.

Recuperacion

Analito Matriz Preparaciéon de muestra Condiciones instrumentales LODs ) Ref
HPLC
Muestra + 1 mL de NaOH 2M/MeOH | Fase estacionaria: Zorbax Cg
Carbaril y a- Agua incubada durante 15 min, posteriormente se | Fase movil: 55% agua: 45% acetonitrilo, pH 10, isocratico, Massey et al.,
NAP subterranea | agrega 1 mL de HCI 2M y se diluye con | (flujo: NR) 100-1.40pg L* 90.0-930 1995
MeOH grado HPLC. Detector: fluorescencia, Aex= 330 nm, Aem= 472 Nm
Volumen de injeccion: NR
0.5 g de tinte solubilizados en 10 mL de una | HPLC
mezcla A (etanol/agua (50:50 v/v)), la mezcla | Fase estacionaria: pBondpack Cjs (150 mm x 3.9 mm)
A fue extraida con 15 mL de éter, y la fraccion | Fase movil: 50% agua: 50% metanol, isocratico, (flujo: 1
Resorcinol y a- Tinte de organica se evapora a sequedad y es | mL/min) Wang y kuo,
. 0.95-1.25 mg L* 98.0-101.0
NAP cabello reconstituida en 10 mL de la mezcla A, la | Detector: UV, A= 270nm 1999
solucion resultante es filtrada con una | Volumen de inyeccion: 25 uL
membrana de 0.45 ym y en una segunda
ocasién con una de 0.20 ym.
HPLC
10 mL de muestra + 500 L de acetona + 100 | Fase estacionaria: VP-ODS Cig, (250 mm x 4.6 mm, 5
a-NAP, B-NAP Agua de pL de clorobenceno (2 min), separacién por | mm)
2,4-dinitronaftol ) centrifugacion, la fraccion orgénica es | Fase movil: 45% agua: 55% metanol (1% HACcO), 0.11-0.62 ug L* 86.8-118.0 Zhou et al., 2014
y BPA nieve evaporada a sequedad y reconstituida en 200 | isocratico, (flujo: 0.8 mL/min)

WL de MeOH.

Detector: UV, A= 275nm
Volumen de inyeccion: 10 pL
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1.4.5 Electroforesis capilar

En 2011 Zhong et al.,, describieron el desarrollo de una metodologia de
preconcentracion para el andlisis de BPA, a-NAP y B-NAP en muestras de agua
utilizando una extraccion por punto nube y el posterior analisis por electroforesis
capilar (CE). La metodologia consiste en la adicién del surfactante Triton X-114 el
cual actia como la fase extractante; una vez completa la extraccién se realiza la
separacion de las fases a través de centrifugacion y el extracto de surfactante es
diluido con acetonitrilo para ser inyectado. Se realizd un estudio sisteméatico de los
factores que influyen en el proceso de extraccion (pH, concentracion de Triton X-
114, temperatura y tiempo de extraccion), asi como de la separacion electroforética
(concentracion del electrolito soporte, solventes organicos y pH). La metodologia
provee LODs de 0.20 a 0.50 ug L. Se analizaron muestras de agua de rio y al no
encontrar resultados positivos, se realizé el dopaje de las muestras obteniendo

porcentajes de recuperacion de 92.43 a 104.4% (Zhong et al., 2011).

En 2016 Xu et al., describieron una metodologia para la determinacion de a-NAP y
B-NAP en muestras de agua de rio y orina. En este trabajo el electrolito soporte
contenia un complejo fluorescente Ni(IV)-luminol, y la determinacion de los analitos
se basa en una deteccion indirecta a través de la inhibicion de la intensidad de
fluorescencia del complejo presente en el electrolito soporte. La metodologia provee
LODs de 2.7 a 3.1 yg L%, permitiendo obtener porcentajes de recuperaciéon de 89.2
a 107.5%. La metodologia se aplicé en 14 muestras de orina encontrando 3
muestras positivas a los analitos en concentraciones de 8.4 a 57.1 ug L (Xu et al.,
2016).

En 2016 Peng et al., desarrollaron una metodologia de pre-concentracién en linea
basada en la inyeccion en campo amplificado (FASI) para la determinacion de BPA,
o-NAP y B-NAP en muestras de agua de lago y refrescos. Se realizdé un estudio
sistematico de los factores que influencian la pre-concentracion en linea
(concentracion de acido trifluoroacético (TFA) en la muestra, efecto de solventes
organicos, efecto de la concentracion de NacCl, longitud de inyeccién de agua y

longitud de inyeccién de la muestra). Bajo las condiciones 6ptimas de andlisis es
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posible obtener LODs de 38 a 71 ug L%, finalmente, se realizdé el andlisis de
muestras reales dopadas obteniendo porcentajes de recuperacion de 82 a 109.3%
(Peng et al., 2016).

1.5 Nanomateriales empleados en la remocién de a-NAP y B-NAP

En 2011 se llevé a cabo la investigacion de la cinética y termodinamica de la
adsorcion del a-NAP empleando grafeno sulfonado como adsorbente. La morfologia
del adsorbente fue caracterizada a través de microscopia electronica de barrido
(SEM), microscopia de transmision electrénica (TEM), asi como microscopia de
fuerza atdbmica (AFM), y en todos los casos se verifica la morfologia laminar
caracteristica del grafeno. Se construyeron las isotermas de adsorcion en 3
temperaturas y de acuerdo al modelo de Langmuir, existe una dependencia entre la
cantidad maxima de adsorcién y la temperatura, pues ésta varia de 2.3 mmol g* a
7.1 mmol g cuando la temperatura aumenta de 293.15 a 333.15 K, esto debido al
aumento en la velocidad de difusion del a-NAP en el adsorbente. Finalmente, se
evalla la termodindmica de la adsorcion y se corrobora la espontaneidad de la
adsorcion al obtener valores de AG negativos en las 3 temperaturas evaluadas,
ademas, se determina que la adsorcidn es un proceso endotérmico, lo cual explica
porqué al aumentar la temperatura se mejora la capacidad maxima de adsorcion
(Zhao et al., 2011).

En 2013 se describe el uso de una resina constituida de estireno y divinilbenceno,
para la remocion de B-NAP en muestras de agua. Se evaluaron los factores cantidad
de resina, pH, asi como la presencia de diferentes aniones en la eficiencia de la
remocion. Bajo las condiciones 6ptimas de trabajo se construyeron las isotermas de
adsorcion, los datos experimentales se ajustan al modelo de Langmuir y se
determina que la capacidad maxima de adsorcién es de 210 mg g, por otra parte,
el valor de AG corrobora la espontaneidad de la adsorcion, la cual es también un
proceso endotérmico. Una de las principales ventajas del uso de esta resina, reside

en gue puede ser regenerada con una solucion 1% NaOH (p/v) y 50% etanol (v/v) y
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la eficiencia de la extraccion solo decrece en 9% tras cuatro ciclos de uso (Huang
et al., 2013).

Por otro lado, el uso de magnetita recubierta con polianilina (FezOs@PANI) en la
remocion de BPA, a-NAP y 3-NAP fue descrita en 2016. A través de SEMy TEM se
hizo una comparacion entre la magnetita pura y la magnetita recubierta,
encontrando diferencias en la morfologia y el tamafio de particula. La polimerizacion
fue verificada utilizando espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR), encontrando las bandas caracteristicas de polianilina en el espectro. Se
realiz6 un estudio sistematico de los factores que influencian el proceso de
adsorcion (cantidad de adsorbente, pH, fuerza i6nica y concentracion de acidos
hamicos), bajo las condiciones Optimas se realizd el estudio cinético y
termodinamico de la adsorcion. De acuerdo al sistema de caracterizacion se
establece la dependencia de la cantidad maxima de adsorcidn con respecto de la
temperatura, (9.34 mg g* hasta 20.083 mg g!) cuando la temperatura se incrementa
de 298 a 318 K. La espontaneidad del proceso de adsorcion se verifica con el valor
negativo de AG y se determina que dicho proceso es de naturaleza endotérmica
(Zhou et al., 2016).

De acuerdo a la revision anterior, es necesario el desarrollo de metodologias
analiticas que permitan la determinacion de o-NAP y B-NAP, asimismo, es
necesario la continua exploracion de diferentes nanomateriales con el objetivo de
proveer de alternativas en la cuantificacion y remocion de o-NAP y B-NAP en
muestras complejas. Es por esto que el presente trabajo se divide en dos partes, en
primera instancia se describe el desarrollo y aplicacion de una metodologia de pre-
concentracion on-line para la determinacion de o-NAP y B-NAP en muestras de
agua y posteriormente, se describe el desarrollo de una técnica de micro-extracciéon
en fase solida dispersiva para la remocion de a-NAP y B-NAP empleando LDHs

como adsorbentes.
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Capitulo 2: Objetivos



2. Objetivos
2.1 Objetivo general
Desarrollar metodologias analiticas acopladas a electroforesis capilar para la

cuantificacion y remocion de a-naftol y B-naftol en muestras acuosas.

2.2 Objetivos especificos

e Desarrollar un sistema de pre-concentracion on-line por electroforesis capilar
para la determinacion de a-naftol y B-naftol en muestras acuosas.

e Disefiar, sintetizar y caracterizar hidroxidos dobles laminares (LDH-MgAlI,
NiAl y CoAl) para la remocion de a-naftol y B-naftol.

e Optimizar un método de micro-extraccion en fase sélida dispersiva basado
en la aplicacion de hidroxidos dobles laminares (LDH-MgAI, NiAl y CoAl)
como adsorbentes para la remocién de a-naftol y p-naftol en muestras

acuosas.
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Capitulo 3: Pre-concentracion
on-line



3. Pre-concentracién on-line

3.1 Electroforesis capilar

La electroforesis capilar (CE) es una técnica de separacion que se basa en las
diferentes movilidades electroforéticas que adquieren las particulas cargadas en un
medio conductor, en este caso, el electrolito soporte (ES) (Harstad et al., 2016). La
CE provee de elevada resolucién en las separaciones, tiempos cortos de analisis,
ademas de minimizar la cantidad de reactivos y muestra empleados en el proceso.
La versatilidad de la CE reside en que permite realizar diferentes modalidades de
separaciéon utilizando la misma instrumentacion, permitiendo asi el analisis de

moléculas cargadas y neutras (Voeten et al., 2018).

