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PROLOGO

El conocimiento de las diferentes formas quimicas, es decir, las especies, en
las que un elemento se puede hallar en los alimentos, asi como la estabilidad y
cinética de disociacion, son de importancia primaria debido a sus diferentes grados de
toxicidad, biodisponibilidad, bioacumulacion y movilidad. Por lo tanto, el analisis de
especiacion elemental es fundamental para evaluar de forma correcta el riesgo de
exposicion a elementos tdxicos, como el arsénico (As) 6 establecer requerimientos
nutricionales de elementos esenciales, como el selenio (Se). En dicho contexto, el
desarrollo de nuevas metodologias analiticas resulta de gran relevancia para poder
realizar los estudios de especiacién elemental.

En las ultimas décadas se ha observado un crecimiento en el desarrollo de
métodos destinados al analisis de especiacion elemental, basadas en técnicas
instrumentales hibridas que involucran el acoplamiento de técnicas separativas
instrumentales (Ej. cromatografia liquida de alto rendimiento (HPLC), cromatografia de
gases y electroforesis capilar) a detectores fundamentados en espectrometrias
atomicas (Ej. generacion de hidruros acoplada a espectrometria de fluorescencia
atomica (HG-AFS)). Sin embargo, se presenta un importante desafio analitico cuando
se trata de elementos traza o ultratraza, que esta dado por las bajas concentraciones
en que algunos elementos toxicos y/o esenciales se encuentran en los alimentos,
requiriendose métodos con alta capacidad de separacion y sensibilidad, que a la vez
permitan la determinacién exacta de las numerosas especies quimicas. De este modo,
el analisis de especiacion requiere de técnicas separativas de alto rendimiento que
permitan obtener una alta capacidad resolutiva de la mezcla de las especies quimicas.
En el caso de las especies de As y Se, las separaciones cromatograficas se han
realizado mediante intercambio anidnico, mientras que la separacion por cromatografia
de fase reversa (RP) ha sido escasamente explorada. Una alternativa a considerar en
RP-HPLC, es la separacion de las especies mediante la adicion de diferentes reactivos
formadores de pares idnicos en las fases moviles, siendo los liquidos i6nicos (ILs) una
alternativa muy interesante por sus propiedades, pero que ha sido realmente poco
explorada para dichas aplicaciones.

La presente tesis de grado tiene como propuesta central el desarrollo de
metodologias analiticas de alto rendimiento de separacion y sensibilidad, utilizando
técnicas instrumentales hibridas (HPLC-HG-AFS) para la determinacion de especies
de As y Se en muestras con alta complejidad matricial, tales como las que plantean
alimentos y bebidas. Se presenta la realizacion de un estudio comprensivo acerca del

rol de diversos ILs como aditivos de fases méviles en HPLC para la separacion de



especies de As y Se, seguido de la posterior deteccion mediante HG-AFS. Se
demuestra también, la aplicacion de los métodos desarrollados para el analisis de
especiacion de As y Se en muestras de gran relevancia para el desarrollo econémico y
productivo de la region de Mendoza, constituyéndose en tecnologias aliadas para

favorecer la productividad de laboratorios analiticos de control de calidad.
El desarrollo de la presente tesina de investigacion y desarrollo ha dado origen a
la publicacién de un trabajo de investigacion en una revista de prestigio internacional y

otro en vias de publicacion:

* Alexander Castro Grijalba, Emiliano F. Fiorentini, Luis D. Martinez, Rodolfo G.

Wouilloud, “A comparative evaluation of different ionic liquids for arsenic species
separation and determination in wine varietals by liquid chromatography -
hydride generation atomic fluorescence spectrometry”. Joumal of
Chromatography A 1462 (2016) 44-54. ISSN: 0021-9673.

* Alexander Castro Grijalba, Emiliano F. Fiorentini, Rodolfo G. Wuilloud, “A

comparative study of different ionic liquids for selenium speciation analysis in
food samples by liquid chromatography coupled to hydride-generation atomic
fluorescence spectrometry”. Journal of Chromatography A (2016). ISSN: 0021-9673

(enviado).

Y la presentacion inminente de dos trabajos en un congreso internacional:
* “lonic liquids as mobile phase modifiers for the separation of arsenic species in
wine by liquid chromatography coupled to atomic fluorescence detection”.
Congreso: 5" Iberoamerican Meeting on lonic Liquids (IMIL 2017). Santos, Sao Paulo,

Brasil, 2017. Autores: Alexander Castro Grijalba, Emiliano F. Fiorentini, Rodolfo G.

Wouilloud. Modalidad: Ponencia oral.

» “Separation and determination of selenium species in food and beverages by
ionic liquid-assisted reversed-phase liquid chromatography”. Congreso: 5"
Iberoamerican Meeting on lonic Liquids (IMIL 2017). Santos, Sao Paulo, Brasil, 2017.
Autores: Alexander Castro Grijalba, Emiliano F. Fiorentini, Rodolfo G. Wuilloud.
Modalidad: Poster.
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Capitulo 1

INTRODUCCION




1.1 ARSENICO

1.1.1 Ocurrencia y obtencion

El As estda muy distribuido en el medio ambiente, su concentracion promedio en
la corteza terrestre es de aproximadamente 3,4 mg kg'. Se lo encuentra

principalmente como arseniato, en asociacion con sulfuros y en varios minerales [1].

El As puede obtenerse a partir de la arsenopirita. El procedimiento de
obtencion consiste en someter el mineral a calentamiento al vacio, permitiendo la
sublimacion del As y la deposicion de residuo solido de sulfuro ferroso. Sin embargo,
la mayoria del As se comercializa bajo la forma de 6xido. En el proceso de fusion de
minerales de Cu, Pb, Au y Co se obtiene 6xido arsenioso, el cual se volatiliza y es
arrastrado por los gases de la chimenea, luego estos gases se refinan, mezclandolos
con pequefias cantidades de galena o pirita para evitar la formacion de arsenito y por
tostacion se obtiene 6xido arsenioso con una pureza de alrededor del 95%, mientras

que por sublimaciones sucesivas puede llegar a alcanzar un valor del 99% [2].

1.1.2 Principales usos

El As inorganico ha sido utilizado en la produccién de insecticidas (arseniato de
plomo) y herbicidas (arsenito de potasio), actualmente prohibidos por el Servicio
Nacional de Sanidad y Calidad Agroalimentaria (SENASA). Los compuestos
arsenicales organicos han reemplazado, en la mayoria de los casos, a los inorganicos
como agentes herbicidas, plaguicidas y para fines sanitarios o de uso domiciliario, los
cuales son aplicados en menores proporciones, por lo que se disminuyen parcialmente
los problemas de acumulacion de As en suelos agricolas [3]. Las formas organicas de
As también se emplean en la produccion avicola, a través del agregado de
fenilderivados de As en piensos, por su accion antimicrobiana. Estos compuestos
actuan también como promotores del crecimiento, aumentando la absorcion de
alimentos, mejorando el plumaje de las aves, la pigmentacion e incrementando la

producciéon de huevos.

El As inorganico se utiliza como preservante de maderas (como arsenito de
cobre y cromo), en aleaciones con Pb para la fabricacion de perdigones, como
semiconductor para circuitos integrados (arseniuro de galio) y en la construcciéon de
diodos de laser y LED. Se aplica como pigmento para pinturas y fuegos artificiales
(sulfuro de arsénico) y como decolorante en la fabricaciéon del vidrio (6xido arsenioso)
al eliminar el color verde que producen las impurezas de Fe. El As también ha

encontrado aplicaciones con fines terapéuticos [4].



1.1.3 Propiedades fisicas y quimicas

El As es un elemento del Grupo 15 (VA) de la tabla periddica y su configuracion
electrénica es [Ar] 3d' 4s? 4p®. Cuando esta formando compuestos, el As existe bajo
los estados de oxidacion -lll, +lll 'y +V. Se lo clasifica como un metaloide, debido a que
presenta propiedades tanto metalicas como no metalicas. Frecuentemente se refiere al
As como un metal pero en realidad es un metaloide. En la Tabla 1.1.1 se resumen

algunas propiedades del elemento.

Tabla 1.1.1 Propiedades del Arsénico.

Propiedad Valor
Numero atémico 33
Masa atémica relativa ('*C=12,000) 74.92
Punto de fusion (°C) 614
Punto de ebullicién (°C) 817
Densidad (g mL™) 572
Radio i6nico (A) 0,47
Radio atémico (A) 1,21
Radio covalente (A) 1,19
Conductividad eléctrica (m™ Q") 3,45 x 10°
Conductividad térmica (W m? K™) 50

El As se presenta en tres estados alotropicos. El As gris (forma a) es estable en
condiciones normales, tiene estructura romboédrica, buen conductor del calor pero
pobre conductor de la electricidad, es deleznable y pierde el lustre metalico expuesto
al aire. EI As amarillo (forma y) es volatil, presenta fosforescencia a temperatura
ambiente y expuesto a la luz o al calor se revierte a la forma a. El As negro (forma B)

tiene estructura hexagonal y propiedades intermedias entre las formas a y y [5].

El As presenta un isétopo natural y estable (°As) que se encuentra en un
100% de abundancia. Posee 32 isétopos inestables, cuyo tiempo de vida media oscila
entre 0,09 segundos para el caso de °®As y 80,3 dias para "*As. El “As es un

radioisétopo utilizado en la localizacion de tumores cerebrales [6].



1.1.4 Especies de Arsénico

La relacion carga/radio del cation pentavalente seria tan alta que no es posible
su existencia como tal en un medio acuoso, es por ello que el As(V) se presenta como
anion arseniato, protonado en mayor o menor medida, mientras que As(lll) se presenta
como acido arsenioso (H3;AsO3z) y sus correspondientes derivados proteoliticos,
dependiendo del pH. El estado de oxidacién del As determina su movilidad en
diferentes medios y esta controlado fundamentalmente por las condiciones redox y el
pH [7].

Los compuestos organicos arsenicales contienen As unido a un atomo de
carbono por medio de uniones covalentes. El As puede estar en su forma trivalente o
pentavalente. En la Tabla 1.1.2 se resumen las principales especies arsenicales y

algunas de sus propiedades.

Tabla 1.1.2 Propiedades de las especies de As mas comunes.

Composicion Peso
Compuesto Estructura Ref.
elemental molecular
OH
Acido arsenioso H3AsO3 l\s 125,94 [7]
7N
HO OH
(|)H
Acido arsénico H;AsO, Ho—ﬁs—OH 141,94 [7]
Acido dimetilarsénico
HO—As—CH,
(DMA) C:H; AsO, L, 137,99 [7]
Acido OH
. L CH5AsO, As 123,97 [8]
monometilarsénico HO™ "CHj
Acido 0
monometilarsonico CHsAsO; HO—/TS—OH 39,97 [8]
(MMA) CHs
I
HO—As-OH
Acido p-arsanilico CsHsNO3ASs 217,05 [9]
NH»




CH3

| + /O
Arsenobetaina CsH11AsO, Hsc—/l*S-CHszO_ 178,06 [10]
CH,

I
HO—As-OH

Nitarsona CsHsNOsAS 247,03 [11]

Roxarsona CsHsNOgAS 263,03 [9]

1.1.5 Toxicologia

La toxicidad relativa de los compuestos de As depende de su forma (organica o
inorganica), valencia, solubilidad, estado fisico, pureza, tasas de absorcién y de
eliminacion. El As inorganico es mas téxico que el organico. Los arsenitos y arseniatos
son altamente solubles en agua. Algunos derivados del As que contienen grupos
metilo o fenilo, causan preocupaciéon por efectos que producen sobre la salud de

animales en experimentacioén [12].

1.1.5.1 Fase de exposicion

El organismo humano puede estar expuesto al As a través del agua, aire y
alimentos. En el caso del agua contaminada, puede producirse la exposicion por
consumo directo de la misma, por su uso en la preparacién de comidas, en procesos
de riego de cultivos y procesos industriales. Las concentraciones de As en el agua son
usualmente menores a 10 pyg L™, aunque en sitios cercanos a minas los niveles son de
entre 200 y 1000 ug L. Las concentraciones de As en el aire en sitios alejados de las
actividades antropogénicas son de 1x10° a 3x10° ng L' mientras que en zonas

industriales pueden alcanzar valores hasta cien veces mayores [13].

El principal aporte de As a la dieta son alimentos de origen marino, peces y
crustaceos, que poseen concentraciones elevadas de As, de hasta 90 ug g™'. Pero se
presentan formas organicas de As que al ser menos toxicas que las formas
inorganicas, disminuyen el riesgo de toxicidad. En otro tipo de alimentos (hierbas para
infusiones, vegetales, semillas, carnes) las concentraciones generalmente son mas

bajas y las especies no siempre son conocidas. Las personas que fuman tabaco

4



pueden estar expuestas a As inorganico, ya que las plantas de tabaco absorben el As

presente de forma natural en el suelo [14].

1.1.5.2 Fase toxicocinética

La absorcion de As puede producirse en el tracto gastrointestinal, por via
respiratoria y en menor proporcion por via dérmica. La absorcion por via respiratoria
dependera del tamafo de las particulas inhaladas, de su solubilidad y de la estructura

quimica del compuesto.