A pesar de las bondades ofrecidas por la CE, su aplicacion en la industria se ha
visto limitada debido a la baja sensibilidad que provee (Breadmore et al., 2019). El
problema de la sensibilidad en CE es debido a que los capilares utilizados tienen
una longitud, entre 25 y 150 cm con diametro interno de 25-150 um, lo cual limita la
cantidad de muestra que puede ser inyectada para mantener la eficiencia de la

separacion (Osbourn et al., 2000).

Dicho problema ha sido abordado desde 3 principales perspectivas: 1)
incorporacion de sistemas de deteccion altamente sensibles, 2) técnicas de pre-
concentracion off-line y 3) técnicas de pre-concentracion on-line (Kitagawa y
Otsuka, 2014).

La incorporacion de sistemas de deteccion altamente sensibles permite el uso de
detectores como es la fluorescencia inducida por laser (LIF) y la espectrometria de
masas (MS). Estos detectores han conseguido mejorar la sensibilidad analitica, sin
embargo, la complejidad de la instrumentacion ha limitado sus aplicaciones
(Kleparnik, 2015; Couder et al., 2017).

Por otro lado, en afios recientes se han desarrollado una gran cantidad de técnicas
de pre-concentracion off-line, término que hace alusion al proceso de preparacion
de muestra previo al analisis instrumental. Este tiene como objetivo la limpieza y

pre-concentracion de la muestra, lo cual se consigue al aislar al analito de un gran
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volumen de muestra y reconstituirlo en un volumen inferior. Entre las técnicas mas
comunes de pre-concentracion off-line se tienen: extraccion liquido-liquido (LLE),
extraccion en fase sdlida (SPE), extraccion en fase solida dispersiva (DSPE) y
extraccién en fase sélida magnética (MSPE) (Kanu, 2021). Las técnicas de pre-
concentracion off-line han encontrado profunda aplicacion en la pre-concentracion
de una gran cantidad de contaminantes, sin embargo, la principal limitante es que
son procesos lentos y dificiles de automatizar (Kitagawa y Otsuka, 2014). Por
contraparte, las técnicas de pre-concentracion on-line generalmente son procesos
rapidos que, al ser llevados a cabo dentro del capilar, minimizan la manipulacién de

la muestra.

3.2 Técnicas de pre-concentracién on-line

Las técnicas de pre-concentracion on-line son sencillas desde el punto de vista
operacional, debido a que el proceso se lleva a cabo dentro del capilar, permitiendo
mejorar la sensibilidad analitica mediante la inyeccion de un volumen de muestra

superior al de la inyeccion tradicional (Britz-McKibbin y Terabe, 2003).

El principio de la mayoria de las técnicas de pre-concentracion on-line es la
manipulacién de la velocidad de migracion de los analitos en la regién de interfase
muestra-ES, este cambio en la velocidad de migracién es causado por el cambio en
la fuerza de campo eléctrico experimentado por los analitos cuando pasan de la
muestra al ES (Osbourn et al., 2000; Simpson et al., 2008).

La velocidad de migracién es directamente proporcional a la fuerza de campo y esta
es inversamente proporcional a la conductividad, de esta manera, la fuerza de
campo eléctrico experimentado por el analito en una solucién de baja conductividad,
es elevada, lo que conlleva a que los analitos adquieran una gran velocidad de
migracion, y al llegar a la interfase del ES donde existe una alta conductividad, los
analitos experimentan una drastica disminucion en la velocidad de migracion lo que
permite que se lleve a cabo la pre-concentracion. Entre las técnicas de pre-
concentracion que se basan en este principio se tiene la pre-concentracion por

campo amplificado (FASS), pre-concentracion por inyeccion en campo amplificado
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(FASI) y pre-concentracion por volumen de muestra (LVSS) (Osbourn et al., 2000;
Simpson et al., 2008).

3.2.1 Pre-concentracion por campo amplificado

La pre-concentracion por campo amplificado o FASS por sus siglas en inglés, tiene
como fundamento la inyeccion hidrodinamica de una muestra de baja conductividad
en el capilar con ES. Debido a las diferencias de fuerza de campo eléctrico
experimentado en la muestray el ES, una vez se aplica el voltaje, los analitos iénicos
migran a una velocidad elevada en la muestra hasta llegar a la zona de ES donde
son concentrados (Osbourn et al., 2000). Esta técnica ha sido aplicada en el anélisis
de diuréticos, vitaminas, drogas ilicitas y farmacos, entre otros (Xu et al., 2006;
Zheng et al., 2008; Dziomba et al., 2012; Alshana et al., 2013)

3.2.2 Pre-concentracidn por inyeccién en campo amplificado

La pre-concentracion por inyeccion en campo amplificado (FASI) utiliza el mismo
principio que FASS con la diferencia de que en esta técnica, la inyeccion es
electrocinética. Esto confiere de cierta selectividad, pues solo los analitos iGnicos
(aniones o cationes) pueden ser pre-concentrados (Kitagawa y Otsuka, 2014). Esta
técnica ha sido implementada en la determinacién de clorofenoles, péptidos y
farmacos, entre otros (Yang et al., 2006; Martinez-Villalba et al., 2013; Gao et al.,
2019).

3.2.3 Pre-concentracion por volumen de muestra

La pre-concentracion por volumen de muestra (LVSS por sus siglas en inglés)
puede ser descrita como sigue: el primer paso es la inyeccion hidrodinamica de la
muestra (figura 3.1 A), posteriormente se invierte la polaridad y se aplica un voltaje;
esta etapa tiene como obijetivo la eliminacién de la matriz y la pre-concentracion de

los analitos (figura 3.1 B). Finalmente se detiene la aplicacion del voltaje y la
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polaridad se regresa a la normalidad para llevar a cabo la separacion (figura 3.1
C,D) Osbourn et al., 2000.
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Figura 3.1. Esquema de pre-concentracion LVSS: A) inyeccién hidrodindmica de
la muestra, B) aplicacion del voltaje en polaridad inversa (pre-concentracién), C)

inversion de la polaridad a normal y D) separacion CE en polaridad normal.

Actualmente, LVSS se ha consolidado como un referente de las técnicas de pre-
concentracion on-line debido a la simplicidad del proceso y los factores de pre-
concentracion que se pueden obtener, lo que permite su aplicacion en la
determinacién de contaminantes en concentraciones traza y ha sido implementada
con éxito en el analisis de iones metalicos, farmacos, colorantes y biomoléculas
(Chen et al., 2016; Wu et al., 2016; Flores-Aguilar et al., 2019; Chu et al., 2023).

De acuerdo a lo anterior, el presente trabajo describe el desarrollo de una técnica
de pre-concentracion on-line mediante LVSS para la determinacion de los isdmeros

o-NAP y B-NAP en muestras de agua potable.
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3.3 Metodologia experimental

3.3.1 Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas por disolucion de los reactivos grado
analitico en agua desionizada con una resistividad no menor a 18.2 MQ. El a-naftol
(a—NAP) (99.5%), B-naftol (B—NAP) (99.5%), y el a&cido a-naftalenacético empleado
como estandar interno (El) (99.5%) fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St. Louis,
MO, EE. UU.). Tetraborato de sodio (Na2B407) (99.0%), hidroxido de sodio (NaOH)
(98.5%) y acido clorhidrico (HCI) (36.0%), metanol (MeOH) grado HPLC vy
acetonitrilo (ACN) grado HPLC fueron obtenidos de J.T. Baker (Phillipsburg, NJ, EE.
uu.).

El electrolito soporte (ES) consistié de Na2B4O7 10 mM ajustado a pH 9.5, utilizado

durante la separacion analitica.

3.3.2 Instrumentacion

Los analisis se realizaron en un equipo de electroforesis capilar Beckman Coulter
P/ACE 5500 con detector de arreglo de diodos (DAD). Los datos fueron analizados
a través del software P/ACE MDQ versién 2.3. El agua desionizada fue obtenida de
un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, MA, EE. UU.) y el pH de las disoluciones se

ajusto con un potenciémetro (modelo 450; Corning Science Products, NY, EE. UU.)

3.3.3 Electroforesis capilar
La separacion se llevé a cabo en un capilar de silice fundida (41.7 cm x 75 um de
diametro interno), inyeccion hidrodinamica (0.5 psi, 5S) y la deteccion se realizo a

una longitud de onda (A) de 214 nm.

Al inicio de cada dia de trabajo el capilar fue acondicionado conforme la siguiente
secuencia: NaOH 1.0 M durante 15 min, NaOH 0.1 M durante 10 min, agua

desionizada durante 10 min y finalmente la solucion ES durante 10 min.
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Entre cada analisis el capilar se lavo conforme la secuencia: NaOH 1.0 M durante
4, NaOH 0.1 M durante 2 min, agua desionizada durante 2 min y finalmente ES

durante 4 min.

3.3.4 Optimizacién de la separacion por CE

Para determinar las condiciones Optimas de separacion del a-NAP y B-NAP se
realizdé un estudio sistematico de la composicion del ES; en primera instancia se
evaluo el efecto del pH sobre la separacion electroforética, posteriormente, se
evaluo la concentracion del ES y finalmente se evaluo el efecto del voltaje aplicado
durante la separacion. Finalmente, bajo las condiciones éptimas de separacién se
obtuvieron los parametros analiticos de acuerdo a las recomendaciones de la
IUPAC (Currie, 1995).

3.3.5 Optimizacién de la pre-concentraciéon por LVSS

La optimizacion del sistema de pre-concentracion LVSS se realizé utilizando un
disefio de experimentos Box-Behnken (BBD) de 3 factores y 3 niveles, mientras que
el promedio de los factores de pre-concentracion calculados como el cociente de
areas obtenidos por CE y LVSS fue seleccionado como la variable de salida. Para
esto, se empled una solucion estandar que contenia a los analitos en concentracion
de 1.0 mg Lt. Bajo las condiciones 6ptimas encontradas por el disefio BBD, se
obtuvieron los pardmetros analiticos de la técnica de pre-concentracion y se

procedié al analisis de muestras reales.