El As se distribuye facilmente por todo el cuerpo, a través de la formacién del
complejo a-globulina-As. Se acumula principalmente en el higado, rifién, pulmén y
bazo, y en menor proporcion en tracto digestivo, huesos y piel. EI As inorganico
insoluble inhalado es depositado y retenido en el tejido pulmonar durante un tiempo
relativamente largo. Otros experimentos con animales indican la acumulacion de

arsenobetaina en cartilago, testiculos, epididimo y musculos [15].

El metabolismo del As se realiza predominantemente en el higado, se propone
que intervienen dos procesos. Un primer proceso relacionado con la reduccion del
As(V) a As(lll) y segundo proceso asociado a reacciones de metilacion oxidativa. En
un primer paso de metilacion se obtiene el acido monometilarseniato (MMA) y con una
segunda metilacion, se produce el acido dimetilarseniato (DMA). Se ha propuesto al
glutation reducido (GSH) como agente reductor y transportador del As, y a la S-
adenosilmetionina como donante de grupos metilo. La capacidad de metilacion del As
puede estar influida por la dosis, el tiempo de exposicion, una dieta rica en metionina y

el probable polimorfismo genético de las enzimas involucradas en la metilacion.

La principal ruta de excrecion del As es a través del rifion, un 50-70% como
DMA, un 10% como MMA y un 20% como As sin metilar. Estas proporciones pueden
variar segun la forma quimica, el tiempo de exposicion, la dosis y la especie animal

expuesta [16].

1.1.5.3 Fase toxicodinamica

Los compuestos arsenicales trivalentes tienen gran afinidad por los grupos
sulfhidrilos de las proteinas. El As(lll) es una especie toxica protoplasmatica que inhibe
a varias enzimas, especialmente las del metabolismo y las de la respiracion. Mientras
que As(V) es capaz de sustituir al grupo fosfato en las reacciones que son catalizadas
enzimaticamente, afectando procesos como la produccién de adenosintrifosfato (ATP)
y la sintesis de ADN [16].



1.1.5.4 Efectos toxicos

Los sintomas que se presentan en una intoxicacibn aguda por As estan
asociados a alteraciones gastrointestinales, cardiovasculares, nerviosas, renales vy
hepaticas. Los sintomas incluyen vomitos, dolor abdominal, diarrea, entumecimiento u
hormigueo en las manos y pies, calambres musculares y alteraciones del sistema
circulatorio. Se producen alteraciones hematoldégicas caracterizadas por anemias y
leucopenia. En casos extremos se da la muerte.

Los sintomas de la exposicién prolongada a altos niveles de As inorganico se
observan primero en la piel, incluyen cambios de pigmentacion, lesiones cutaneas,
durezas y callosidades en las palmas de las manos y las plantas de los pies
(hiperqueratosis). Aparecen también problemas relacionados con el desarrollo,
diabetes y enfermedades cardiovasculares. Ademas de cancer de piel, la exposicion

prolongada al As puede causar cancer de vejiga y de pulmon [16].

Se ha observado la enfermedad conocida como “Pie Negro” o HACRE
(Hidroarsenismo Cronico Regional Endémico), cuando la ingesta diaria de As
inorganico se encuentra entre 10 y 50 ug kg™ de peso corporal. Se manifiesta a través
de problemas vasculares, que derivan en algunos casos en necrosis y gangrena en
manos y pies. La enfermedad se desarrolla progresivamente, comprometiendo
diversos 6rganos Yy sistemas, principalmente la piel. Una de las complicaciones mas

importantes es el desarrollo de neoplasias, principalmente tumores cutaneos [14].

La teratogenicidad del As ha sido demostrada en ratas, causando
malformaciones encefalicas, defectos oculares, agenesia renal y gonadal. La IARC ha
clasificado al As y sus compuestos como cancerigenos para los seres humanos. El As
inorganico ha sido clasificado dentro del grupo A (con suficiente evidencia en
humanos) [14].

1.1.5.5 Tratamiento por intoxicacion

Segun la gravedad de cada caso, se puede recurrir a estabilizacion
hemodinamica del paciente, lavado gastrico utilizando carbdn activado u optarse por el
uso de quelantes, como acido dimercaptosuccinico o D-penicilamina [14].

1.1.6 Especiacion de Arsénico en vinos

El As puede estar presente en bebidas alcohdlicas, como el vino, debido al uso
de herbicidas o insecticidas que contaminan a las plantas de la vid. Otras fuentes

potenciales de contaminacién pueden ser el tipo de suelo, la calidad del agua utilizada



para el riego y los procedimientos aplicados durante la elaboracién del vino, es decir,
la recoleccion, trituraciéon, prensado, fermentacién, purificacion y condiciones de
conservacion del producto final [17]. El vino es una bebida alcohdlica de gran valor
social y econémico a nivel mundial. De hecho, la produccion y el consumo de vino se
ha estimado en mas de 20.000 millones de litros al afio segun la OIV (Oficina
Internacional de la Vifia y el Vino), que sefiala la importancia de este producto.

Desde el punto de vista quimico, el vino es una soluciéon de agua-etanol que
contiene una gran variedad de productos organicos y sustancias inorganicas [18, 19].
Las sustancias organicas en el vino se pueden dividir en dos grupos: volatiles y no
volatiles. Entre las volatiles, el etanol es el compuesto mas abundante que oscila entre
el 8% y el 19% (v/v), pero existen otros compuestos volatiles (por ejemplo, metanol,
ésteres y terpenos) directamente responsables de los caracteres organolépticos del
vino, aunque sus concentraciones son bastante mas bajas que la del etanol. Los
compuestos organicos no volatiles incluyen compuestos de baja volatilidad, alcoholes,
azucares y acidos organicos, asi como sus sales. Estos pueden estar presentes en
concentraciones superiores a 1,0 g L™'. El vino también contiene pequefias cantidades
de otras sustancias (<1,0 g L™") como aminoéacidos, polifenoles, flavonoides, etc. En
cuanto a los 4cidos inorganicos, el vino es rico en CI', PO,*, SO,%, SO5* y sales.

Los constituyentes del vino estan estrictamente regulados por organizaciones
internacionales [20] o agencias gubernamentales [21] para evitar el fraude y los
riesgos para la salud. Ademas, la composicion elemental del vino proporciona
informacion sobre la calidad o caracteristicas del vino [22, 23]. Los elementos en el
vino se pueden clasificar en dos grupos: endégenos y exdgenos. Los elementos
endogenos son los mas abundantes, estan relacionados con el tipo de suelo en el
vifledo, la variedad y madurez de la uva y las condiciones climaticas. Los elementos
exdgenos estan asociados con las impurezas externas que pueden llegar al vino
durante el crecimiento de las uvas. Asi, las diferencias en los valores de concentracion
de ciertos metales en diferentes vinos puede deberse al uso de fertilizantes para el
cultivo. La aplicacién de plaguicidas, fungicidas y fertilizantes durante las estaciones
de cultivo de los vinos conducen a una mayor cantidad de Cd, Cu, Mn, Pb, Zn o As en
el vino [24]. Asimismo, la contaminacion ambiental de los vifiedos puede aumentar la
concentracion de algunos elementos [25]. Los metales exdgenos ademas estan
relacionados con la cosecha y embotellado, por el contacto prolongado del vino con
materiales como Al, latén, vidrio, acero inoxidable, madera, etc., utilizados para la
construccion de tuberias y barriles, y ademas por la adiciéon de diferentes sustancias

en diferentes etapas de la produccién del vino [26].



El analisis de especiacion elemental en los vinos esta recibiendo cada vez mas
atencion debido a la informacién adicional que proveen este tipo de estudios acerca de
la identidad y concentracion de las especies quimicas, lo cual aporta informacion muy
valiosa evaluar la toxicidad o naturaleza esencial de un elemento. La biodisponibilidad,
movilidad y toxicidad dependen de la forma quimica especifica de la especie. Los
metales pueden existir en vinos como iones libres, como complejos con acidos
organicos o como moléculas grandes, como polisacaridos, péptidos, proteinas vy
polifenoles. Es importante sefialar que las especies metalicas no deben transformarse
a los largo de la diferentes etapas del proceso analitico total, es decir, durante el
muestreo, almacenamiento y analisis de los vinos, a los efectos de obtener resultados
exactos respecto de la especiacion de los elementos que puedan ser utiles y validos
para estudios toxicicologicos, nutricionales y ambientales, entre otros posibles [27].
Hasta el momento, la mayoria de los estudios se han centrado en el analisis de
especiacion de Pb, As, Fe y Cu en vino, pero también Zn, Sn y Mn han recibido cierta
atencion.

La especiacioén incluye no solo la elucidacién del estado de oxidacion, sino que
también incluye conocer las posibles asociaciones quimicas que conducen a la
formacion de especies quimicas inorganicas y organicas. Asi, cuando se debe evaluar
la presencia de As en los vinos, no solo es suficiente conocer la concentracion total de
este elemento, sino que ademas es necesario un analisis de su especiacion quimica
que involucre la cuantificacién de especies altamente toxicas, tales como As(lll) y
As(V), pero también de especies moleculares de interés, como el acido
monometilrseniato (MMA) y acido dimetilarseniato (DMA) [27]. La OIV regula la
concentracion total de As en los vinos de modo que su concentracion total sea menor
a un limite maximo residual (LMR) de 200 ug L™ [28]. Sin embargo, dicho LMR plantea
algunos inconvenientes para los quimicos analiticos debido a que técnicas de analisis
altamente sensibles son necesarias para la determinacion de As. Esta situacion es
mas compleja cuando el analisis de especiacién tiene que ser realizado, puesto que la
concentracion de las especies de As es una fraccion del As total. De esta manera,
normalmente se utilizan técnicas instrumentales hibridas para el analisis de
especiacion, ya que ofrecen la separacion de las especies con alta sensibilidad de
deteccion. Para el analisis de especiacién elemental de muestras de vino, el
acoplamiento de HPLC con ICPMS o ICP-OES constituyen las técnicas mas
atractivas, aunque otros métodos también han sido reportados. En dichos casos, es
importante destacar que para la separacién de las especies de interés frecuentemente

se requiere una elucidén con soluciones que causan problemas en el funcionamiento



del plasma, especialmente cuando la elucion en gradiente con un solvente es aplicada
[29].

Procedimientos cromatograficos y no cromatograficos se han utilizado para la
especiacion de As en el vino. Diferentes métodos analiticos sensibles se han
reportado utilizando técnicas acopladas entre ellas, por ejemplo, la cromatografia
gaseosa con deteccion por emision atémica (GC-AED), aunque en estos casos se
requiere la formacion de derivados con tioglicolato de metilo [30] y cromatografia
liguida de alta resolucidbn con espectrometria de masas por plasma acoplado
inductivamente (HPLC-ICP-MS) [31]. Asimismo, es importante mencionar que también
se han utilizado técnicas no cromatograficas para la separacion de especies de As en
vinos, tales como la microextraccién liquido-liquido dispersiva asociada a la deteccion
elemental por espectrometria de absorcion atémica electrotérmica (IL-DLLME-ETAAS)
[17], aunque solo es posible la determinacion de especies inorganicas de As ademas
del total de As debido a limitaciones practicas para separar un gran numero de
especies.

Por otro lado, se ha utilizado la deteccion HG-AFS en sistemas de analisis de
flujo continuo para la determinacion de As total, pudiéndose determinar selectivamente
especies como As(lll), As(V), MMA y DMA mediante el ajuste de las condiciones
experimentales para la generacién de arsina. Tasev y colaboradores, reportaron sobre
la determinacién de especies inorganicas de As y As total en vinos empleando la
técnica HG-AAS y encontraron que As(lll) era la especie de As predominante en el
vino. Las concentraciones halladas fueron relativamente bajas teniendo en cuenta la
legislacion internacional y la ingesta diaria estimada de As total para los consumidores
[32]. Herce-Pagliai y colaboradores determinaron As total, As inorganico y As organico
en 45 muestras de vino por HG-AAS y cromatografia de intercambio idnico acoplada a
HG-AAS. En este caso, los investigadores hallaron concentraciones que oscilaban
entre 2 y 15 ug L™, donde DMA fue la especie mas abundante en la mayoria de las
muestras [33]. Wangkarn y Pergantis desarrollaron un método para la separacion por
HPLC de fase reversa con formacién de pares idnicos, acoplado en linea a ICP-MS y
encontraron solamente As(lll) a niveles ultratrazas en las muestras de vino [34].