3.3.6 Pretratamiento de la muestra

1 mL de muestra fue diluido a 10 mL con agua desionizada y pasado a través de un
cartucho de extraccion en fase sélida (SPE Oasis HLB, 500 mg). El cartucho se
acondicion6 previamente conforme la siguiente secuencia: 5 mL de metanol, 5 mL
de agua desionizada con flujo de 1.0 mL mint. Posterior a la carga del analito, el
cartucho se lavé con 5 mL de agua desionizada para eliminar el exceso de sales.
La elucién de los analitos se realiz6 con 3 mL de acetonitrilo, mismo que fue

evaporado a sequedad a través de calentamiento y una corriente de aire, finalmente,
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los analitos se reconstituyeron en 1 mL de una solucién que contenia al El en

concentracion de 50 pg L para su posterior analisis por LVSS.

3.4 Resultados y discusién

3.4.1 Evaluacion de la separacion de a-NAP y B-NAP por CE

En CE las separaciones se originan por las diferentes movilidades electroforéticas
gue los analitos adquieren en un medio conductor, en este caso, el ES. La movilidad
electroforética a su vez depende del tamafio, forma, carga de los analitos,
composicion del ES (pH y concentracion) y del voltaje aplicado durante la

separacion (Harstad et al., 2016).

3.4.1.1 Efecto del pH

El a-NAP y B-NAP tienen asociados valores de pKa de 9.30 y 9.76, respectivamente,
esto da pauta a modificar la movilidad electroforética a través de la imposicion de
diferentes valores de pH de trabajo en el ES, de este modo, el efecto del pH se
evalué en el intervalo de 8.5 a 11 empleando sales de boratos o fosfatos. Los
experimentos se realizaron empleando una solucién estandar que contenia a-NAP,
B-NAP y EI en concentraciéon de 10 mg L* cada uno. Los electroferogramas

obtenidos se muestran en la figura 3.2.
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A B
0 1 2 3 4 5 6| © 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min) Tiempo (min)

C D

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min) Tiempo (min)

E F

0 1 2 3 4 5 61|l 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 3.2. Evaluacién del pH de trabajo en la separacion: A) pH 8.5, B) 9.0, C)
9.5, D) 10.0, E) 10.5y F) 11.0. Condiciones de andlisis: concentracion de ES = 20
mM, 18 kV a A=214 nm.

En la figura 3.2 se observa que a valores de pH inferiores a 9 (figura 3.2 A) los
analitos no se encuentran ionizados, por tanto, no existe una migracion diferencial
y la separacién no es factible. Por otra parte, a valores de pH superiores a 10 (figura
3.2 E-F) el a-NAP y B-NAP se encuentran totalmente ionizados y al no tener
diferencias en su carga y peso molecular, presentan la misma movilidad
electroforética lo que conduce al solapamiento total de las sefiales (Smith y Khaledi,
1993). Finalmente, se observa que la separacion es factible en el intervalo de pH 9

35



a 10 (figura 3.2 B-D), sin embargo, se elige pH 9.5 (figura 3.2 C) como 6ptimo debido
a la resolucion de sefiales y a que existe una mayor capacidad de amortiguamiento

con respecto al pH 10 de acuerdo al valor de pKa del &cido bérico (9.24).

3.4.1.2 Concentracion del electrolito soporte

La evaluacion de la concentracion del electrolito soporte permite modificar la
velocidad de migracion de los analitos durante la separacion (Issaq et al., 1991). Es
por esto que se evalla la concentracidon del ES en el intervalo de 5 a 30 mM. Los

electroferogramas obtenidos se muestran en la figura 3.3.

A B
. L ;1 UL

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min) Tiempo (min)

C D

L

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min) Tiempo (min)

E F

0 1 2 3 4 5 6 0 1 2 3 4 5 6
Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 3.3. Efecto de la concentracién del ES: A) 5mM, B) 10mM, C) 15mM, D) 20
mM, E) 25 mM y F) 30 mM. Condiciones de analisis: pH = 9.5, 18 kV, a A=214 nm.
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En la figura 3.3 se observa que conforme aumenta la concentraciéon del ES
aumentan los tiempos de analisis, lo cual es debido al aumento de la fuerza idnica
del medio y la dependencia inversamente proporcional que existe entre la fuerza

ionica y la movilidad electroforética (lbrahim et al., 2012).

De acuerdo a los electroferogramas obtenidos, se observa que la resolucion
analitica es adecuada en todos los casos para concentraciones de ES = 10 Mm
(figura 3.3 B-F), por tanto, 10 mM (figura 3.3 B) es elegida como oOptima para

estudios subsecuentes.

3.4.1.3 Efecto del voltaje de separacion
Como se mencion6é anteriormente, el voltaje aplicado durante la separacion es
directamente proporcional a la movilidad electroforética, por lo que se evalla el

efecto del voltaje en el intervalo de 8 a 18 kV.

En la figura 3.4 se observa que los tiempos de andlisis disminuyen conforme
aumenta el voltaje aplicado, no obstante, este aumento en la movilidad
electroforética conduce a la pérdida de la resolucién analitica (figura 3.4 D-F). Por
otra parte, es posible separar a los analitos con una resolucién adecuada en el
intervalo de 8 a 12 kV (figura 3.4 A-C), de este modo, se selecciona 12 kV (figura
3.4 C) como voltaje 6ptimo debido a que provee de una resolucion adecuada,
priorizando asi el tiempo de andlisis; minimizando problemas asociados a la
aplicaciéon de voltajes elevados (calor Joule y reduccion de la vida util del capilar)
(Xuan et al., 2006).

Como resultado de los experimentos descritos anteriormente, se establece que las
condiciones O6ptimas para la separacion de o-NAP y B-NAP son: pH 9.5,

Concentracion ES de 10 mM y un voltaje de 12 kV.
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A B
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Tiempo (min) Tiempo (min)
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-
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Tiempo (min) Tiempo (min)

Figura 3.4. Evaluacién del voltaje aplicado en la separacion: A) 8 kV, B)10 kV, C)
12 kV, D) 14 kV, E) 16 kV y F) 18 kV. Condiciones de andlisis: pH = 9.5,

concentracion de ES= 10mM a A=214 nm.

3.4.1.4 Identificacion de las sefales

Bajo las condiciones Optimas de separacion se realiz6 la identificacion de las
sefiales, para lo cual se analizaron soluciones estandar que contenian a los analitos
en diferentes concentraciones. La identificacion se realizo a traves de los cambios
en las intensidades de sefal. Los electroferogramas obtenidos se muestran en la

figura 3.5.
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Figura 3.5. Electroferogramas de soluciones estandar de a-naftol, p-naftol y acido
a-naftalenacético: A) 10 mg L a-naftol, 5 mg L B-naftol, 10 mg L &acido a-
naftalenacético, B) 5 mg L a-naftol, 10 mg L B-naftol, 10 mg L 4cido o-
naftalenacético y C) 10 mg L a-naftol, 10 mg L™ B-naftol, 10 mg L &cido o-

naftalenacético.

3.4.2 Optimizacién del sistema de pre-concentracion LVSS

En el desarrollo de una técnica de pre-concentracion LVSS es necesario analizar la
optimizacion de las variables criticas: tiempo de inyeccion, voltaje de pre-
concentracion y tiempo de pre-concentracion (Flores-Aguilar et al., 2019). Previo a
la implementacién de un disefio de experimentos, es necesario establecer el
intervalo de trabajo de dichas variables, de esta manera, se realizaron experimentos
utilizando el método univariable considerando el promedio de los factores de pre-
concentracion (FP) como variable de respuesta.

La inyeccion se realizo de forma hidrodinamica (0.5 psi) en el intervalo de 60 a 240
s. El voltaje y tiempo de pre-concentracion se evaluaron de forma simultanea en el
intervalo de 5 a 10 kV y 60 a 240 s, respectivamente. Se obtuvieron resultados
favorables con tiempos de inyeccion en el intervalo de 60 a 180 s, mientras que para
voltajes superiores de 7 kV y tiempos de pre-concentracion mayores de 180 s, la
respuesta es escasa e incluso nula, debido a la migracion parcial o total de los
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analitos al vial en el extremo catddico durante la pre-concentracion (Yu et al., 2015).
Como resultado de los experimentos descritos anteriormente, se establecieron los
siguientes intervalos de trabajo, A: tiempo de inyeccién (60-180 s), B: tiempo de pre-

concentracion (60-180 s) y C: voltaje de pre-concentracion (5-7 kV).

Para optimizar el proceso de pre-concentracion LVSS se seleccioné un disefio Box-
Behnken. Los experimentos fueron realizados empleando una solucion estandar de
a-NAP y B-NAP a una concentracién de 1.0 mg L. Los FP fueron calculados como
el cociente de &reas obtenidas con la técnica CE y LVSS-CE, respectivamente. La
tabla 3.1 resume los resultados.

Tabla 3.1. Disefio Box-Behnken

Variables codificadas Variables decodificadas FP Respuesta
A B C A (s) B (s) C (kV) a-NAP B-NAP Promedio
Exp FP
1 -1 -1 0 60 60 6 6.32 7.29 6.81
2 1 -1 0 180 60 6 1.44 4.64 3.04
3 -1 1 0 60 180 6 0 0 0
4 1 1 0 180 180 6 10.37 11.75 11.06
5 -1 0 -1 60 120 5 0 0 0
6 1 0 -1 180 120 5 0 2.43 1.22
7 -1 0 1 60 120 7 0 0 0
8 1 0 1 180 120 7 0 0 0
9 0 -1 -1 120 60 5 0 1.53 0.77
10 0 1 -1 120 180 5 0 0 0
11 0 -1 1 120 60 7 0 0.58 0.29
12 0 1 1 120 180 7 0 0 0
13 0 0 0 120 120 6 8.69 9.64 9.17
14 0 0 0 120 120 6 8.17 8.94 8.56
15 0 0 0 120 120 6 8.43 9.87 9.15

Los resultados se analizaron con MINITAB® version 19 y la tabla 3.2 muestra el
analisis de ANOVA para los datos experimentales. Los datos se ajustan a un modelo
cuadrético, el cual explica el 98.15% de la varianza. La ecuacion 3.1 representa la

superficie de respuesta con las variables codificadas.