Las principales especies de As que se han encontrado en vinos han sido As(lll),
As(V), MMA y DMA. Técnicas cromatograficas acopladas tales como HPLC-ICP-MS vy
HPLC-AFS han sido utiles para determinar todas estas especies de As en un solo
procedimiento cromatografico [33]. Sin embargo, debido a la alta concentracién de
etanol en el vino, la inyeccién de muestras de esta naturaleza en HPLC, junto al uso
de fases moviles con concentraciones apreciables de solventes organicos, tales como

las que se aplican con RP-HPLC, puede generar ciertos inconvenientes para el
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analisis. De hecho, esta situacion es especialmente de cuidado cuando se acopla
HPLC a detectores como AFS o ICP-MS, ya que pueden presentarse problemas que
incluyen el aumento de la sefial de fondo y los efectos de pérdida de sensibilidad
causados por disolventes organicos. Por lo tanto, la técnica cromatografica mas
utilizada para la especiacion de As ha sido la de intercambio aniénico (AEC), ya que
los solventes organicos no son necesarios en la fase movil [35]. Por otro lado, HPLC
de fase reversa por apareamiento idnico (IP-RP-HPLC) ha tenido éxito para la
separacion de las especies de As con disolvente organico minimo o sin afiadir a la
fase movil [36]. En este caso, diferentes reactivos formadores de pares i6nicos se han
utilizado como aditivos de fase movil en IP-RP-HPLC-HG-AFS para separar especies
de As incluyendo, bromuro de dodecildimetiiamonio (DDAB), hidroxido de
tetrabutilamonio (TBA) o sulfonato de hexano [37]. Asimismo, en un estudio reciente,
se utilizé HPLC-ICP-MS para el analisis de especiacion de As en vinos blancos
producidos en América del Sur y se encontraron concentraciones de las especies de
As entre 3-10 ug L™ de As (lll), 9-18 pyg L™ de As(V) y hasta 1,1 ug L™ de DMA [30].
Los reactivos de pares idnicos de uso comun para el analisis de especiacion de
As son acido perfluorocarboxilico, hidroxido de tetraalquilamonio y sulfonato de alquilo.
Sin embargo, son propensos a problemas relacionados con bajos tiempos de retencion
que afectan la resolucién de los picos y baja sensibilidad. Asi, la introducciéon de
nuevos reactivos de pares iodnicos en el sistema de separacion por HPLC es deseable.
Los ILs que comprenden cationes y aniones inorganicos u organicos asimétricos y han
atraido recientemente gran interés debido a sus propiedades unicas tales como
estabilidad térmica, presiones de vapor despreciables, miscibilidad con agua vy
solventes organicos [38]. Ciertos ILs se han utilizado en el analisis de la especiacion

de As, permitiendo alcanzar una resolucion cromatografica superior [39].
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1.2 SELENIO

1.2.1 Ocurrencia y obtencion

El Se es un elemento que se encuentra ampliamente distribuido en la corteza
terrestre. En la mayoria de las rocas y suelos se halla en concentraciones entre 0,1y 2
mg L". Se encuentra en ciertos minerales de Cu y con S nativo. Raramente se
encuentra en estado nativo, obteniéndose principalmente como subproducto de la
refinacion del Cu ya que aparece en los lodos de electrdlisis junto al Te (5-25% Se, 2-
10% Te) [1].

La produccion comercial se realiza por tostacion con cenizas de sosa o acido
sulfurico de los lodos. Primero se afiade un aglomerante de cenizas de sosa y agua a
los lodos para formar una pasta dura que se extruye para proceder a su secado. La
pasta se tuesta a 530-650°C y se sumerge en agua resultando Se hexavalente que se
disuelve como selenato de sodio. Este se reduce a seleniuro de sodio calentandolo de
forma controlada, obteniendo una solucién de color rojo. Inyectando aire en la solucion
el seleniuro se oxida rapidamente obteniéndose el Se [2].

Otro método consiste en mezclar los lodos de cobre con acido sulfurico tostando
la pasta resultante a 500-600°C para obtener didxido de selenio que rapidamente se
volatiliza a la temperatura del proceso. Este se reduce a selenio elemental durante el
proceso de lavado con didéxido de azufre y agua, pudiendo refinarse posteriormente

hasta alcanzar purezas de 99,5-99,7% de Se [2].

1.2.2 Principales usos

El Se se utiliza en células fotoeléctricas y solares, como rectificador en la radio y
aparatos de television. También fue utilizado histéricamente en los medidores de
exposicion en fotografia. Otras aplicaciones son como aditivo en el acero inoxidable,
en bafios de cromo galvanico para inducir microfisuras para el control de la corrosion,
en la vulcanizacién del caucho, como catalizador, como insecticida y como agente a
prueba de llama para cables eléctricos.

El sulfuro de selenio se utiliza como agente anticaspa. La °Se-selenometionina
se ha utilizado como agente de barrido para el pancreas. En algunos paises, selenito o
selenato se afaden a la cadena alimentaria o como aditivo para fertilizantes debido a

qgue es un elemento esencial [3].
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1.2.3 Propiedades fisicas y quimicas

El Se es un elemento del Grupo 16 (VI A) de la tabla periddica y su
configuracion electronica es [Ar] 3d'® 4s? 4p*. Cuando esta formando compuestos, el
Se existe bajo los estados de oxidaciéon -ll, +IV y +VI. Se lo clasifica como un
metaloide, debido a que presenta propiedades tanto metalicas como no metalicas. En

la Tabla 1.2.1 se resumen algunas propiedades del elemento.

Tabla 1.2.1 Algunas propiedades del Se.

Propiedad Valor
Numero atomico 34
Masa atémica relativa (?C=12,000) 78,96
Punto de fusion (°C) 221
Punto de ebullicion (°C) 685
Densidad (g mL™) 4,79
Radio atomico (A) 1,03
Radio covalente (A) 1,16
Conductividad eléctrica (m” Q") 1 x10™
Conductividad térmica (W m?K™) 2,04

El Se existe en varias formas alotropicas. Las formas amorfas se presentan
como un polvo rojo de estructura cristalina hexagonal o como solido vitreo. El Se
amorfo funde a 60-80°C, es insoluble en agua, reacciona con agua a 50°C, mientras
que el Se cristalino exhibe dos formas monoclinicas: una forma alfa que constituye
cristales transparentes de color rojo oscuro y forma metaestable beta de estructura
cristalina hexagonal. Las formas cristalinas son insolubles en agua, solubles en acidos
sulfurico y nitrico. Se convierten en formas metalicas de color gris por calentamiento
intenso. La forma metalica del Se es la mas estable, constituida por cristales
hexagonales. El Se tiene seis isétopos naturales, cinco de los cuales son estables:
"Se, ®Se, ""Se, ®Se y ¥Se [3].

El Se tiene muchos usos industriales, debido a sus propiedades unicas:

1) Convierte la luz directamente en electricidad (accion fotovoltaica).
2) Su resistencia eléctrica disminuye con el aumento de la iluminacion
(fotoconductividad).

3) Es capaz de convertir la corriente alterna en corriente continua.
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El Se reacciona con el oxigeno de manera similar al azufre, formando dos
oxidos, SeO, y SeOs;, los cuales reaccionan con agua para formar acido selenioso y
selénico, respectivamente. Se combina con halégenos formando sus haluros. Con los
no metales forma compuestos binarios exhibiendo los numeros de oxidacion +IV y +VI.
El Se reacciona con metales electropositivos y el hidrogeno formando seleniuros,
donde su estado de oxidacion es -Il.

No es atacado por acido clorhidrico, ni reacciona con acidos nitrico y sulfurico
diluidos. El Se de alta pureza reacciona lentamente con acido nitrico concentrado. En
bruto se disuelve en acido nitrico concentrado frio.

La forma reducida de selenio (seleniuro) puede ser formado a partir de
compuestos de Se en condiciones acidas o en sistemas biolégicos. Se puede
encontrar en lugar del azufre en aminoacidos (como, selenometionina vy
selenocisteina). Seleniuro puede formar complejos metdlicos pesados, que son

practicamente insolubles en agua [4].

1.2.4 Especies de Selenio

El Se inorganico puede encontrarse fundamentalmente con los estados de
oxidacion +IV y +VI. El Se(VI) se presenta como anion selenato, protonado en mayor o
menor medida, mientras que Se(lV) se presenta como anién selenito y sus
correspondientes derivados proteoliticos, dependiendo del pH. El estado de oxidacion
del Se determina su movilidad en diferentes medios, siendo regulado principalmente

por las condiciones redox y el pH [5].

Los compuestos organicos que contienen Se, presentan dicho elemento unido a
atomos de carbono por medio de uniones covalentes, de forma similar a como lo hace
el S. El Se puede encontrarse en su forma divalente, tetravalente o hexavalente. En la
Tabla 1.2.2 se resumen las principales especies inorganicas y organicas de Se con

algunas de sus propiedades.
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Tabla 1.2.2 Propiedades de las especies de Se mas comunes.

Composicion Peso
Compuesto Estructura Ref.
elemental molecular
Acido selenioso H,S03 !e 128,97  [5]
o™ o
ﬁ
Acido selénico H,SO4 HO S‘eZO 144,97  [5]
OH
(]
H
Selenocisteina HO s
C3H702NSe 168 [5]
(SeCys) Ly
0]
Selenometionina s
(S M t) C5H1102NSe Ho \CH 196 [6]
eMe :

1.2.5 Toxicologia

1.2.5.1 Fase de exposicion

El Se esta presente en el medio ambiente en distintas formas quimicas. El
organismo humano puede estar expuesto al mismo a través del agua, aire, alimentos,
plantas, rocas y suelo. La concentracion de Se en la atmdsfera de regiones urbanas se
encuentra en el rango de 0,1-10 ng m™. Hasta el 90% del Se presente en el aire es
emitido durante la combustion de combustibles fosiles como SeO,. El agua superficial
recibe el Se de la atmésfera por deposicion, escorrentia superficial y drenaje
subterraneo. Los niveles de Se en el agua de mar estan en el rango de 0,06-0,12 pg L
'. Los niveles varian ampliamente en aguas superficiales y subterraneas, de 0,06-400
ug L' [71.

El Se se encuentra en la corteza terrestre en concentraciones a partir de 0,05-
0,09 ug g™'. El Se se presenta principalmente como selenito y seleniuro en asociacion

con minerales sulfurados [8]. El contenido de Se de los suelos varia enormemente de
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0,005-1200 ug g”' y mas cominmente entre 0,1y 10 pug g™'. El Se en el suelo, varia en
disponibilidad para las plantas, ya que se encuentra en muchas formas (como
selenitos, selenatos, Se elemental y como Se en asociaciéon con minerales), lo cual
determina su mayor o menor grado de captacién. El contenido de Se total y las formas

quimicas son fundamentales para la produccion de la vegetacion [9].

1.2.5.2 Fase toxicocinética

La mayoria de los compuestos de Se solubles en agua son efectivamente
absorbidos en el tracto gastrointestinal. Mas del 90% del selenito administrado por via
oral o mas del 80% de selenometionina o selenocisteina es absorbido por las ratas.
Selenito y selenometionina se absorben principalmente en el duodeno [10].

En animales de laboratorio, hay una distribucién rapida de compuestos de Se
solubles en agua en la mayoria de los 6rganos. Las ratas criadas con una dieta baja
de Se lo acumulan en los 6rganos reproductores, cerebro y timo. En sangre, musculo,
higado, bazo, rifion y pulmon, la acumulacion es mas transitoria [11]. Los resultados
de los estudios en humanos tienden a sugerir que la disposicion de Se en el hombre
es similar al de ratas y otros animales de laboratorio. Sin embargo, hay indicios de que
la distribucion de Se entre los componentes de la sangre es diferente. Sélo un 10-15%
de Se de eritrocitos en el hombre se asocia con la actividad de GSH-Px, mientras que
el correspondiente valor en ratas es de 75 a 85% [12].

La orina es la principal via de excrecion. Sin embargo, la excrecion fecal puede
dominar en los casos de deficiencia. Trimetilselenonio es un metabolito urinario
excretado en dosis altas (1,5 mg kg™'). En niveles altos o téxicos de dosis, la excrecién
a través del aire espirado se vuelve importante e incluso predominante. El Unico

metabolito identificado en el aliento es el dimetilselenio [13].

1.2.5.3 Fase toxicodinamica

El Se es un oligoelemento esencial para muchas especies incluido el hombre. El
Se es una parte integral de la glutation peroxidasa (GSH-px1-5) y enzimas (todas
contienen SeCys). Las selenoproteinas bacterianas participan en los procesos
catabodlicos, mientras que en los mamiferos las selenoproteinas participan como
antioxidantes en procesos anabdlicos. Otras selenoproteinas catalizan la reduccion de
proteinas celulares que pueden desempefar un papel en la regulacién redox,
resistencia al estrés oxidativo y apoptosis [14].

Reemplaza el azufre formando selenocisteina y selenometionina en ciertas
proteinas esenciales, inhibe la actividad de determinadas enzimas respiratorias de tipo

succiono-deshidrogenasa lo que genera un descenso de la sintesis de ATP. Se cree
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que el Se ejerce su efecto téxico mediante inhibicién enzimatica de los sistemas de
oxido-reduccion del organismo. Cuando el organismo no puede reducir el selenito por
deficiencia de glucosa o exceso de selenito, se produce la destruccion celular.

El exceso en la disponibilidad de Se de los suelos, determinaria en los
vegetales, un incremento en la produccion de selenometionina. El consumo de estos
forrajes por el animal, promuevan la incorporacion de selenometionina en las proteinas
contra la forma azufrada del aminoacido, generando alteraciones en la estructuraciéon
de los puentes disulfuro y asi en la estructura de la proteina. De ser asi, se explicarian
los cambios producidos en la intoxicacion crénica por Se en las estructuras cutaneas

de queratina, una proteina estructural con alta densidad de puentes disulfuro [15].