40



Ecuacién 3.1. Ecuacion de superficie de respuesta con variables codificadas.

Y1=8.963 + 0.708 A + 0.375 B - 0.212 C - 2.204 A? - 2.244 B? - 6.454 C?
+4.420 AB - 0.305 AC + 0.120 BC

A; Tiempo de inyeccién (s), B) Tiempo de pre-concentracion (s) y C) Voltaje de

pre-concentracion (kV).

Tabla 3.2. Resultados ANOVA en la pre-concentracion de o-NAP y B-NAP por
LVSS-CE.

Fuente G.L SC CM Valor F Valor p

Modelo 9 258.572 28.73 29.48 0.001

Lineal 3 5.491 1.83 1.88 0.251
A 1 4.004 4.004 411 0.098
B 1 1.125 1.125 1.15 0.332
Cc 1 0.361 0.361 0.37 0.569

Cuadréatico 3 174.506 58.169 59.68 0

A*A 1 17.939 17.939 18.4 0.008

B*B 1 18.596 18.596 19.08 0.007
c*C 1 153.808 153.808 157.8 0

Interaccion de

2 vias 3 78.575 26.192 26.87 0.002
A*B 1 78.146 78.146 80.17 0
A*C 1 0.372 0.372 0.38 0.564
B*C 1 0.058 0.058 0.06 0.818

Error 5 4.874 0.975

Falta de ajuste 3 4.641 1.547 13.32 0.071

Error puro 2 0.232 0.116

Total 14 263.446

Las superficies de respuesta obtenidas indican una clara interaccion entre las
variables criticas del sistema LVSS. La figura 3.6 A muestra la evaluacion del tiempo
de inyeccion (A) con el tiempo de pre-concentracion (B) y se observan 3
comportamientos principales: 1) la combinacion de tiempos altos de inyeccion con

tiempos cortos de pre-concentracion producen una baja respuesta, esto debido a
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gue el tiempo de pre-concentracidon no es suficiente para remover la matriz analitica,
2) tiempos cortos de inyeccion con altos tiempos de pre-concentracion conllevan a
la pérdida de la respuesta debido a la migracién total de los analitos al extremo
catédico y 3) cuando se combinan tiempos de inyeccién y tiempos de pre-

concentracion equivalentes se observa un notable incremento en la respuesta.

La figura 3.6 B muestra la evaluaciéon del tiempo de inyeccion (A) con el voltaje de
pre-concentracion (C), mientras que la figura 3.6 C ilustra la evaluacion del tiempo
de pre-concentracion (B) con el voltaje de pre-concentracion (C). En ambos casos
se observan dos tendencias: 1) la combinacion de los niveles (+1, -1) y (-1,+1) asi
como las combinaciones (+1,+1) y (-1,-1) producen una baja respuesta analitica y
2) la combinacion de los niveles (0,0) provee de los mejores resultados en términos
de factores de pre-concentracién. El valor-p (p < 0.05) obtenido durante el andlisis
de ANOVA (tabla 2.2) fue utilizado como criterio para verificar la variable con mayor
contribucion, siendo ésta la interaccion de dos vias entre las varibales A-B (tiempo

de inyeccién y voltaje de pre-concentracion) (Deng et al., 2015).

42



Respuestavs A,B Respuestavs A,C

Respuesta
Respuesta

Respuesta

Figura 3.6. Superficies de respuesta: A) evaluacion del tiempo de inyeccion con el
tiempo de pre-concentracion, B) evaluacién del tiempo de inyeccién con el voltaje
de pre-concentracion y C) evaluacion del tiempo de pre-concentracion con el

voltaje de pre-concentracion.

Finalmente, de acuerdo al BBD, las condiciones Optimas de la técnica LVSS son:
tiempo de inyeccion = 180 s, tiempo de pre-concentracion = 180 s y voltaje de pre-
concentracion = 6 kV. La figura 2.7 muestra los electroferogramas obtenidos por
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CE y por LVSS-CE en las condiciones 6ptimas y se puede observar una notable

mejora en la sensibilidad analitica provista por la técnica LVSS.

a-NAP

B-NAP ﬂ

A L

— —

4.00 420 4.40 4.60 4.80 5.00
Tiempo (min)

Figura 3.7. Comparacion de las intensidades de sefial: A) solucion estandar de a-
NAP 0.1 mg L y B-NAP 0.1 mg L analizada por LVSS-CE y B) solucién estandar
de a-NAP 1.0 mg L'* y B-NAP 1.0 mg L* analizada por CE.

3.4.3 Parametros analiticos

Conforme a las condiciones Optimas de separacion y pre-concentracion, se
construyeron las rectas de calibrado. El intervalo de trabajo fue de 0.10 a 15.00 mg
Lt (El 10 mg L) y 5.00 a 150.00 pg L* (EI 50 ug L) para CE y LVSS-CE,
respectivamente. Las curvas de calibracion resultaron de graficar la relacion de
areas entre los analitos y el El, mientas que los limites de deteccion (LODs) y limites
de cuantificacion (LOQs) se calcularon de acuerdo a recomendaciones de la IUPAC.
Los resultados se muestran en la tabla 3.3 (Currie, 1995).

La precision de los sistemas de deteccion desarrollados se evalu6 en términos de
reproducibilidad y repetitividad en dos niveles de concentracion (n=3); se calcularon
los %DER a través de la determinacion de la media y la desviacidn estandar de los

analisis realizados, obteniendo %DER inferiores al 10% en todos (tabla 3.3).
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Finalmente, se utilizé una prueba t de comparacion de pendientes para comparar la

sensibilidad analitica provista por ambas metodologias, de acuerdo a los resultados

obtenidos: tcaic>terit S€ confirma que la técnica LVSS-CE provee de mejor sensibilidad

analitica.

Tabla 3.3. Pardmetros analiticos CE-UV y LVSS-CE.

Parametros analiticos CE-UV

a-NAP

B-NAP

Coeficiente de determinacion, r2

Ordenada al origen

0.9999

0.9999

bo + ts(bo) -0.0038 + 0.0035 -0.0032 + 0.0039
Pendiente
by + ts(by) 0.6648 + 0.0006 0.6386 + 0.0006
Repetitividad (%DER, n=3) 5.00 mg L*! 3.81 4.15
10.00 mg L 1.75 1.72
Reproducibilidad (%DER, n=3) 5.00 mg L? 8.30 2.64
10.00 mg L* 7.86 341
Rango lineal (mg L) 0.50-15.00 0.55-15.00
LOD (mg L) 0.17 0.18
LOQ (mg L) 0.5 0.55
Parédmetros analiticos LVSS-CE
Coeficiente de determinacion, r? 0.9992 0.9995

Ordenada al origen

bo + ts(bo)
Pendiente
by + ts(by)
Repetitividad (%DER, n=3) 50.00 pg L?
75.00 pg L*
Reproducibilidad (%DER, n=3) 50.00 pg L?
75.00 pug L

Rango lineal (u L)
LOD (u L)

LOQ (uL?)

-0.0309 + 0.0181

6.9549 + 0.3200
2.56
3.68
9.18
6.13
19.68-150.00
6.56

19.68

-0.0154 + 0.0098

4.7070 + 0.1486
5.65
291
6.91
8.21
13.88-150.00
4.63

13.88
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3.4.4 Aplicacion en muestras reales

La técnica LVSS-CE fue aplicada en la determinacién de o-NAP y B-NAP en 17
muestras de agua: 10 muestras de agua embotellada y 7 muestras de agua de grifo.
No se encontraron muestras positivas a a-NAP y B-NAP, por lo que se procedié a
realizar el andlisis de muestras dopadas con a-NAP y B-NAP en dos niveles de
concentracion. La exactitud del analisis se evalué en términos del porcentaje de
recuperaciéon absoluta. La tabla 3.4 resume los resultados y la figura 3.8 muestra
los electroferogramas obtenidos en el analisis de una muestra blanco de agua de

grifo y una muestra dopada con a-NAP y B-NAP.

Tabla 3.4. Analisis de a-NAP y B-NAP en muestras de agua.

Muestra Agregado (ug L?) oNAP p-NAP
% Recuperacion %DER % Recuperacion %DER

Agua embotellada 0.00 ND - ND -
50.00 95.82 8.76 95.67 7.38
100.00 97.46 7.89 97.36 6.32

Agua de grifo 0.00 ND - ND -
50.00 92.98 8.54 93.38 7.45
100.00 94.35 7.95 94.79 7.36

ND: no detectado
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Figura 3.8. Andlisis de a-NAP y B-NAP en muestra de agua de grifo por LVSS-CE:
A) muestra blanco dopada con EI 50 ug L y B) muestra blanco dopada con a-

NAP 100 pg L1, B-NAP 100 ug Lty EI 50 pg L™,

3.4.5 Comparacion de la metodologia

La metodologia desarrollada fue comparada con las metodologias previamente
reportadas en la literatura (tabla 3.5). La metodologia propuesta provee LODs de
6.56 y 4.63 ug L' para o-NAP y B-NAP, respectivamente. Dichos LODs, son
superiores comparados con la técnica de pre-concentracion on-line (FASI)
previamente reportada (Peng et al., 2016), la cual provee LODs de 38 a 81 ug L.
Por otra parte, las técnicas de pre-concentracion off-line acopladas a HPLC y CE
proveen de LODs mas bajos que la técnica propuesta, sin embargo, tienen como
principales desventajas el alto volumen de muestra necesario, la manipulacién de
muestra es excesiva y generalmente son procesos que emplean gran cantidad de
tiempo; de esta manera, la técnica LVSS-CE minimiza el costo y tiempo de andlisis,
tiene un bajo consumo de solventes por lo que es ambientalmente amigable y es

apta para ser aplicada en muestras reales de agua.
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Tabla 3.5. Comparacion de la técnica LVSS-CE con metodologias de pre-

concentracion reportadas.