1.2.5.4 Efectos téxicos

Muchos compuestos de Se son muy téxicos y matan animales de laboratorio en
dosis Unicas tan pequefias como 1,5 a 6 mg kg™ de peso corporal. Dosis letales de
selenito en ratas son de 3,25 a 3,5 mg kg™, para selenato son de 5,5 a 5,75 mg kg™ y
para selenocisteina de 4 mg kg’ [16]. Los animales que recibieron dosis letales
adquieren olor a ajo en la respiracion, signos de nerviosismo y miedo, seguido de
somnolencia, disnea y espasmos. El 6rgano critico en estas condiciones es el sistema
nervioso central, mientras que cambios morfologicos estan dominados por el higado.

Un sindrome cronico que se describe en el ganado y caballos es "la enfermedad
alcalina." Esta enfermedad se ha asociado con el consumo de granos o plantas que
contienen 5-25 mg kg” de Se. La enfermedad se caracteriza por falta de vitalidad,
pérdida de apetito, adelgazamiento, deformaciones, pérdida de pelo y erosiones en las
articulaciones de los huesos. En casos mas avanzados, se puede desarrollar cirrosis.
El sindrome de "tambalea ciegos" en el ganado esta también asociado con el consumo
de Se en plantas acumuladoras. Caracteristicas del sindrome son problemas de
vision, disminucion del apetito y una tendencia a "vagar" en circulos [15].

Estudios de toxicidad de Se endémico en seres humanos muestran que el
minimo diario de ingesta en la dieta suficiente para causar sintomas de selenosis es
de aproximadamente 1200 ug de Se.

Enfermedades por deficiencia se han descrito en muchos animales de granja y
de laboratorio, e incluyen la disfuncion de varios érganos, retraso del crecimiento,
fallos en la reproduccién, miocardiopatia, necrosis hepatica, hemolisis, degeneracion
del rifdn, diatesis exudativa y fibrosis de pancreas [16]. La deficiencia de Se juega un
papel en enfermedades virales. Por ejemplo, en pacientes estudiados con tuberculosis

pulmonar con y sin co-infeccion por el VIH en Malawi, se observé un escaso nivel de
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Se entre los infectados con VIH. La progresién del VIH se redujo con la administracion
de suplementos de Se [17].

En resumen, los pocos casos conocidos de intoxicacién aguda en los seres
humanos han demostrado sintomas neurolégicos poco habituales y sintomas
gastrointestinales. En exposicion a largo plazo, se da olor a ajo en la respiracién, ufias,
cabello y cambios en la piel.

Varios compuestos de Se como selenato, selenito, selenocisteina y en particular
selenometionina, son teratégenos en especies de aves y de peces. Ambas formas
inorganicas y organicas de Se pasan a la placenta en humanos y animales
experimentales [18].

En general, la mayoria de las especies de Se muestran algun efecto inhibidor
sobre diferentes tipos de cancer en la piel, higado, colon y mama. En la mayoria de los
experimentos se han utilizado formas inorganicas u organicas de Se a partir de
levadura o ajo (como metilselenocisteina). ElI Se funciona mejor en las primeras fases
de la carcinogénesis, los mecanismos no son conocidos. Los mecanismos sugeridos
incluyen efectos en la muerte celular programada, efectos sobre la reparacion del
ADN, papel de selenoenzimas (como el efecto antioxidante de GSH-Px), efectos sobre
el metabolismo carcinégeno, efectos en el sistema inmunolégico, efectos

antiangiogénicos e inhibicion especifica del crecimiento del tumor [19].

1.2.5.5 Tratamiento de la intoxicacién

No existe tratamiento especifico para la selenosis, de hecho, se comienza con la
eliminacion de la fuente de Se, seguido de la administracion de un preparado salino
que contenga unos 40 ug L' de As para acelerar la excrecién. El As puede aumentar
la excrecion biliar y fecal de Se hasta 10 veces, debido a la inhibiciéon efectiva de la
metilacion. Se puede incrementar el azufre de la dieta para prevenir la acumulacion de
Se. Para la selenosis aguda la inclusion de vitamina E ayuda ya que forma radicales
libres con el Se [20].

1.2.6 Selenio en alimentos

Una amplia variacion de concentraciones de Se se encuentra en productos
alimenticios. El nivel depende de la clase de alimento, de la concentracion y
disponibilidad de Se en el suelo donde se cultivan las plantas. Verduras y frutas tienen
bajo contenido de Se (<0,01 ug g”). Sin embargo, algunos productos como el ajo y

setas contienen 0,25y 0,12 ug g, respectivamente [21].
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Aproximadamente el 80% del Se se absorbe de los alimentos. Numerosas
especies de Se organico han sido identificadas en los alimentos vegetales, tales como
ajo y levadura. Cereales, carne y peces son las principales fuentes dietéticas de Se.
La ingesta dietética de referencia (DRI) para el Se se establece en 55 ug/dia para los
adultos. El Comité cientifico-metddico de la UE sobre la alimentacion, establece un

nivel maximo de consumo tolerable de 300 ug/dia [22].

1.2.7 Especiacion de Selenio

Los estudios relacionados con la cuantificacion de especies de Se en los
alimentos suelen centrarse principalmente en las especies mas abundantes y
facilmente medibles. Para una mejor comprensién y exploracion de la biodisponibilidad
de Se en los organismos vivos, es necesario conocer la especiacion de Se y la
concentracion de sus especies, mas alla de la concentracion total del elemento [23]. El
analisis de especiacion elemental se logra usualmente mediante una técnica de
separacion para separar las diferentes especies del elemento de interés, junto con una
técnica de deteccion sensible. Técnicas hibridas para la especiacion de Se han sido
bien documentadas en revisiones bibliograficas recientes [24, 25].

Decenas de diferentes selenocompuestos pueden encontrarse en los tejidos
biolégicos, siendo las especies mas conocidas dos oxoaniones, selenito (SeO5%) y
selenato (SeO,*), y algunas especies organicas, selenometionina (SeMet),
selenocisteina (SeCys) y la forma metilada la metilselenocisteina (MeSeCys) [26].

La escasez de los datos sobre el contenido de las especies de Se en los
alimentos puede explicarse por la complejidad de los métodos que permiten su
deteccion y cuantificaciéon, sobre todo cuando se buscan bajas concentraciones (a
menudo en el rango de los ng g™"). En los ultimos afios, dispositivos de analisis de gran
alcance se han desarrollado para hacer la especiacion de Se posible. Sin embargo,
este tipo de analisis sigue siendo dificil para ser llevado a cabo en forma rutinaria. Una
dificultad a superar es la extraccion total de Se de la matriz alimentaria, sin afectar a
su especiacién original. Procedimientos de extraccién enzimatica suelen ser elegidos
para extraer Se de matrices alimentarias. Gracias a las condiciones suaves de las
reacciones enzimaticas (37°C; pH 7,5), este método minimiza el riesgo de
transformacion de especies al tiempo que permite altas eficiencias de extraccion.
Como la mayoria de las veces el Se esta atrapado en proteinas la extracciéon se hace
tipicamente con enzimas proteoliticas, a veces combinadas con ultrasonidos o la
energia de microondas para acortar el tiempo de extraccidbn [27]. Para

selenocompuestos que no estén incorporados en proteinas, se utiliza extraccion
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acuosa (con eventual adicion de un acido o un agente tensioactivo). Después de la
extraccion, las especies de Se deben ser separadas de forma inequivoca, y luego
deben ser identificadas y cuantificadas correctamente. El proceso de separacion es
tipicamente realizado por cromatografia, lo que permite la separacién de compuestos
segun la diferente afinidad de los mismos por la fase mévil y estacionaria. Debido al
hecho de que la mayoria de los selenocompuestos de interés son no volatiles, se usa
principalmente HPLC. Sin embargo, GC se ha utilizado para la determinacion de
algunas de especies de Se no volatiles previa reaccion de derivatizacion o en sin
tratamiento previo para los pocos selenocompuestos volatiles (metilselenol,
dimetilseleniuro, etc.) [28]. La cromatografia de exclusion por tamafio (SEC) separa
moléculas de acuerdo con su tamafio y su forma. La resolucion de SEC es
generalmente insuficiente para permitir la discriminacion de especies de Se con un
peso molecular inferior a 10 kDa, lo que hace a esta técnica mas adecuada como una
etapa de purificacion antes de una complementaria separacion cromatografica en un
esquema multidimensional [29]. La cromatografia de intercambio idnico (IEC) se basa
en las interacciones de las especies cargadas con una fase estacionaria de carga
opuesta. Es especialmente eficiente para la separacion de especies inorganicas que a
menudo se cargan o son facilmente ionizables [30], pero también es habitualmente
utilizada para el analisis de algunos compuestos organoselénicos, como aminoacidos
con Se que, dependiendo del pH de la fase mévil, pueden estar presentes como
cationes, aniones o iones hibridos [31]. La cromatografia de fase reversa (RPC)
permite la separacion de los compuestos de acuerdo con su polaridad y su afinidad
correspondiente con una fase estacionaria no polar (Cgs y C+s) generalmente recubierto
con un agente de apareamiento ionico afiadido a la fase maovil polar. Este método es
apropiado para la separacién de muchos compuestos organicos, pero presenta el
inconveniente de requerir cantidades considerables de solvente organico en la fase
movil, las cuales pueden desestabilizar y alterar la capacidad de ionizacion del plasma
de argon del ICP-MS [32].

La HPLC en fase reversa con reactivos formadores de pares idnicos afadidos
en la fase movil ha sido adecuada para la separacion simultanea de moléculas
anibnicas, catiénicas y neutras [30, 33-39]. En este sentido, existe una gran variedad
de reactivos de formaciéon de pares iénicos que se han aplicado para la separacién de
especies elementales. Sin embargo, la aplicacion de los ILs a este tipo de
cromatografias continua siendo limitada. Revisiones recientes sobre liquidos idnicos
en diferentes técnicas de separacion han sido publicados [40]. Los IL tienen una doble
naturaleza, se disocian como cationes y aniones en la fase movil, ambas especies

pueden participar en el mecanismo de retencion e influir en los resultados

22



cromatograficos. El efecto de estos iones pueden ser sinérgicos o antagonistas [41-
43]. Asi, los ILs como aditivos de fase mévil en HPLC han demostrado ser claramente
superiores a los clasicos aditivos en términos de eficiencia [44, 45] y mejora en la

forma de los picos [46].
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1.3 ANALISIS DE ESPECIACION ELEMENTAL

1.3.1 Introduccion

Hasta hace algunas décadas, la Quimica Analitica tenia como unico objetivo la
determinacion total de elementos trazas y ultratrazas, enfocando las investigaciones y
desarrollos hacia el incremento de la sensibilidad de las metodologias analiticas
debido a que se reconocia que la presencia de ciertos elementos, aun en muy bajos
niveles, en las diversas matrices de estudio, podian tener efectos tanto beneficiosos
como perjudiciales hacia los seres vivos y el ambiente. Entonces, en los afios 60, las
investigaciones empezaron a considerar la posibilidad de que los elementos traza
podian tener diferentes caracteristicas dependiendo de sus especies quimicas,
surgiendo asi la necesidad de identificarlas y cuantificarlas. Esto ha dado origen a una
rama de la Quimica Analitica, que se encuentra en creciente expansion, a la que se
denomina “Analisis de Especiacion” [1].

La Unién Internacional de Quimica Pura y Aplicada (IUPAC) ha definido el
analisis de especiacion elemental como el conjunto de actividades analiticas de
identificacion y/o medida de concentracion de una o mas especies quimicas
individuales en una muestra. La definicion de especies esta basada en varios niveles
diferentes de estructuras atdmicas y moleculares donde las formas quimicas de un
mismo elemento son manifiestas. Las diferencias pueden ser consideradas a nivel de:
(1) composicion isotopica, (2) estado electréonico o de oxidacion, (3) compuestos
inorganicos, organicos y sus complejos, (4) especies organometalicas y (5)
compuestos y complejos macromoleculares [2].

De este modo, si bien la determinacion de la concentracién total de elementos
traza es todavia importante, el conocimiento de la especiacion brinda informacion
relevante para la realizacion de estudios de bioaccesibilidad, biodisponibilidad,
toxicidad, movilidad y bioacumulacién. Sin embargo, este tipo de estudios es complejo
y requiere de especiales cuidados, siendo la mayor dificultad practica la preservacion
de la integridad de la muestra y las especies de interés durante el muestreo,
conservacion y pretratamiento, en particular, deben evitarse procesos que puedan
hacer variar el pH o el estado de oxidorreduccion de la muestra, que podrian producir
la transformacion de las diferentes especies [1].

El desarrollo del analisis de especiacion esta supeditado a la existencia de
técnicas analiticas de alta sensibilidad validadas, la disponibilidad de materiales de
referencia certificados y/o ensayos interlaboratorios que permitan evaluar las

bondades de las metodologias desarrolladas. Una vez superados estos
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inconvenientes se transformara en la metodologia de excelencia para estudios
medioambientales, biolégicos, alimentarios, y relacionados con contaminaciéon

metalica y organometalica [2].

1.3.2 Proceso analitico total en el analisis de especiacion

Antes de llevar a cabo un analisis de especiacion, el quimico analitico debe
tener claro qué especies se desean determinar, como se debe muestrear el material a
ensayar y aislar las especies sin producir cambios cualitativos y cuantitativos, si se
pueden detectar las pequefias cantidades de las especies aisladas y si se dispone de
materiales de referencia para llevar a cabo las calibraciones para cada especie y
poder realizar una adecuada validacion de las metodologias desarrolladas [1].

A continuacién, es necesario planear estrategias de analisis que incluyan la
evaluacion de la estabilidad de las especies a evaluar, que son dependientes de la
matriz y las condiciones fisicoquimicas tales como temperatura, humedad, luz
ultravioleta o materia organica presente. Seguidamente, se deben aislar y purificar las
especies, evaluar las posibilidades de transformaciéon que pudieran haber sufrido a
través del procedimiento, sus caracteristicas e interacciones. Los procedimientos
deben incluir metodologias de cuantificacion y calibracion apropiadas. Asimismo,
mientras que la concentracion total se mantiene en el tiempo, la de sus especies
puede ser dinamica y variar con los cambios en su entorno, debido principalmente a
variaciones de pH, concentracion de ligandos con los que podria formar complejos y
presencia de concomitantes con los que interactuan. Es por eso que deben
considerarse tanto la estabilidad cinética como termodinamica de las especies

elementales en su medio ambiente [3].

1.3.2.1 Muestreo

El requerimiento clave para la especiacion es la preservacion de la informacion
de las especies presentes en la muestra durante todo el proceso analitico. Esto se
logra a través de dos estrategias principales: 1) se debe mantener la especie de
interés sin cambios durante todos los procesos criticos del ensayo y 2) las especies
deben ser cuantitativamente transformadas en estadios tempranos del ensayo en
derivados adecuados para los métodos posteriores de separacion, acumulacién y
cuantificacion. La estabilidad quimica y la volatilidad de los analitos es de gran
importancia en los procesos de muestreo [2].

Como los analisis de especiacidon en muestras ambientales son a niveles de

trazas y ultratrazas, se debe ser muy cuidadoso con la pérdida de analito y la posible
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contaminacién externa a lo largo de todo el proceso de muestreo hasta llegar a la

determinacion analitica [3].

1.3.2.2 Procesamiento y almacenamiento de las muestras

El procesamiento de las muestras sdlidas implica la realizacion de operaciones
fisicas, entre ellas molido y secado, antes de cualquier pretratamiento analitico. La
influencia de tales manipulaciones es muchas veces subestimada y, sin embargo,
debe ser cuidadosamente controlada por el analista con respecto a la contaminacion,
pérdida o transformacioén del analito y las modificaciones relevantes de la matriz. Debe
tenerse en cuenta que, durante el proceso de molienda, las muestras deberian ser
refrigeradas, para evitar la transformacion de especies e inclusive su pérdida. El
proceso de secado podria llevar a cambios capaces de influenciar significativamente el
analisis de especiacion. El secado podria remover algo mas que moléculas de agua de
la muestra fresca y alterar la composicion quimica general del material [4].

Generalmente, se deben minimizar los pasos de manipulacion de la muestra, se
debe analizar de preferencia material fresco y sin tamizar y se debe evaluar el
procesamiento de toda la muestra debido a su influencia sobre los cambios en la
composicion quimica original.

La preservacion de la integridad quimica de la muestra debe ser el principal
objetivo de su almacenamiento, lo que esta relacionado con evitar la pérdida y la
contaminacién de las especies de interés, asi como también cambios en la masa o en
las propiedades relevantes de la matriz. El parametro clave de un correcto
almacenamiento es la temperatura, que en la mayoria de los casos puede ser
facilmente controlada. ElI almacenamiento en congeladores a muy baja temperatura
parece ser el enfoque mas seguro para la conservacion de muestras ambientales y
analitos. Las muestras deben guardarse a oscuras, o en recipientes color caramelo,
tratando de minimizar el ingreso de oxigeno al medio de almacenamiento, para evitar
reacciones de oxidacion.

Las muestras liquidas se conservan cominmente a 4°C, por un periodo limitado,
pero las reacciones de intercambio, la actividad bacteriana o la adsorcién/desorcién
sobre las paredes de los recipientes, pueden ser significativas. Las especies
organometalicas podrian descomponerse bajo influencia de Ila luz, los

microorganismos o particulas suspendidas [5].
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1.3.2.3 Técnicas de preparaciéon de muestras

Las técnicas instrumentales acopladas basadas en la combinacién de técnicas
separativas con espectrometria atdmica se han convertido en la metodologia de
preferencia en el analisis de especiacion por su capacidad para la discriminacién de
las diferentes formas en que puede estar presente el elemento. Estas técnicas
presentan usualmente un extraordinario desempeno para soluciones de patrones, pero
habitualmente fallan cuando se aplican directamente a muestras reales sin un mayor
pretratamiento o adecuacién de las mismas. Un analisis de especiacion exitoso en
muestras que presentan matrices complejas, tales como las de origen ambiental y
biolégicas depende de manera critica de la preparacion de la muestra, cuyo objetivo
fundamental es aislar las especies (analitos) de la matriz, preconcentrarlas si es
necesario para poder alcanzar bajos limites de deteccion que permitan Ila
determinacion de las especies a niveles traza o ultratraza, eliminar posibles
interferentes o derivatizarlas para posibilitar la separaciéon y deteccion de las mismas
[3].

Las bajas concentraciones de los analitos involucrados, la fragilidad de los
compuestos y los estrictos requerimientos impuestos por los sistemas acoplados en lo
referente a volumen de muestra, polaridad y aceptacion de la matriz por los equipos,
hacen de la preparacion de muestra un punto esencial en el analisis de especiacion.
El procedimiento para la preparacion de la muestra depende de la técnica analitica a
utilizar y el tipo de muestra a ser analizada. La polaridad y volatilidad del analito
determina la técnica cromatografica a elegir para la separacion de las especies
previamente a su deteccion. La técnica separativa, a su vez, impone requerimientos
para la solucion del analito resultante del proceso de preparaciéon de la muestra. Para
el caso de HPLC, se requeriran soluciones acuosas de especies termodinamicamente
estables y cinéticamente inertes libres de particulas suspendidas [4]. El procedimiento
de preparacion de muestras para el analisis de especiacion usualmente requiere de
los siguientes pasos:

1) Filtracion: para separar particulas en muestras de gases y acuosas. Usualmente se
utiliza un filtro de 0,45 ym, pero cuando se trabaja con HPLC es necesario usar un
filtro de 0,2 um.

2) Solubilizacion: para llevar el material a soluciéon. Se puede lograr por hidrdlisis
alcalina, acida o enzimatica. Es necesario remarcar que después de la solubilizacion,
se obtiene una soluciéon acuosa de las especies, pero aun no se ha eliminado la
matriz.

3) Lixiviado o extraccion sodlido-liquido: para extraer las especies del analito de

muestras solidas.
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4) Preconcentracion: para incrementar la concentracion de las especies analizadas en
la solucion introducida en la columna cromatografica, con respecto a la concentracion
en la que estan presentes en la muestra analizada original. La preconcentracion puede
lograrse por extraccién con solventes y por evaporacion del lixiviado o extracto.

5) Limpieza: para remover componentes de la matriz que, de ser cointroducidos en
una columna cromatografica, podrian llevar a la destruccion de la columna o a la
degradacién de sus propiedades separativas. La limpieza se realiza generalmente por
separacion cromatografica de baja resolucion previa, con un mecanismo diferente al
empleado para la separacion analitica.

6) Derivatizacion: Es el proceso de conversion controlado de las especies
originalmente presentes en una muestra en formas que proporcionen un rendimiento
cromatografico mejorado o que conlleven a una mejora en los coeficientes de

separacion.

1.3.3 Metodologias para el analisis de especiacion

El desarrollo creciente que han experimentado las técnicas de analisis de
especiacion se puede atribuir a la evolucion exponencial que ha tenido la
instrumentacion analitica, con la que se logran limites de deteccién impensables hasta
hace unas pocas décadas. En este contexto, se pueden describir como las
herramientas mas comunes para la especiacion, aquéllas que combinan técnicas
separativas acopladas a detectores de alta sensibilidad (técnicas hibridas), tales como
AAS, AFS, espectrometria de emisiéon atémica por plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-OES) y espectrometria masas atdmicas por plasma de acoplamiento inductivo
(ICP-MS); combinadas con técnicas cromatograficas, tales como GC, HPLC vy
electroforesis capilar (CE), que han dado origen a técnicas de elevado poder de
deteccién, adecuada precision, alto nivel de automatizacion y tiempos de respuesta
relativamente cortos, convirtiéndolas en la principal elecciéon para el analisis de
especiacion elemental [2].

Se debe mencionar también la existencia de métodos no cromatograficos que,
aunque menos difundidos, resultan también Uutiles para el andlisis de especiacion.
Dichas metodologias aportan principalmente informacién cuantitativa acerca de las
formas quimicas especificas de ciertos elementos. Asi, pueden determinarse las
especies mas toéxicas, o un grupo de ellas, conjuntamente con la concentracion total
del analito, o distinguir entre compuestos organicos o inorganicos para tener
informacién sobre una dada muestra. De esta manera, las técnicas separativas

cromatograficas podrian reemplazarse por extracciones selectivas, o procesos de
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volatilizacién que utilizan instrumentacién mas simple y econémica, aunque pueden
resultar tediosos debido a las numerosas etapas experimentales y ser mas propensos
a errores sistematicos introducidos por contaminaciones de las muestras durante el
analisis. Entre los principios de diferenciacion de especies quimicas que involucran
técnicas no cromatograficas se pueden mencionar: a) retencion selectiva en fase
solida (SPE), b) diferenciacién basada en la cinética de reacciones, c) separacion por
puntos de ebullicion y d) volatilizacion selectiva de un analito respecto de otras
especies presentes en la muestra [2].

En la presente tesina de grado se ha utilizado la técnica instrumental hibrida
HPLC-HG-AFS, la cual aporta ventajas superlativas para la determinaciéon de especies
de As y Se, entre otros elementos, resultando una opcién atractiva debido al costo
mas reducido de la instrumentacién y mayor simplicidad con respecto a HPLC-ICP-
MS. Es por ello que en las secciones subsiguientes se mencionaran algunos detalles
fundamentales de las técnicas instrumentales que constituyen la hibridaciéon HPLC-
HG-AFS, es decir, la componente separativa aportada por la técnica HPLC, la
deteccion elemental con HG-AFS vy las particularidades de su acoplamiento

instrumental.

1.3.3.1 Técnicas separativas

Las técnicas separativas son el componente clave del analisis elemental de
especiacion. Existen muchos detectores que pueden dar rapida informacion sobre la
composicion elemental total, pero la determinacion de las distintas especies en que
ese elemento se encuentre presente, solamente se puede llevar a cabo cuando se
acopla una técnica separativa con el detector especifico.

En las separaciones por HPLC las especies presentes en la muestra interactian
tanto con la fase estacionaria como con la fase mévil en su paso a través de la
columna, el grado en que cada uno de los analitos interaccione con esas fases
determinara el tiempo de residencia de cada analito en la columna. De esta manera, la
separacion se logra cuando cada uno de los analitos, que tiene un grado de
interaccion diferente con las fases, salga de la columna a tiempos también diferentes
capaces de ser detectados individualmente por el equipo [6]. La técnica HPLC
presenta un numero de ventajas que la convierten en una herramienta unica para el
analisis de especiacion, ya que a diferencia de GC, posee la capacidad de separar
compuestos no volatiles y también aquéllos que se descomponen a elevadas
temperaturas. Asi, HPLC es extremadamente versatil ya que tanto la fase estacionaria

como la movil pueden modificarse, e inclusive pueden agregarse aditivos para lograr
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una separacion efectiva. Ademas, puede acoplarse de manera simple a detectores
especificos, como espectrometros de absorcion y fluorescencia atémica acoplados a
generacion de hidruros (HG-AAS y HG-AFS), entre otros [1].

Para llevar a cabo una adecuada separaciéon cromatografica de las especies, se
deben ajustar una serie de parametros y variables. Es necesario conocer las
estructuras de los analitos, ya que las separaciones de las especies entre la fase
estacionaria y la fase movil estan basadas en interacciones dipolo-dipolo,
interacciones electrostaticas y fuerzas de dispersion. La seleccion de la fase movil a
utilizar esta intimamente relacionada con las caracteristicas de los analitos a separar.
Asimismo, la naturaleza de las especies a ser separadas podria ser modificada antes
de la separacion mediante una derivatizacion para facilitar la separacion o deteccion.
La fase movil constituye otro factor critico al optimizar una separacion. Generalmente,
se trata de soluciones acuosas a un dado pH, como soluciones buffer, en las que las
especies sean solubles. El control del pH es esencial para obtener una separacion
efectiva de las especies. Otro punto a tener en cuenta es el caudal de la fase movil, ya
que aumentandolo pueden disminuirse los tiempos de corrida, pero esto puede
generar detrimento de la eficiencia de la separacion y ademas ocasionar la pérdida de
la correlacion entre los volumenes aportados por el sistema cromatografico y los
aceptados por el sistema al que esta asociado el detector especifico.