Metodologia Muestra Técnica de pre-concentracion Analitos LODs (ug L?) %DER Ref
FASI-CE-UV Agua potable y
FASI o-NAP 38.00 5.30 Peng et al., 2016
de lago
B-NAP 81.00 7.30
Bisphenol A 71.00 8.40
CE-UV Agua de rio CPE o-NAP 0.24 5.60 Zhong et al., 2011
B-NAP 0.20 5.60
Bisphenol A 0.50 0.40
HPLC-UV Agua y suelo SALLE B-NAP 4.25 8.20 Heydari et al., 2017
HPLC-UV Aguay suelo SAALLME B-NAP 4.25 7.20 Heydariy Zarabi, 2014
LVSS-CE Agua
embotelladay LVSS o-NAP 6.56 7.90 Este trabajo
de grifo
B-NAP 4.63 3.40

CPE: extraccion por punto nube, SALLE: extraccién liquido-liquido asistida por sal,

SAALLME: micro-extraccion liquido-liquido asistida por aire y sal.
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3.5 Conclusiones

Las condiciones Optimas de analisis para la determinacion de los isdbmeros
o-NAP y B-NAP son: ES (10 mM de Na2B4O7 y pH 9.5), voltaje de 12 kV
durante la separacion a una longitud de onda de 214 nm.

Las condiciones Optimas de la técnica LVSS son: inyeccion hidrodinamica
durante 180 s a 0.5 psi, 180 s de tiempo de pre-concentracion y 6 kV de
voltaje de pre-concentracion.

La técnica LVSS permite la separacion y pre-concentracion de a-NAP y B-
NAP permitiendo obtener LODS de 4.63 a 6.56 pg L.

La técnica LVSS fue aplicada en la determinacion de a-NAP y B-NAP en
muestras de agua embotellada y de grifo. Se realiz6 el andlisis de muestras
dopadas en dos niveles de concentracion y se obtienen porcentajes de
recuperacion superiores al 90% con %DER inferiores al 10%.

La técnica propuesta es simple, rapida, tiene un minimo consumo de muestra
y solventes, por lo que puede ser considerada ambientalmente amigable.
Debido a esto, es una técnica competitiva cuando es comparado con técnicas

de pre-concentracion reportadas en la literatura.
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Capitulo 4: Remocion



4. Remocién

4.1 Remocién de contaminantes organicos

La remocion de contaminantes organicos se lleva a cabo a través de tratamientos
aerébicos y anaerébicos, reacciones enzimaticas, procesos de coagulacion-
precipitacion, oxidacion avanzada, filtracion y adsorcion, entre otras (Hanafi y
Sapawe, 2020).

La adsorcién es un proceso de superficie que describe la transferencia de moléculas
de un fluido (liquido o gas) a una superficie sélida, donde dicha transferencia de
moléculas es debida a interacciones fisicas y/o quimicas entre las moléculas y la
superficie del solido (Alagarbeh, 2021). La remocion se lleva a cabo a través de
sistemas de extraccion como la extraccion en fase solida (SPE) (Dgbrowski, 2001).

La extraccion en fase sélida tiene su fundamento en el reparto de un analito entre
una fase liquida (muestra que contiene el analito) y una fase sélida (adsorbente)
empacada en una columna, a pesar de la extensa aplicacion de la SPE. Esta tiene
como principal inconveniente el tiempo prolongado de preparacion de muestra y la
obstruccion de los cartuchos, lo que condujo al desarrollo de otras modalidades de
extraccion como la micro-extraccion en fase sdlida dispersiva (DSPME) (Zwir-
Ferenc y Biziuk, 2006; Socas-Rodriguez et al., 2015).

La micro-extraccion en fase sdlida dispersiva tiene el mismo fundamento que la
SPE, con la principal diferencia de que el adsorbente es directamente agregado a
la solucién, permitiendo un mayor contacto entre el adsorbente y los analitos,
reduciendo el tiempo necesario para alcanzar el equilibrio. La figura 4.1 ilustra el
proceso DSPE (Socas-Rodriguez et al., 2015).

Con el objetivo de mejorar la eficiencia y selectividad de las extracciones, se han
incorporado una gran cantidad de nanomateriales en sistemas DSPME, entre ellos
nanofibras a base de carbdn activado (Dimpe y Nomngongo, 2019), nanomateriales
a base de grafeno (Wu et al., 2013), polimeros de impresiéon molecular (MIPs) (Lu
et al., 2016), y en afos recientes se ha explorado el uso de los hidroxidos dobles

laminares o LDH por sus siglas en inglés.
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Figura 4.1. Esquema micro-extraccion en fase sélida dispersiva.

4.2 Hidréxidos dobles laminares

Los LDH son una clase de nanomateriales que se asemejan estructuralmente a la
hidrotalcita ([MgeAl2(OH)16]CO34H20), mineral que ocurre de forma natural en la
naturaleza y fue descubierto en 1842 (Mills et al., 2012). La sintesis de la hidrotalcita
en un laboratorio fue reportada por primera vez en 1942, sin embargo, fue en la
década de 1960 gracias a los estudios de difraccion de rayos X de monocristal
conducidos por Allman, Taylor y colaboradores que se obtuvo informacién acerca

de la estructura de este mineral (Mohapatra y Parida, 2016; Mishra et al., 2018).

Los LDH tienen tres caracteristicas estructurales principales: 1) tienen estructura
laminar, 2) las laminas presentes en la estructura estan constituidas de cationes

metalicos y 3) contienen aniones entre las laminas (Tang et al., 2020).

La estructura laminar de los LDH es debida a que cada ion metalico esta coordinado
octaédricamente por iones OH", y que cada unidad octaédrica comparte sus aristas
con la unidad adyacente, lo que hace que la ldmina se extienda de forma infinita,
mientras que la presencia de aniones es necesaria para balancear el exceso de
densidad de carga positiva que las laminas adquieren como consecuencia de la
presencia de cationes trivalentes en las laminas (Goh et al., 2008; Mishra et al.,
2018).

Los LDH son representados con la formula general [M1-x2*Mx3*(OH)2]**(A™)xnmH20,

donde M?* y M3* son cationes metalicos divalentes vy trivalentes que se encuentran

56



uniformemente distribuidos, x representa la proporcion molar de los cationes y A™
son los aniones de valencia n presentes en la intercapa (Bukhtiyarova, 2019). La
figura 4.2 representa la estructura de un LDH donde se sefialan dos regiones
importantes: 1) espacio basal, distancia entre dos centros metalicos en laminas
adyacentes y 2) intercapa, espacio entre dos laminas adyacentes y donde se
encuentran los aniones que balancean el exceso de carga positiva (Goh et al.,
2008).

@ A™ aniones
@ Moléculas de agua

Espacio basal

O M2/ M
® OH

Unidad octaédrica

Figura 4.2. Estructura de un hidroxido doble laminar.

Diferentes cationes metdlicos divalentes (Mg?*, Zn?*, Ni?* y Co?*) asi como cationes
trivalentes (AI**, Fe3* y Cr®*) pueden utilizarse para sintetizar LDHs. El parametro a
tener en cuenta en la seleccién de cationes metalicos para la sintesis de un LDH es
el radio i6nico, el cual debe estar entre 0.65-0.80 A para M2*y 0.62-0.69 A para M3*
con la Unica excepcion del AI3* (0.50 A); los cationes metélicos con radios i6nicos
fuera de este rango, son incompatibles en la formacion de LDHs (Mishra et al.,
2018). La relacion molar de los cationes metalicos, determina la densidad de carga
positiva que el LDH contendra en su estructura y debe considerarse dentro del
proceso de sintesis debido a que esto es determinante en las propiedades

fisicoguimicas del LDH (Johnston et al., 2021).

La region de Intercapa contiene moléculas de agua y aniones que pueden ser

incorporados durante el proceso de sintesis como contra iones de los precursores
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metélicos o bien de forma posterior. La modificacion del anion en la intercapa se

lleva a cabo principalmente a través de dos metodologias:

1) Intercambio iénico: una determinada cantidad de LDH es dispersado en una
solucion que contiene el anion deseado con el fin de promover el intercambio idnico
al desplazar el anion inicial e incorporar el que se encuentra en solucion (Mishra et
al., 2018).

2) Calcinacion-rehidratacion: el LDH es calcinado con el objetivo de remover los
aniones en la intercapa y obtener 6xidos metalicos, posteriormente al secado, estos
oxidos metalicos son puestos en contacto con una solucidn que contiene al analito
de interés y se lleva a cabo la regeneracion del LDH que ahora contendra al anién
presente en solucion (Ye et al., 2022).

A través de sintesis directa o tratamientos posteriores, se han incorporado a la
intercapa aniones inorganicos (F-, Cl, Br, CO3?, NOs, ClOs, SO4%, etc), aniones
organicos (&cidos carboxilicos y surfactantes) y biomoléculas (aminoacidos y
vitaminas) (Johnston et al., 2021). La amplia combinacion de metales y aniones que
pueden ser empleados para obtener LDHs, permite la obtencién de una amplia
gama de materiales isoestructurales, con propiedades de acuerdo al fin para el que

son desarrolladas (Zhang et al., 2004).

La razdn detras de la extensa aplicacion de los LDH en sistemas de remocién y
preconcentracion reside en que los LDH presentan elevada area superficial,
porosidad y capacidad de intercambio anionico a través de la movilidad de los
aniones presentes en la intercapa (Chubar et al., 2017). Los LDH han sido
empleados con éxito en la remocion de metales, colorantes, pesticidas y farmacos
(Chaara et al., 2011; Mittal, 2021; Nava-Andrade et al., 2021; Guan et al., 2022).