El uso de generacion de hidruros en el analisis de especies no solo contribuye a
una notable mejora en la sensibilidad y a la reduccion de interferencias, al separar de
la muestra las especies, sino que, al introducirse una especie gaseosa, se maximiza la
eficiencia de introduccion de la muestra, con el consecuente incremento en la sefal
obtenida. Sin embargo, no todas las especies forman hidruros volatiles. Por ese
motivo, las especies separadas cromatograficamente deben ser descompuestas en
linea antes de la generacion de hidruros vy, luego los hidruros volatiles formados se

detectan por cualquiera de las técnicas espectroscopicas mencionadas [6].

1.3.3.2 Detectores elementales especificos

El principal desafio analitico para el analisis de las especies a nivel de trazas
estd relacionado con las bajas concentraciones en las que estan presentes y los
requerimientos para la identificacion de las formas quimicas en las que se encuentre el
analito. Ambos requerimientos estan lejos de ser alcanzados satisfactoriamente por la
mayoria de la instrumentacién comercial disponible para el analisis organico e
inorganico.

El analisis elemental ha apuntado tradicionalmente a la completa recuperacion

del analito y a la alta sensibilidad, con el propdsito de medir la concentracion total del

33



elemento en una muestra. La metodologia desarrollada para la determinacién
elemental apunta a la disolucion completa de la matriz para optimizar la atomizacion y
la cuantificacién. Con estas técnicas, sin embargo, se ha conseguido poca informacion
con respecto a las formas y estructuras de los compuestos en los cuales se encuentra
el elemento. Ademas de requerir la deteccion de cantidades muy bajas del elemento,
las mediciones deben proporcionar informaciéon acerca de las formas o estructuras
quimicas en las que esta presente. A causa de su baja sensibilidad, muchas técnicas
populares (UV, IR, MS) que han sido extensa y exitosamente usadas para la
identificacion de formas y estructuras en analisis organico, no son usualmente
adecuadas para la especiacion elemental. Las herramientas mas poderosas con alta
sensibilidad para la mayoria de los metales fallan al momento de proporcionar
informacién acerca de las formas en las que el elemento se encuentra [7].

En los laboratorios, este problema se ha solucionado combinando varias
técnicas analiticas. Las combinaciones mas exitosas resultan del acoplamiento de
técnicas separativas y detectores selectivos. En general, los limites de deteccion de
estos sistemas acoplados son fuertemente dependientes de los detectores
seleccionados, aunque los limites de deteccidn son inferiores a las de los detectores
atémicos espectrométricos solos. Esto puede deberse a los pequefios volumenes de
muestra que deben ser introducidos en los sistemas cromatograficos y al
ensanchamiento de los picos que ocurre durante la separacion.

Las técnicas ICP-MS y AFS son las mas empleadas para la deteccién de
especies elementales debido a su elevada sensibilidad, versatilidad y alta frecuencia
analitica. Estas técnicas han sido exitosamente acopladas a HPLC, GC e incluso CE.
Como el eluato proveniente de cromatografia liquida y gaseosa puede ser facilmente
introducido en el plasma o la llama, dependiendo el detector, la interfase es simple [8].

La absorcion y fluorescencia atémica con generacion de hidruros pueden usar
una simple bomba isocratica de HPLC, asociada a una valvula de inyecciéon manual y
un gabinete para los solventes, en conjuncién con una columna. Para la determinacion
de especies no reducibles, se utiliza sistema de oxidacion. Esta conformacion
instrumental se aplica para el analisis de aguas, bebidas, orina y cualquier matriz que
pueda ser puesta en solucion adecuadamente. Los limites de deteccion son del orden
de 0,2 pg L™, con una excelente precision. El mayor mérito de estas técnicas
acopladas es su alta sensibilidad. Adicionalmente, el efecto matriz puede ser removido
efectivamente antes de que la muestra entre en el detector de AAS o de AFS. En
comparacion con AAS y AFS, la fuente de plasma ofrece las ventajas de la operacion

multielemental. Es muy facil de acoplar a la cromatografia y acepta el flujo continuo
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proveniente del eluato de cromatografia liquida. Las desventajas mas importantes
estan asociadas con la sensibilidad del plasma a solventes organicos y la ineficiencia

del sistema de nebulizacion [7].

1.3.4 Interfase de fotodisociacion y digestidn ultravioleta

Una técnica hibrida HPLC-HG-AFS requiere de una interfase que permita
transportar los analitos desde la columna hasta el detector. De acuerdo al analito de
interés, esta interfase puede o no involucrar una fotodisociacién con radiacion
ultravioleta. La interfase entre la columna y el detector es mas compleja en HPLC-HG-
AFS con respecto a HPLC-ICP-MS, debido a la necesidad de transformar las especies
quimicas en formas volatiles (hidruros) que puedan inyectarse en AFS. Por lo tanto, la
cinética y la integridad de las reacciones quimicas involucradas son los factores
principales que controlan la sensibilidad y el rendimiento analitico alcanzado con dicho
acoplamiento instrumental. De este modo, para obtener una alta sensibilidad, todas las
especies de interés deben ser convertidas rapidamente para que posean una valencia
quimica que permita la formacion eficiente del hidruro y/o especies volatiles, tales
como AsHs;, SeH,, SbH; y Hg’. Para lograr esto, una serie de reacciones quimicas
estan involucradas [9]. Los investigadores se enfrentan a problemas dificiles cuando
se trabaja con estas técnicas para determinar cdmo estas reacciones pueden ser
llevadas a cabo de una manera oportuna. Sin embargo, no solo la cinética de
formacion de hidruros es ampliamente diferente de un elemento a otro sino también
las tasas de descomposicion de los compuestos organicos son inmensamente
diversas. Por ejemplo, la irradiacion UV podria ser rapida para la oxidacion de ciertos
compuestos organicos pero lenta o incluso imposible para algunos otros [7].

Con HPLC-HG-AFS, los compuestos organicos que se eluyen a partir de una
columna no pueden formar directa y eficazmente los compuestos volatiles o los
hidruros al reaccionar con NaBH, u otros reactivos similares. Por tanto, la
descomposicion de compuestos organicos en formas inorganicas es a menudo el
primer paso. El siguiente paso es pasar esas formas inorganicas a la forma ideal para
la formacion de los hidruros, los cuales son detectados por AFS [9]. En la Figura
1.3.1a se puede observar una interfase de disociaciéon UV acoplada al espectréometro
de fluorescencia atémica. En el esquema se puede observar como los componentes
que salen de la separaciéon cromatografica entran a un sistema de valvulas donde son
mezclados con un reactivo oxidante que junto con la radiacién UV son llevados a la
forma mas oxidada del elemento. Por lo general, no se realizan reducciones

posteriores y esto genera problemas con la sensibilidad del analito, el cual aunque
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puede formar especies volatiles no esta en el estado de oxidacion optimo para hacerlo
[10]. Es util cuando las especies a analizar no alcanzan a formar especies volatiles que
generen hidruros detectables por el sistema de atomizacion del AFS, como en el caso
de las especies organicas de Se. En la Figura 1.3.1b se puede observar una interfase
acoplada al espectrometro de fluorescencia atdmica pero que no utiliza disociacién
UV. Este sistema es util cuando las especies a analizar forman especies volatiles que
generan hidruros detectables por el sistema de atomizacién del AFS como en el caso
de As(lll), As(V), MMA(V) y DMA(V). La sensibilidad no es la misma para todas las
especies pero se puede realizar la especiacion sin reactivos oxidantes o reductores
adicionales. En este caso, los analitos que salen de la columna cromatografica se
mezclan solamente con el carrier transportador acido que prepara el medio para la

reaccion con el agente reductor que generara las especies volatiles [11].
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Figura 1.3.1 Sistema acoplado de HPLC: a) con interfase de fotodisociacion UV y b) sin

interfase de fotodisociacion UV
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1.4 LIQUIDOS IONICOS

1.4.1 Definicidon y composicion quimica

Los ILs se definen como sales conformadas enteramente por iones, cuya
temperatura de fusién es menor o igual a 100°C. A diferencia de otras sales, que se
funden a temperaturas mas elevadas, los ILs pueden ser liquidos desde temperaturas
tan bajas como -96°C [1]. Estan constituidos por un cation organico voluminoso,
combinado con aniones inorganicos. La mayoria de los cationes tienen heterociclos
nitrogenados de naturaleza aromatica, mientras que los aniones estan constituidos por
diferentes elementos quimicos. La Figura 1.4.1 muestra algunos de los cationes y

aniones mas comunmente utilizados para la formacion de estas sales.

l‘ Cationes }

R R R
\NA R\I/R" R Xy

R
-
k/N’—R N ;I>/
~ I “ l P

N,N-dialquil-imidazolio Tetra-alquil-imidazolio Tetra-alquil-fosfonio N-alquil-piridinio

Aniones
’ ‘ n PN
- FiC N CF
’\ﬁ'i/‘ GJ;/F F—(l:—c———oC s g
ol . F I I |
- | l |
£ f o o
Hexafluorofosfato Tetrafluoroborato Trifluoroacetato Bis-trifilmida

Figura 1.4.1 Cationes y aniones mas comunes que componen los IL. R son cadenas organicas
lineales

Las diferentes combinaciones entre cationes y aniones pueden generar un gran
numero de ILs. Esta gran diversidad permite disefar solventes para optimizar el
rendimiento, selectividad, solubilidad, separacion de productos, etc. El catién del IL es
el principal responsable del comportamiento quimico, mientras que el anién contribuye
con la mayor parte de las propiedades fisicas [2]. Los ILs son sales formadas por iones
muy asimeétricos, el catién usualmente es de gran tamafio con respecto al anion, por lo
que las fuerzas atractivas catidon-anion son mas débiles que las fuerzas que
intervienen en las sales idnicas convencionales (sales fundidas), determinando que

sean liquidos a temperatura ambiente o que posean puntos de fusién en dicho rango.
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Mientras que en las sales convencionales se produce un elevado empaquetamiento
para formar una estructura cristalina, en los ILs, a partir de dos iones poco uniformes y
con el catidon organico muy asimétrico, no puede lograrse un empaquetamiento que dé
lugar a un arreglo cristalino. Con pequefio aporte de energia se separan los aniones y
cationes que configuran el solido y se transforma en un liquido. Este pequefo aporte

se logra cuando se expone a temperaturas préximas a las del ambiente [1].

1.4.2 Propiedades de los ILs

Una de las propiedades mas singulares de los ILs es su baja presion de vapor,
son considerados solventes no volatiles. Estas propiedades son detalladas a

continuacion y son sensibles a la pureza del IL.

* Baja presion de vapor: la débil interaccion couldombica que presentan los ILs entre
sus iones limita la formacién de pares iénicos, necesarios para que se produzca la
volatilizacién, por lo que tienen presion de vapor muy baja o indetectable. Eso los hace
facilmente manipulables al no evaporarse y permite la utilizacion de la destilacion para

recuperar los productos o sustratos disueltos en ellos.

* Densidad: la densidad de los ILs imidazolio puede modificarse cambiando la longitud
de la cadena del sustituyente del anillo imidazolio. A medida que se incrementa el

numero de carbonos de la cadena aumenta la densidad.

* Viscosidad: afecta a la difusion de los solutos y a parametros practicos, como la
agitacion de mezclas y bombeo de fluidos. Son, por su propia naturaleza idnica,
mucho mas viscosos que los solventes convencionales (entre 10-500 cP). Para un
mismo catién, el cambio del anién afecta significativamente a la viscosidad. Los
parametros determinantes de la viscosidad son el tamafio del anién y la basicidad del
mismo. La disminucion en el tamafio del anién disminuye las interacciones de tipo van
der Waals, incrementando la interaccion electrostatica a través de puentes de
hidrogeno. La influencia del cation en la viscosidad es menor, aunque se ha observado
que un aumento en la longitud de la cadena del sustituyente alquilico del cation

imidazolio supone un aumento en los valores de viscosidad [3].

* Punto de fusioén: condiciona el limite inferior del intervalo de temperatura en el que
puede utilizarse el IL como solvente. Depende principalmente del tamafio del IL, de su
carga y de la distribucion de la misma. Disminuye al aumentar el tamafo del anién y
del catién. Un incremento en la simetria de los iones supone un aumento del punto de
fusion, ya que permite un mayor empaquetamiento. En cationes imidazolio, un

incremento en la longitud de la cadena alquilica supone una disminucion en el punto
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de fusidn por cuestiones de empaquetamiento. La existencia de puentes de hidrégeno

y la deslocalizacién de la carga conducen a un aumento del punto de fusion.

* Polaridad: las medidas de polaridad en ILs pueden realizarse por estudios
solvatocromicos. En ILs basados en el cation 1-alquil-3-metilimidazolio, la polaridad
esta determinada por el anion si contienen grupos alquilicos de cadena corta y por el

cation con grupos alquilicos de cadena larga [4].

* Solubilidad: debido a su naturaleza iénica y a su composiciéon organica, los ILs son
capaces de disolver compuestos organicos, inorganicos e incluso materiales
poliméricos.

» Hidrofilicidad/hidrofobicidad: todos los ILs descritos hasta la fecha son
higroscopicos. Algunos son miscibles con agua en todas las proporciones, como
[C4mim]Cl, y otros como [Csmim][PF¢] y [Csmim][NTf;], se saturan con agua formando
sistemas bifasicos. La solubilidad de los ILs depende de la naturaleza del anién, por la
fuerte interaccion de puentes de hidrégeno entre anidén y moléculas de agua, mientras
que el cation tiene un efecto secundario. La lipofilicidad de las sales de
dialquilimidazolio, puede ser incrementada mediante el aumento en la longitud de la

cadena de los grupos alquilicos [4].

* Estabilidad térmica: el intervalo de temperaturas en que los ILs se encuentran en
estado liquido es mayor al de los solventes moleculares convencionales. Su
temperatura de descomposicion térmica se encuentra normalmente entre 350 y 400°C.
La naturaleza del catién y anién que conforman cada IL condiciona su temperatura de
descomposicion. Los ILs que contienen aniones mas débilmente coordinados son mas

estables a la descomposicién térmica.

» Estabilidad quimica: los ILs basados en el catién 1,3-dialquilimidazolio son

compuestos no inflamables y quimicamente inertes [5].

¢ Propiedades electroquimicas: los ILs son solventes adecuados en procesos
electroquimicos, por su gran estabilidad a la oxidoreduccion, resistiendo un amplio

rango de potenciales y presentan relativamente buena conductividad eléctrica [6].

» Toxicidad: la volatilidad practicamente nula de los ILs reduce las potenciales vias de
exposicion, siendo el contacto directo con la piel y la ingestion las Unicas vias posibles.
Algunos pueden ser téxicos y otros pueden ser relativamente inofensivos vy
biodegradables. La mayoria de los ILs presentan una toxicidad menor que la de los
solventes organicos convencionales. La toxicidad es directamente proporcional a la

longitud de la cadena alquilica (lo que incrementa su lipofilicidad).

40



* Peligrosidad: algunos ILs son reactivos y corrosivos, entre ellos los obtenidos a
partir de AICI;, pero la mayoria son mucho mas seguros que los solventes organicos.
Su naturaleza no inflamable por su baja presién de vapor hace que disminuya el riesgo
de fuegos e incendios que presentan los solventes organicos convencionales, lo que

resulta de interés para su aplicacién en la industria quimica [7].

1.4.3 Ventajas de los liquidos idnicos frente a solventes
organicos convencionales

La industria quimica esta sometida a presion social para que aporte soluciones a
problemas ambientales que ocasionan los solventes organicos tradicionales,
caracterizados por su volatilidad, toxicidad e inflamabilidad. La presiéon de vapor
despreciable de los ILs y la variedad de compuestos que pueden obtenerse
combinando aniones y cationes diferentes, justifican el interés de la “Quimica Verde”
por encontrar en la familia de ILs, solventes que puedan sustituir a los solventes
organicos tradicionales y desarrollar procesos quimicos mas limpios y sustentables. Es
posible disefiar los ILs de manera que reunan las propiedades mas adecuadas para
una aplicacion particular. Propiedades como punto de fusién, densidad, viscosidad,
capacidad de solvatacion o acidez, pueden seleccionarse alterando el anion y cation.
A pesar de su naturaleza ionica, estos solventes no reaccionan con las especies
guimicas presentes en el medio de reaccion, por lo tanto es posible utilizar un IL como
medio de reaccién y alcanzar resultados similares a los que se obtienen con solventes
convencionales, pero operando en condiciones mas suaves, lo que disminuye el

consumo de energia, desciende la carga ambiental y hay ahorro econdémico [8].

Es posible separar productos formados en la reaccion del resto de los
compuestos de la fase reactiva. La densidad superior a la unidad hace que el IL sea la
fase mas densa. Por la baja presion de vapor, los productos de reaccién pueden ser
eliminados por destilacion sin recurrir a complejas y costosas técnicas de purificacion
para eliminar restos de solventes. El aprovechamiento de estas ventajas potenciales
en procesos quimicos a escala industrial esta sujeto a la obtencion de rendimientos
comparables a aquellos obtenidos al utilizar solventes convencionales, el costo y la

proteccion ambiental. Se hace imprescindible el reciclado del IL [1].

1.4.4 Sintesis

La sintesis de ILs supone dos etapas: (1) la formacién del catién que constituira

el IL (reacciones de cuaternizacion) y (2) la reaccion de intercambio i6nico que
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generara el producto deseado. En la presente Tesis de Grado se han utilizado varios

ILs basados en el cation 1,3-dialquilimidazolio y un IL con catién del tipo fosfonio.

1.4.4.1 Reacciones de cuaternizacion

Las reacciones de cuaternizacion consisten en la polisustitucion de una amina o
fosfina hasta convertirla en cuaternaria, mediante una reacciéon con un haluro de
alquilo. Como ventaja transcurren a temperaturas relativamente suaves. Las sales
formadas pueden ser transformadas en sales de otros aniones. La reaccion puede ser
llevada a cabo mediante cloroalcanos, bromoalcanos e iodoalcanos. Las condiciones
de reaccidon son mas suaves siguiendo el orden Cl < Br < |, como es de esperar en
reacciones de sustitucion nucleofilica. Las reacciones de cuaternizacién son muy
simples de llevar a cabo, la amina o fosfina se mezcla con un determinado haloalcano

y la mezcla de reaccion se agita y calienta (Figura 1.4.2).

/ \ 1. NaOEt / \

N NH > N

N 2. Rer N O

Figura 1.4.2 Sintesis de alquilimidazoles.

Los compuestos tipo 1-alquilimidazoles empleados en las reacciones de
cuaternizacion son los productos de partida mas utilizados en la sintesis de los ILs. La
temperatura de reaccién y el tiempo dependen del haloalcano empleado, los
cloroalcanos son los menos reactivos y los iodoalcanos los mas reactivos. La
reactividad de los haloalcanos decrece con el incremento de la longitud de la cadena.
Para la reaccién del 1-metilimidazolio con cloroalcanos es necesario calentar la mezcla
a 80°C durante dos o tres dias para asegurase de que la reaccién se ha completado,
con bromoalcanos se completa a las 24 hs a temperaturas mas bajas (entre 50 y
60°C) y con iodoalcanos se puede realizar a temperatura ambiente, protegiendo el
recipiente de reaccion de la luz. La reaccion deberia llevarse a cabo bajo atmoésfera de
nitrégeno o algun otro gas inerte para evitar trazas de agua y oxigeno durante la

reaccion de cuaternizacion [9].

La sal del haluro es normalmente inmiscible con los materiales de partida,
facilitando su separacion. La sal de haluro se puede separar por decantacion,
eliminando los productos que puedan permanecer en la misma por calentamiento en
vacio. En el proceso de calentamiento no se deben sobrepasar los 80°C, ya que un

calentamiento excesivo puede producir una inversion de la reaccion de cuaternizacion.
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Las sales de haluro sintetizadas son generalmente sélidas a temperatura ambiente,
aunque algunas permanecen como aceites viscosos. Si las reacciones se realizan a

gran escala, se pueden aislar los productos con un rendimiento superior al 90%.

Los productos deben almacenarse en el interior de un desecador, porque las
sales formadas tienden a ser higroscopicas, especialmente cuando los sustituyentes
alquilicos son de cadena corta. Las posibles impurezas presentes en las sales
obtenidas pueden ser productos de partida y solvente. Las sales de haluro, usadas
generalmente como fuente del cation, deben ser eliminadas, por lo que se ha de
asegurar mediante RMN que el IL final esta libre de estos compuestos [9].

1.4.4.2 Reacciones de intercambio anidnico

Algunas consisten en el tratamiento directo de las sales del haluro con acidos de

lewis y otras son reacciones de metatesis anionica.

* Tratamiento con acidos de Lewis: el tratamiento de haluros de sales cuaternarias
Q*X™ con &acidos de Lewis MX,, conduce a la formacion de mas de una especie
anionica, dependiendo de las proporciones relativas de Q"X y MX,. Esta reaccién es
generalmente exotérmica, y con este exceso de calor se puede descomponer al IL.
Por la sensibilidad al agua de los reactivos y del IL, la reaccion debe llevarse a cabo
en ausencia de trazas de agua. Es conveniente que después de su sintesis, los ILs
sean almacenados en un desecador al vacio. Ademas de los cloroaluminatos, se

pueden emplear otros acidos de Lewis, como, BCls;, CuCl, y SnCl,.

* Reacciones de metatesis: fue la primera preparacion de ILs basados en cationes
tipo 1,3-dialquil-metilimidazolio, relativamente estables al agua y al aire. Se realizd
mediante reacciones de metatesis entre [Comim]l y sales de plata (AgNO3;, AgNO,,
AgBF4, Ag[CO.CHs], y Ag.SO,), utilizando como solvente metanol o soluciones
acuosas de metanol. La baja solubilidad del Agl en estos solventes permite su
separacion por filtracion, con sintesis de alto rendimiento y pureza. Es el método mas
eficiente para la sintesis de ILs miscibles con agua, aunque esta limitado por el alto
costo de las sales de plata y las grandes cantidades de subproducto sélido formado
[9].

La forma mas comun para preparar ILs inmiscibles en agua se basa en preparar
una solucion acuosa de la sal de haluro del cation, se afade el anion en su forma
acida o como sal alcalina, y se presenta la reaccion de intercambio aniénico. Cuando
se utiliza como fuente del anién la forma acida del mismo, la reaccion se ve favorecida,
liberandose al medio HCI, HBr, o HI que puede ser eliminado mediante lavados con

agua. Si la presencia de trazas de acido puede causar problemas, se sustituye por
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metal alcalino o sal de amonio. Cuando se utiliza la forma acida como fuente del anion,
el lavado de los ILs sintetizados debe continuar hasta la neutralizacién del agua de
lavado, porque con el tiempo las trazas de acido pueden causar la descomposicion de
los ILs. La elevada viscosidad de los ILs dificulta la purificacion mediante lavado, se
recomienda la disolucion de los ILs en CHCI; para disminuir la viscosidad de los

mismos [9].

1.4.5 Aplicacion de liquidos idnicos en cromatografia liquida

Por la alta viscosidad de la mayoria de los ILs, es necesario trabajar a una
temperatura elevada o adicionar un co-solvente para reducirla a un nivel aceptable que
permita la inyeccion reproducible de la fase de IL en HPLC. Se ha observado una
rapida degradacion de las columnas al utilizar ILs como modificadores de la fase movil.
Los cationes que contienen la sal de amonio cuaternaria son capaces de degradar los
silanoles residuales de las fases estacionarias con base de silica. Si se utilizan ILs en
bajas concentraciones, se observa una mejora en la forma de los picos de los
compuestos basicos, pero no hay una diferencia clara entre estos resultados y los

obtenidos con aminas clasicas (trietilamina o ciclohexilamina) [10].

Se ha encontrado que los ILs aumentan la microfase heterogénea que se
presenta entre la fase estacionaria y la fase movil a través de la formacion de clatratos.
Esta funcion se encontré entre hidrocarburos aromaticos y sales de imidazolio [11].
Tales interacciones crean una estructura extendida que podria jugar un papel
importante en los procesos de separacion cuando se usan ILs como aditivos de la fase
movil.

En el caso de la cromatografia liquida de fase reversa, se cree que los liquidos
i6nicos actuan dinamicamente cubriendo el soporte estacionario enmascarando los
silanoles residuales [12]. Esta actividad supresora se ve reflejada en mejores formas
de los picos, colas reducidas y una resolucibn mejorada. El cation y anidon que
constituyen el IL, en la fase movil, pueden servir como un agente formador de pares
ionicos para analitos ionizados [13].

Otra alternativa consiste en fijar el IL a la fase estacionaria por medio de un
enlace covalente. Esto genera como principales ventajas, picos mas simétricos,
incremento en la resolucion y disminucion de la concentracion de solventes organicos
en la fase movil [14]. A modo de ejemplo, se utilizé butilimidazolio unido al soporte de
silica mediante uniones metil y propil. La retencion para los acidos carboxilicos

analizados en esta columna fue ligeramente mayor con respecto a la columna sin
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modificar, principalmente debido a diferencias de hidrofobicidad generadas por el
liquido idnico [15].

Una de las fases mas estudiadas es la modificada con ILs del tipo metilamidazol
[16-18]. En estos trabajos se resalto la importancia del pH en el proceso de separacion
indicando que un factor importante de la retencion de los analitos en la columna era el

componente electrostatico.
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1.5 DISENO EXPERIMENTAL Y OPTIMIZACION DE
MULTIPLES RESPUESTAS

1.5.1 Introduccion

El término "optimizacion" se refiere a la mejora del rendimiento del proceso
analitico, es decir, el descubrimiento de las condiciones en las que se obtiene la mejor
respuesta [1]. En quimica analitica, la optimizacion es una etapa critica para encontrar
el valor que cada factor debe tener para producir la mejor respuesta posible. El disefio
multivariado de experimentos (DOE) es una cuestion importante, ya que toma menos
tiempo, esfuerzo y recursos con respecto a los procedimientos univariados, facilita la
recoleccién de grandes cantidades de informacion y reduce al minimo el niumero de
experimentos [2].