De acuerdo a lo anterior, el presente capitulo describe el desarrollo de una
metodologia analitica para la remocién de a-NAP y B-NAP en muestras de agua
empleando tres sistemas LDH (MgAl, NiAl' y CoAl). Se realiz6 un estudio sisteméatico
del efecto del anion en la intercapa, asi como de la proporcion de los cationes

metélicos sobre la capacidad de remocién y una vez que se encuentra la
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composicién o6ptima del LDH, se realiza una optimizacién univariable de los

parametros que afectan el proceso DSPME de remocion.

4.3 Metodologia experimental

4.3.1 Reactivos

Nitrato de magnesio hexahidratado (Mg(NOs3)2:-6H20) (98.0%), cloruro de magnesio
hexahidratado (MgCl2-:6H20) (98.0%), cloruro de cobalto hexahidratado
(CoCl2-6H20) (98.0%), cloruro de niquel hexahidratado (NiClz2-6H20) (98.0%),
nitrato de aluminio nonahidratado (AlI(NO3)3-9H20) (98.0%), nitrato de sodio
(NaNOs3) (98.0%), cloruro de sodio (NaCl) (98.0%), carbonato de sodio (Na2COs3)
(98.0%), dodecilsulfato de sodio (SDS") (98.0%) y benzoato de sodio (BenO’)
(98.0%) empleados en la sintesis de los LDH fueron obtenidos de Sigma Aldrich (St.
Louis, Mo, EE. UU.). Metanol (MeOH), etanol (EtOH), acetonitrilo (ACN) y acetona
grado HPLC empleados en el proceso de elucion fueron obtenidos de Sigma Aldrich
(St. Louis, Mo, EE. UU.).

4.3.2 Equipos

La caracterizacion del adsorbente se realizé empleando un espectrofotometro de
infrarrojo con transformada de Fourier Perkin ElImer 400 FT-IR (Perkin-Elmer inc.,
Wellesley, MA, EE.UU.) con un Pike Gladi ATR (Pike Technologies, Inc., EE.UU.).
El contenido de metales en el adsorbente fue terminado a través de espectroscopia

de absorcion atémica de flama (FAAS) utilizando un equipo SpectrAA 880 (Varian).

La morfologia del adsorbente se evalué con un microscopio electronico de barrido
(SEM) JEOL JSM-820. La estabilidad térmica del adsorbente se determino
utilizando un equipo Universal TGA Analyzer 200 con software Universal V4.7A, en

el intervalo de temperatura de 25 a 700 °C (10°C min?).

La separacion electroforética fue realizada utilizando un equipo Beckman Coulter
P/ACE 5500 (Fullerton, CA, EE.UU.) con detector de arreglo de diodos (DAD),
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empleando un capilar de silice fundida (41.7 cm x 0.75 um i.d.). Los datos obtenidos

se analizaron con el software Beckman P/ACE system MDQ version 2.3.

4.3.3 Sintesis del LDH

Los LDH fueron sintetizados empleando el método de co-precipitacion, para este
fin, se disolvié la cantidad necesaria de las sales de los respectivos cationes
metdlicos (Mg-Al, Ni-Al y Co-Al) con diferente relacion molar (4:1 a 1:4) en 40 mL
de agua desionizada, empleando NOs, CI' y CO3* en la intercapa, de forma
subsecuente, el pH de las soluciones se ajusté a 10 utilizando una solucién de
NaOH 6M. La mezcla de reaccién se mantuvo en agitacién durante 1 h a 80 °C en
atmosfera inerte (N2) (He et al., 2006).

Los LDH obtenidos fueron reservados en el medio de reaccion a temperatura
ambiente durante 3 dias, posteriormente, fueron lavados en 5 ocasiones con 10 mL
de agua desionizada y secados a 80 °C durante 24 h. Los LDH con intercapa de
SDS" y BenO" fueron obtenidos mediante intercambio ionico. Para ello una
determinada cantidad de LDH con de nitratos (MgAI/NOs’, NiAI/NOs", y CoAl/NO3)
es dispersada durante 15 min en 10 mL de una solucion que contiene al anién de
interés (SDS"y BenO) en una concentracion 40% (P/V), una vez concluido el tiempo
de dispersion, los LDH obtenidos son lavados en 5 ocasiones con 10 mL de agua
desionizada para remover el exceso de aniones y finalmente fueron secados a 80
°C durante 24 h (He et al., 2006).

4.3.4 Aplicaciéon del método

En una primera etapa, 5 mg del LDH fueron dispuestos en un tubo Eppendorf de
1.5 mL y dispersado durante 3 min con 1 mL de agua desionizada, posteriormente,
el LDH fue aislado por centrifugacién (5000 rpm, 3 min) y el sobrenadante fue
removido. Subsecuentemente, se agregd 1 mL de la muestra de agua al tubo
Eppendorf que contenia al LDH previamente acondicionado y se dispersé durante
2.5 min, finalmente, la mezcla fue centrifugada y el sobrenadante fue dopado con
El en una concentracion final de 50 ug L para ser analizado por LVSS-CE, la figura

3.3 ilustra el proceso.
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Figura 4.3. Proceso de micro-extraccion en fase sélida empleando LDH.

4.4 Resultados y discusién

4.4.1 Caracterizacion del adsorbente

4.4.1.1 Infrarrojo

El espectro de infrarrojo del LDH MgAI/Cl- es mostrado en la figura 4.4. En el
espectro se observa una banda centrada entre 3465 y 3500 cm correspondiente al
grupo hidroxilo (O-H) presente en las esferas de coordinacion de los centros
metdlicos Mg?* y AI** asi como de las moléculas de agua presentes en la intercapa
del LDH, las bandas alrededor de 950 y 555 cm son asociadas al estiramiento de
los enlaces Al-O. Finalmente, la banda en la regién de 1370 cm™ corresponde a los
aniones carbonato presentes en la intercapa debido a la contaminacion por el

método de sintesis empleado (Violante et al., 2009; Conterosito et al., 2018).
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Figura 4.4. Espectro FITR del LDH MgAI/CI-.

4.4.1.2 Andlisis termogravimétrico

La figura 4.5 muestra las curvas TGA-DTG. Se observan dos diferentes fases en la
degradacion del LDH MgAI/Cl, la primera pérdida de masa ocurre entre 60y 236 °C
y representa el 22.18% de la masa total, atribuida a la remocién del agua adsorbida
de forma superficial, asi como al agua presente en la intercapa. Finalmente, la
segunda pérdida de masa ocurre entre 300 y 690 °C que representa el 34.82% de
la masa total, atribuida a la perdida de los aniones presentes en la intercapa, asi
como a la deshidroxilacion de las esferas de coordinacion presentes en las laminas
del LDH (Theiss et al., 2013).
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Figura 4.5. Curvas TGA-DTG del LDH.

4.4.1.3 Absorcion atomica de flama

A través de FAAS se determind que la relacion Mg:Al en el LDH éptimo es 2.5:1.0
la diferencia entre la relacion molar en el LDH obtenido y la relacion molar en la
mezcla de reaccién se atribuye a la disolucion de las laminas durante el proceso de
sintesis y los cambios de temperatura durante el proceso de cristalizacion (Villegas
et al., 2003; Igbal y Fedel, 2019).

4.4.1.4 Microscopia electronica de barrido

La morfologia del LDH MgAI/CI- fue investigada a través de microscopia electronica
de barrido (SEM). La figura 4.6 muestras las microfotografias obtenidas donde se
aprecia la morfologia laminar con la caracteristica forma hexagonal (Tao et al 2006;
lyi et al., 2004).
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Figura 4.6. Microscopia electronica de barrido del LDH.

4.4.1.5 Isotermas de adsorcion

El modelo de Langmuir (ecuaciones 4.1y 4.2) describe el proceso de adsorcién de
moléculas en superficies sélidas considerando que las moléculas son adsorbidas
en una monocapa, que todos los sitios de la superficie tienen la misma probabilidad
de ser ocupados y que no existe interacciéon entre las moléculas adsorbidas (Liu,
2015). El modelo de Langmuir se empled en la obtencion del parametro Qmax el cual
representa la capacidad maxima de saturacion, mientras que la factibilidad del
proceso de adsorcion se evalud a través del parametro Ri; asi que el proceso de
adsorcion es factible cuando el valor de Ri oscila entre 0 y 1, mientras que si el valor
de RL > 1 el proceso de adsorcion no es factible y si el valor de RL = 0 el proceso de

adsorcion es irreversible (Dada et al., 2012; Flores-Aguilar et al., 2020).

1 1 1
— = + 4.1
Qe QmaxKL Ce Qmax ( )

_ 1
1+K;,Cy

R, (4.2)

El modelo de Dubinin-Radushkevich (ecuacion 4.3-4.5) es usado para determinar el

mecanismo de adsorcion en superficies homogéneas y heterogéneas. La constante
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B representa la energia libre asociada al proceso de adsorcion, € es el potencial
Polanyi, R denota la constante de los gases (8.314 J molt K1) y T es la temperatura
absoluta del sistema en Kelvin (K). De acuerdo a los valores de energia obtenidos
es posible clasificar el proceso de adsorcién como adsorcion fisica si E < 8 kJ mol
1, mientras que se trata de un proceso de adsorcién quimica si E cumple que 8 kJ
mol?! < E < 16 kJ mol! (Dada et al., 2012; Flores-Aguilar et al., 2020).

LnQ, = LnQ,, — f&? (4.3)

e =RTIn (1+-) (4.4)
- L

E = NET: (4.5)

La tabla 4.1 muestra los resultados obtenidos. Los datos experimentales se ajustan
al modelo de Langmuir con un coeficiente de determinacion r2 > 0.99, de este modo,
se determina que la capacidad maxima de adsorcion (Qmax) es de 3.766 a 4.020 mg
g, mientras que los valores de RL de 0.620 a 0.674 corroboran la factibilidad del
proceso de adsorcion. Finalmente, el modelo de Dubinnin-Radushkevich indica que
el proceso de adsorcidén es un proceso quimico con valores de E de 10.783 kJ mol-
1a 11.471 kJ mol™.

Tabla 4.1. Pardmetros de adsorcion para a-NAP y B-NAP.

Langmuir Dubinin-Radushkevich
Qmax(mg g-l) Ru r E (k.l mol‘l) r
a-NAP 3.766 0.620 0.991 11.471 1.000
[B-NAP 4.020 0.674 0.996 10.783 0.941

4.4.2 Evaluacion de la composicion del LDH en laremocién de NAPs

El anion presente en la intercapa, asi como la proporcion de los cationes metalicos
M2*y M3* son los factores criticos que determinan la capacidad de remocion y esto
ha sido motivo de diversas investigaciones. Sin embargo, al momento de la

publicacion de este trabajo, no existe un trabajo reportado que estudie el efecto de
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diferentes cationes metalicos M?* en la remocién de algin contaminante bajo las
mismas condiciones experimentales, a continuacion, se realiza un estudio
sistematico de la remocion de NAPs empleando 3 diferentes sistemas LDH (MgAl,
CoAl y NiAl).

4.4.2.1 Efecto del anién de intercapa

Para evaluar el efecto del anion presente en la intercapa sobre la capacidad de
adsorcion, se sintetizaron diferentes LDH con proporcion molar M2*:M3* (3:1)
utilizando intercapas inorganicas (NOs, CI, y COs?) la figura 4.7 muestra los
resultados. Se observa que la capacidad de adsorcién disminuye conforme aumenta
la densidad de carga negativa en los aniones, este efecto es debido al aumento en
la intensidad de las interacciones electrostaticas entre los aniones presentes en la
intercapa y las laminas cargadas positivamente, lo que inhibe la capacidad de
intercambio aniénico conforme el siguiente orden NO3z > CI- > CO3?%, sin embargo,
para el sistema LDH MgAl se obtienen porcentajes de remocién similares para los
aniones NOz asi como Cl (>92.80%, %DER < 10%, n=3) (Abdolmohammad-Zadeh
et al., 2013; Johnston et al., 2021).

De manera frecuente se reporta que la incorporacién de aniones inorganicos mejora
la capacidad de adsorcién de los LDH a través de incrementar el espacio basal y
promoviendo interacciones hidrofébicas (Yu et al., 2017; Deng et al., 2018), de
acuerdo a lo anterior, se evaluo el efecto de la incorporacién de los aniones SDS"y
BenO- a la intercapa sobre la capacidad de adsorcidén. De acuerdo a los resultados
mostrados en la figura 4.7, la incorporacion de BenO- provee porcentajes de
remocion en el rango de 19.09 a 27.04% (%DER <10%, n=3), a pesar del anillo
aromatico presente en la estructura del BenO™ que puede promover interacciones
de tipo -1 con los anillos arométicos de los analitos. Dichas interacciones no son
suficientes para mejorar el porcentaje de remocién, esto debido quiza a que existe
una elevada afinidad del BenO-hacia el LDH que afecta la eficiencia de la adsorcion
(Yu et al.,, 2017). La incorporacion del SDS- permite obtener porcentajes de

remocion de 57.82 a 63.64% (%DER <10%, n=3; en este caso, la incorporacién de
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dicho anién mejora los porcentajes de remocién a través de incrementar el espacio

basal y de la promocion de interacciones o-1r entre la cadena alifatica del SDS"y de

a-NAP B-NAP

los anillos aroméaticos en los NAPs (Xiong et al., 2019).
100 100
80 . 80
60 B 60
40 | 40 |
20 20
¢ co,> cr NO,  BenO"  SDS ° co,> cI NO,  BenO-  SDS

Intercapa Interlayer

% Extraccion
% Extraccion

LDH MgAl LDH NiAl I LDH CoAl

Figura 4.7. Efecto de la intercapa en la remocion de o-NAP y 3-NAP.

De acuerdo a los resultados obtenidos en esta etapa, se selecciona al LDH MgAl
con intercapa de Cl"y a los LDH de NiAl y CoAl con intercapa de SDS" como

adsorbentes 6ptimos para estudios subsecuentes.

4.4.2.2 Efecto de la relacién molar de los cationes metalicos

En esta etapa se evalué la capacidad de adsorcién de los diferentes LDH
manteniendo la intercapa Optima obtenida en la seccion 4.4.2.1, para esto, se
sintetizaron LDHs con relaciones molares desde 4:1 hasta 1:4 (M?>*:M3*) y los
resultados se muestran en la figura 4.8. Se observa una tendencia y esta es que la
capacidad de adsorcién disminuye a medida que aumenta la proporcion de M3*;
este efecto es atribuido al exceso de carga positiva en las ldminas generado por el
alto contenido del catiéon M3*, lo que conlleva a un aumento en la intensidad de las
interacciones electrostaticas, inhibiendo asi el proceso de intercambio anionico
(Chen et al., 2019). De forma adicional, se observa que para los LDH con relaciones
molares de 1:1 a 1:4 una pérdida de la capacidad de adsorcion, asi como la perdida

de homogeneidad del material (Sui et al., 2012).
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Finalmente, se observa que los mejores porcentajes de adsorcion (57.23 a 92.80%,
%DER <10%, n=3) son provistos por los sistemas LDH de relacion 4:1 y 3:1, por

esto, son seleccionados como 6ptimos para estudios posteriores.

o-NAP B-NAP

100 100
80 80
60

40

. F - EFFF

4:1 31 2:1 11 1:

% Extraccion
% Extraccion

4:1

Relacién molar M2*: M3* Relacién molar M2 : M3+

LDH MgAl LDH NiAl I LDH CoAl

Figura 4.8. Efecto de la relacion molar en la capacidad de remocion de a-NAP y -
NAP.

4.4.3 Optimizacion de la elucion
Para evaluar la potencial aplicacion de los LDH en un sistema de preconcentracion
para NAPs, ahora se evalla el proceso de elucion a través del porcentaje de

recuperacion absoluta empleando soluciones de concentracion conocida.

El proceso de elucién implica la dispersion de los LDH posterior a la extraccion con
1 mL de solvente organico (MeOH, EtOH, ACN y acetona) durante 5 min,
posteriormente se lleva a cabo la separacion de las fases a través de centrifugacion,
el solvente organico es aislado y evaporado a sequedad bajo una corriente de aire,
para posteriormente ser reconstituido en 1 mL de una solucion que contiene al El

en una concentracién de 50 ug L para su andlisis por LVSS-CE.

Los resultados obtenidos se resumen en la tabla 4.2. Se observa que el proceso de
elucion se lleva de manera adecuada exclusivamente cuando se utiliza acetona

como solvente en el sistema LDH MgAI/Cl, este comportamiento puede ser
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explicado por la baja polaridad de la acetona que promueve la solubilidad de los
analitos con caracter hidrofobico, obteniendo porcentajes de recuperacion absoluta
de 23.46 y 58.25% (%DER <10%, n=3) para los LDH de MgAIl (4:1) y (3:1),
respectivamente (Ballesteros-Gémez et al., 2010). Por otra parte, no es posible
llevar a cabo el andlisis por LVSS-CE posterior al proceso de extraccion-elucion con
los LDH de Ni?* y Co?* que contienen intercapa de SDS-, esto atribuido a que,
durante el proceso de elucidn, el SDS™ presente en la intercapa puede ser lixiviado
al eluato y debido al elevado volumen de inyeccion que implica la técnica LVSS-CE,
el surfactante puede ser adsorbido en la pared del capilar lo que afecta la movilidad
electroforética (Zhong et al., 2011). De acuerdo a lo anterior el LDH de MgAI/CI- (3:1)

es seleccionado para pruebas de elucion subsecuentes.

Tabla 4.2. Pruebas de elucién empleando diferentes solventes organicos para LDHs

con proporciones 4:1y 3:1.

LDH

MgAl/CI- MgAl/Cl- NiAl/SDS NiAl/SDS CoAl/SDS- CoAl/SDS
Eluyentes
(4:1) (3:1) (4:1) (3:1) (4:1) (3:1)
Metanol X X X X X X
Etanol X X X X X X
Acetonitrilo X X X X X X
Acetona 23.45 +6.68 58.25+5.99 X X X X

Se evalué el efecto de acetona acidificada (acetona/HCIl) a 3 niveles de
concentracion de HCI: [0.001 M], [0.01 M], y [0.1 M] para mejorar la eficiencia de la
elucién. La figura 4.9 muestra los resultados. Se observa que el porcentaje de
recuperacién absoluta mejora desde 58.25 hasta 96.49% (%DER <10%, n=3)
cuando la concentracion de HCIl aumenta a 0.1M, de esta manera, el eluyente
optimo es acetona/HCI [0.1 M].
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Figura 4.9. Optimizacion del proceso de elucion empleando acetona/HCI.

4.4.4 Optimizacion del sistema de micro-extraccion en fase sélida dispersiva
4.4.4.1 Efecto del pH

Los NAPs asi como el LDH pueden adquirir diferentes cargas netas dependiendo
del pH de trabajo y esta carga neta es determinante en la forma de cémo
interaccionan los analitos con el adsorbente, de esta manera, el efecto del pH se
evaluod en el intervalo de pH de 4 a 12. Los resultados son mostrados en la figura
4.10.

Se observa que en el intervalo de pH 4 a 10 se obtienen porcentajes de remocion
superiores al 92.80% en todos los casos, debido a que el grupo hidroxilo presente
en los NAPs polariza la molécula y permite la interaccion con los grupos hidroxilo
presentes en la superficie de los LDH a través de fuerzas de Van der Waals y
puentes de hidrogeno (Nava-Andrade et al., 2021). Por otra parte, las repulsiones
electrostaticas entre las bases conjugadas de los NAPs y la superficie cargada
negativamente del LDH afectan el proceso de remocion a partir de valores de pH de
10, esto de acuerdo al pH de punto de carga cero (pHpzc=9.6) y los valores de pKa
9.30 y 9.76 para o-NAP y B-NAP, respectivamente (Li et al., 2018; Sirajudheen et
al.,, 2020). De acuerdo a lo anterior, pH 7 fue seleccionado como Optimo
(Abdolmohammad-Zadeh et al., 2013).
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Figura 4.10. Efecto del pH sobre la capacidad de remocion.

4.4.4.2 Efecto de la cantidad de LDH

La cantidad de LDH determina la disponibilidad de sitios activos en el sistema, es
por esto, que se evalla el efecto de la cantidad de LDH sobre la eficiencia de la
remocion en el intervalo de 1 a 30 mg. En los resultados mostrados en la figura
4.11, se observa que los porcentajes de remocién aumentan desde 40.39% cuando
se emplea 1 mg de LDH hasta 92.80% (%DER <10%, n=3) cuando se utilizan 5 mg,
de este modo, para minimizar la cantidad de LDH empleada, se seleccionan 5 mg

como cantidad éptima para pruebas posteriores.
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Figura 4.11. Efecto de la cantidad de adsorbente en la eficiencia de la remocién.

3.4.4.3 Efecto del tiempo de dispersién
La eficiencia de la remocion esta influenciada por el tiempo de contacto, que es el

tiempo necesitado para garantizar el equilibrio (Loutfi et al., 2023). El tiempo de
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contacto fue evaluado en el intervalo de 1 a 15 min de tiempo de dispersion. En la
figura 4.12 se observan porcentajes de remocion de 70.09% con %DER <10% en
todos los casos, cuando el tiempo de dispersién es de 1 minuto y se obtienen
porcentajes de remocion superiores a 92.80% (%DER <10%, n=3) a partir de 2.5
min. Para priorizar el nimero de andlisis en el tiempo, se seleccionan 2.5 min de

tiempo de dispersion como éptimo.
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Figura 4.12. Efecto del tiempo de dispersion en la eficiencia de la remocion.

Como resultado de esta etapa, se determina que las condiciones Optimas del
sistema DSPME son: pH 4 - 10, 5 mg de LDH y 2.5 min de tiempo de dispersion.

4.4.5 Efecto de lafuerzaidnica

Se evalué el efecto de la fuerza idnica en la eficiencia de la remocion. Para ello se
emplearon soluciones estandar que contenian al analito y concentraciones
conocidas de NaCl en el rango de 1x10° a 1x10* M vy la figura 4.13 muestra los
resultados obtenidos. Se tiene que el porcentaje de remocién disminuye desde
92.80 hasta 29.42% (%DER <10%, n=3) cuando la concentracion de NaCl
incrementa de 1x10° a 1x10?* M, lo cual es atribuido a la saturacion de los sitios
activos del LDH (Zhou et al., 2016; Sirajudheen et al., 2020).

La fuerza ionica es una de las principales limitantes en la aplicacion de la
metodologia, sin embargo, el contenido de Cl- en muestras de agua potable y de
grifo oscila entre 10 mg L* y 200 mg L*, por tanto, la metodologia puede ser
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aplicada, sin embargo, presenta limitaciones en muestras de agua de mar donde el
contenido de CI- se encuentra alrededor de 19,348 mg L* afectando el porcentaje

de remocion (Burlingame et al., 2007).
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Figura 4.13. Efecto de la fuerza iénica en la eficiencia de la remocion.

4.4.6 Analisis de interferentes

La eficiencia de remocion del LDH MgAI/CI- fue evaluada en presencia de dos
interferentes: fenol y bisfenol A, los cuales son contaminantes organicos que de
acuerdo a reportes previos pueden coexistir con los NAPs en muestras de agua
embotellada y de lago (Peng et al., 2016). Los experimentos se evaluaron a dos
diferentes relaciones de concentracion (1:1 y 1:3). La figura 4.14 muestra los
electroferogramas obtenidos donde se observa la selectividad del LDH MgAI/CI
hacia los NAPs obteniendo porcentajes de remocién superiores al LOD, mientras
gue la relacion de éareas de los interferentes con respecto del EI se mantiene

constante antes y después del proceso DSPME.
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Figura 4.14. Elecroferogramas obtenidos en el analisis de NAPs e interferentes:
A) solucion estandar de a-NAP 1mg L2, B-NAP 1mg L?, bisfenol A 1mg L y fenol
1mg L analizada por CE y B) solucién estandar de o-NAP 1mg L1, B-NAP 1mg L
! bisfenol A 1mg L y fenol 1mg L* tratada por el proceso DSPME desarrollado y

analizado por CE.

4.4.7 Aplicacion en muestras reales

17 muestras de agua (grifo y agua potable) fueron previamente analizadas por
LVSS-CE, sin embargo, al no encontrar muestras positivas a NAPs, se realizé el
dopaje de muestras para demostrar que el LDH MgAI/Cl- puede ser aplicado en la
remocion de NAPs incluso en cantidades ultra-traza. Las muestras de agua fueron
dopadas en concentraciones de 25 ug L? y tratadas bajo las condiciones éptimas
del proceso DSPME desarrollado. La figura 4.15 muestra los electroferogramas

obtenidos, donde se observa la remocion completa de los NAPs.
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Figura 4.15. Electroferogramas obtenidos en la remocion de naftoles por la
metodologia DSPME: A) muestra de agua de grifo dopada con o-NAP 25 ug L%, B-
NAP 25 ug L'ty EI 50 ug L analizada por LVSS-CE (180 s de inyeccion (0.5 psi),
180 s de pre-concentracién y -6 kV de voltaje de pre-concentracion) y B) muestra

de agua de grifo dopada con o-NAP 25 ug L, B-NAP 25 ug L'ty EI 50 pg L1,
tratada por la metodologia DSPME propuesta y analizada por LVSS-CE (180 s de
inyeccion (0.5 psi), 180 s de pre-concentracion y -6 kV de voltaje de pre-

concentracion).

4.4.8 Comparacion del método de remocion

De acuerdo a la bibliografia, diversos adsorbentes han sido empleados en la
remocion de a-NAP y B-NAP; en 2011 Zhao y colaboradores describieron el uso de
nanohojas de grafeno, en 2016 Zhou y colaboradores emplearon un adsorbente
magneético a base de polianilina (FesO4s@PANI) y en 2019 Abdelhameed y Hossam
aplicaron un adsorbente basado en estructuras zeoliticas de imidazol; las
condiciones de trabajo son descritas en la tabla 4.3. A pesar de las ventajas de cada
adsorbente, el proceso DSPME basado en el uso del LDH MgAI/Cl- emplea solo 5

mg de adsorbente, el equilibrio es alcanzado en 2.5 min y una elevada eficiencia de
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remocion en el intervalo de pH 4 a 10. Dichos resultados representan una ventaja
en el tratamiento de aguas ambientales en comparacion con los meétodos
previamente descritos donde se emplea un tiempo de dispersion desde 5 hasta 48
h, incrementando asi el tiempo de andlisis. Por otra parte, la sintesis del adsorbente
es facil y rapida utilizando reactivos comunes en los laboratorios. La tabla 4.3,
proporciona informacion especifica de las condiciones de trabajo en los procesos

de remocion descritos.

Tabla 4.3. Comparacion de la metodologia de remocién desarrollada con

metodologias reportadas en la literatura.

Volumen Cantidad de Tiempo de
Analito  Muestra Adsorbente Ph Temperatura REF
muestra adsorbente contacto
a-NAP Agua 8 mL Grafeno Suspension 7 313.15K 15H Zhao et al., 2011
sulfonado (0.08 g/L)
a-NAP, Agua 25 mL Fes0s@PANI 20 mg 2-7 T.A 5H Zhou et al., 2016
B-NAP
y BPA
B-NAP Agua 50 mL ZIF@wool 250 mg - TA 48 H Abdelhameed y
Emam, 2019
a-NAP Agua 1ImL MgAl/CI-LDH 10 mg 4-10 T.A 2.5 min Este trabajo
y
B-NAP

T.A: Temperatura ambiente
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4.5 Conclusiones

La naturaleza (organica o inorganica) de la intercapa del LDH determina el
modo de interaccion analito-LDH a través de interacciones electrostaticas, 1r-
T y o-11, mejorando o inhibiendo la capacidad de remocion.

La capacidad de remocion de los diferentes sistemas LDH disminuye a
medida que aumenta la proporcion de M3*; atribuida al exceso de densidad
de carga positiva generada en las laminas del LDH. Los sistemas LDH con
relacion molar 4:1 y 3:1 proporcionan los mejores porcentajes de remocion
(57.23 2 92.80%, %DER <10%, n=3).

La elucion se logra mediante el uso de acetona/HCI [0.1M] lo cual es debido
a un efecto de solubilidad entre los analitos de caracter hidrofébico y el
solvente de baja polaridad, permitiendo obtener porcentajes de recuperacién
absoluta de 96.49% (%DER <10%, n=3).

Bajo las condiciones 6ptimas del sistema DSPME: pH 4-10, 5 mg de LDH y
2.5 min de tiempo de dispersion, se obtienen porcentajes de remocion
superiores a 92.80%

La metodologia propuesta puede ser aplicada con éxito en la remocion de a-
NAP y B-NAP en cantidades ultra-traza en muestras de agua embotellada y

de grifo.
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5. Conclusiones generales

El presente trabajo permitié el desarrollo de un sistema de preconcentracion y

remocion de los isomeros a-NAP y 3-NAP.

e La técnica de preconcentracion on-line LVSS-CE permite el analisis de a-
NAP y B-NAP en concentraciones ultra-traza en muestras de agua

embotellada y de grifo.

e La técnica LVSS-CE es competitiva comparada con técnicas de pre-

concentracion reportadas en la literatura.

e La eficiencia del sistema de remocion esta determinada por la compaosicion
del LDH (tipo de cationes metdlicos, relacion M2*:M3* y naturaleza de la

intercapa).

e Bajo las condiciones Optimas, la metodologia propuesta puede ser aplicada
en la remocion de a-NAP y B-NAP en muestras de agua embotellada y de

grifo.

e Los sistemas desarrollados son simples, de bajo consumo de solventes,

econdémicos y ambientalmente amigables.
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