La metodologia DOE y la metodologia de superficie de respuesta (RSM) han
demostrado ser utiles para el desarrollo, mejora y optimizacion de procesos [3]. La
RSM ha sido ampliamente utilizada en aplicaciones analiticas [4-6], el mundo industrial
[7, 8] y en bioprocesos [9-11]. DOE y RSM se aplican a las separaciones analiticas y
procedimientos de extraccion.

La superficie de respuesta del disefio proporciona datos que deben ser en
general modelados a través de los minimos cuadrados apropiados. Cuando un gran
numero de respuestas deben ser optimizadas (siguiendo los criterios apropiados), la

funcion deseabilidad es la herramienta mas popular para ser aplicada [12].

1.5.2 Metodologia del diseiio experimental

Dos etapas pueden ser consideradas en la optimizacion del método: (a) una
etapa de screening, donde muchos factores son estudiados para identificar aquellos
con los efectos significativos sobre las variables criticas, y (b) la optimizacién, donde
los factores son mas examinados con el fin de determinar las mejores condiciones
analiticas.

Ademas, el disefio experimental también se utiliza en quimica analitica para
evaluar la robustez del método (para examinar los efectos que pequefos cambios en
las condiciones del método de analisis tienen en las respuestas), y la construccion de
conjuntos de calibracion y validacion [13].

Dos estrategias de optimizacion se pueden distinguir: el univariado y el
multivariado. En el primero, sélo un factor varia a la vez, mientras que los demas

factores se mantienen constantes. Este procedimiento clasicamente aplicado no tiene
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en cuenta interacciones entre los factores. Por otra parte, el niumero de experimentos
es importante cuando el numero de factores aumenta, y por lo general, el dominio
experimental explorado es mas pequefio en comparacion con el enfoque multivariado.
Por otro lado, en la estrategia multivariada, varios factores se estudian
simultaneamente en un numero predefinido de experimentos, variando juntos los
niveles de todos los factores que intervienen en el proceso [14].

El procedimiento multivariado tiene las siguientes ventajas en relacion con la
estrategia univariada:
a) Es posible conocer a fondo el sistema estudiado, se obtiene un conocimiento global
del mismo en todo el dominio experimental. De los resultados obtenidos, un modelo
matematico puede ser construido para relacionar la respuesta con las condiciones
experimentales. La respuesta para cualquier punto del dominio experimental se puede
predecir después de una estimacion de los coeficientes del modelo.
b) El nimero de experimentos es mas pequefio que el numero de experimentos
requeridos en el enfoque univariado, reduciendo costo, esfuerzo y tiempo.
c) Es posible estudiar las interacciones entre los factores y las relaciones no lineales
con las respuestas.
d) En general, es posible encontrar el 6ptimo absoluto en el dominio estudiado,
mientras que en el enfoque univariado pueden encontrarse maximos locales que
dependen de las condiciones iniciales del analisis.
e) La calidad de la informacién recopilada en cada punto experimental puede ser
conocida. Con el fin de realizar un disefio experimental correcto, la mayor parte de los

autores recomiendan considerar los siguientes pasos [3, 15]:

1.5.2.1 Planteamiento del problema

Es necesario tener una idea clara sobre el tema y sobre los objetivos de
optimizacion. El disefio experimental es una herramienta que permite la busqueda de
soluciones a los problemas analiticos adecuadamente definidos. El objetivo del estudio
debe estar claramente identificado y especificado, asi como debe ser evaluado el

tiempo y el costo de la experimentacién [3].

1.5.2.2 Seleccidn de las variables de respuesta

Una variable que pueda proporcionar la informacién necesaria en la evaluacion
del rendimiento analitico del método debe ser seleccionada para ser sometida al
procedimiento de optimizacion. Esta variable se llama respuesta y, de acuerdo con el

objetivo, puede ser necesario observar mas de una respuesta [3].
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1.5.2.3 Seleccion de los factores y sus niveles

Todos los factores (variables) que pueden afectar el proceso deben ser
cuidadosamente detectados y examinados. El dominio experimental debe ser definido
para cada factor, y también una forma de control y medicion debe ser establecida. Los
factores se pueden dividir en cuantitativos, cualitativos y relacionados a la mezcla.
Dado que el numero de factores a considerar puede ser importante, es necesario
determinar las variables experimentales y las interacciones que tienen una influencia
significativa en una o varias respuestas. En los disefios de deteccion, los factores se
examinan por lo general en dos niveles (-1, +1). El rango entre los niveles es el
intervalo mas amplio que el factor se puede variar para el sistema en estudio y es

elegido sobre la base de la informacion de la literatura o conocimiento anterior [3].

1.5.2.4 Seleccién de un diseno experimental

Las cuestiones a considerar para la seleccion del mejor disefio experimental
para cada etapa son: (a) objetivo: tipo de problema y la informacion conocida, (b)
numero de factores e interacciones que se estudian, (c) validez estadistica y eficacia
de cada disefio, (d) funcionamiento, costo y restricciones de tiempo, y (e) la facilidad

de comprension y aplicacion de la complejidad de cada disefo [3].

1.5.3 Diseinos

1.5.3.1 Disefios de screening

Los mas ampliamente utilizados en la etapa de seleccién de factores son
factorial completo, factorial fraccional y Plackett-Burman, ya que son econdémicos y
eficientes. El disefio factorial fraccional es uno de los mas utilizados para fines de
seleccion, permite la evaluacién de un gran numero de factores en un pequefio
numero de experimentos. Diferentes disefios fraccionales se pueden crear para un
gran numero de factores. Sin embargo, los disefios fraccionales no permiten la
estimacion de todos los efectos principales y de las interacciones por separado porque
algunos de ellos se estiman juntos, es decir, que se confunden. Las principales

caracteristicas se presentan en la tabla 1.5.1.
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Tabla 1.5.1. Disefios empleados para la etapa de screening

Factor N° de
Disefio Tipo Numero Res® experimentos Efectos estimados o' R°

Factorial completo de 2 Numérico 25 k's5 2¢ 2°-1 S Si
niveles Categorico 2k Efectos principales

Numeérico >4 o> 2kP R 11l (efectos principales confundidos con 2 factores)
F.actorial fraccional de 2 Categorico R IV (efectos principales confundidos con 3 factores) Si Si
niveles R V (efectos principales confundidos con 4 factores)
Plackett-Burman Numérico N -1 Il N (multiplo 4)  Efectos principales confundidos con interaccionesde ~ Si Si

Categorico orden superior

'k= nimero de factores

b= numero de generadores independientes.
®Res = resolucién

*0 = ortogonalidad

°R = rotabilidad
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El diagrama de Pareto es una grafica en donde se organizan diversas
clasificaciones de datos por orden descendente, de izquierda a derecha por medio de
barras sencillas después de haber reunido los datos para calificar las factores en
estudio, de modo que se pueda asignar un orden de prioridades y de esta manera
clasificar los factores [16]. Pareto es una herramienta de analisis de datos
ampliamente utilizada, es util en la determinacion de variables significativas de un
modelo, permite seleccionar los factores que afectan de modo significativo la
respuesta analitica que se busca medir y poder desestimar aquellos factores que no

afectan la respuesta analitica de modo significativo.

1.5.3.2 Diseios de optimizacion

Los disefios mas utilizados en este paso son: factorial completo en tres niveles,
central compuesto, Box-Behnken, D-6ptimo y disefios Doehlert. Permiten obtener
datos experimentales que luego se montan en un modelo polinomial de multiple
regresion lineal con el fin de caracterizar una superficie de respuesta [17, 18]. Las

caracteristicas principales de los disefios mas utilizados se presentan en la tabla 1.5.2.

Tabla 1.5.2. Disefios de superficie de respuesta mas utilizados para el paso de optimizacion.

Tipo de
Diseio factores Nivel factorial N° experimentos O R
Numérico 5 2+ 2k + Cp' Si- Si-
Central compuesto  Categorico No No
Numeérico 3 2k(k-1) + Cp
Box-Behken
Categorico Si  Si
Factorial completo ~ Numeérico 3 3k
de 3 niveles Categorico Si No
Numérico  Diferente para k’+k+ Cp
Doehlert Matrix . cada factor
Categorico
No No
Numérico , Subconjunto seleccionado
Diferente para
de todos los posibles
D-Optimal cada modelo
Categorico combinaciones
No Si

'Cp es el nimero de puntos centrales
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1.5.4 Modelado

1.5.4.1 Construccion de modelos para el screening

El enfoque general para el analisis estadistico del disefio de screening para
cada respuesta que se analiza incluye: (1) la estimacion de los efectos de los factores
y el examen de sus signos y magnitudes, (2) la construccién de un modelo inicial para
la respuesta, (3) realizar pruebas estadisticas, (4) refinar el modelo con la eliminacién
de cualquier variable no significativa desde el modelo inicial, y (5) el analisis de
residuos con el fin de comprobar la adecuacién del modelo y las hipétesis [17].

El efecto de cada factor sobre cada respuesta se estima como la diferencia
entre la respuesta media de los experimentos con signos positivos y la respuesta
promedio de los experimentos con signos negativos. Una alternativa es determinar el
efecto de los factores en la estimacion de los coeficientes del modelo. Las
observaciones o las respuestas pueden ser descritas por un modelo estadistico lineal.

Una de las maneras para evaluar la importancia de los efectos y decidir cual de
ellos debe ser considerado en el modelo final y cuales deberian incluirse en el error es
utilizando parcelas normales y medias normales de probabilidad. Las variables
seleccionadas a partir de cualquier analisis grafico deben examinarse por analisis de
varianza (ANOVA) vy, si es necesario, el modelo debe reducirse mediante la
eliminacion de las variables no significativas del modelo inicial.

ANOVA es una coleccion de modelos estadisticos utilizados para analizar las
diferencias entre medias de grupos y sus procedimientos asociados. Por ultimo, el
analista debe seleccionar todos los factores que afectaran significativamente a cada
respuesta. Cuando el numero de factores es demasiado grande, el analista debe
recurrir a la experiencia y el conocimiento para elegir cada factor correctamente y

juzgar sus efectos [17].

1.5.4.2 Construccion de modelos de superficies de respuesta

Una vez que los datos correspondientes a las respuestas evaluadas en la etapa
de optimizacién se han recogido, un modelo matematico puede construirse con una
funcion polinomial de segundo orden para cada respuesta. En general, soélo las
interacciones de segundo orden se tienen en cuenta porque las interacciones de
ordenes mas altos no son significativas.

La ecuacion del modelo es generalmente provista por la metodologia de los
minimos cuadrados (LS), es una técnica de regresién multiple que se ajusta a un
modelo para establecer los datos experimentales y encontrar valores de coeficientes

que minimicen los residuos. En todos los casos, el modelo ajustado debe ser capaz de
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describir correctamente el rendimiento de los datos con el fin de hacer predicciones
estadisticas.

En el caso en el que solo dos factores estan optimizados, RSM genera una vista
grafica del sistema, ya que la respuesta puede ser representada como una superficie
sélida en un espacio tridimensional. Cuando mas de dos factores se optimizan, la
representacion grafica se hace para dos de ellos, manteniendo las otras en valores
constantes. Ademas, los mapas de contorno pueden ser representados como otra
forma de visualizacién. Este grafico de contorno se compone de lineas de respuesta
constante, que corresponden a una altura especifica de la respuesta [19].

En la figura 1.5.1 se puede observar a modo de ejemplo las superficies de
respuesta obtenidas por Ferreira y Col. [6] en el estudio de la determinacion de

antioxidantes fendlicos en muestras de té.

Compuestos fendlicos totales Flavonoides totales

mg/g

, Py B 32
'*.*.‘*.‘*.".'&:&#3‘“ H
(00
0‘0 f -
0
0
@ 20

Tiempo (min)

Figura 1.5.1 Ejemplo de superficies de respuesta. Estudio de optimizacion multivariada de
compuestos antioxidantes fendlicos en muestras de té blanco y efecto de las variables
significativas (temperatura y tiempo) en la concentracion (mg g™') de: a) Compuestos fendlicos

totales y b) Flavonoides totales.

1.5.4.3 Evaluacién del modelo

Cuando se aplica regresion LS, es habitual asumir que los valores esperados de
los errores son cercanos a cero, independientes de la varianza constante y, al menos,
una distribuciéon aproximadamente normal. Sin embargo, la respuesta se mide siempre
con cierto error [18].

Para determinar si el ajuste de regresién multiple es importante para el modelo
de segundo orden, una prueba de analisis de ANOVA debe ser aplicado. EI modelo se

considera satisfactorio cuando la regresion es significativa y se obtiene una no
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significativa falta de ajuste para el nivel de confianza seleccionado. Sin embargo, la
obtencion de un modelo significativo no necesariamente significa que explique
correctamente la variacion en los datos. Por consiguiente, es necesario evaluar los
graficos de residuos, el coeficiente de regresion (R?) y el coeficiente de regresion
ajustado (Rzadj), qgue representan la varianza explicada por el modelo.

La grafica de probabilidad normal indica si los residuos siguen una distribucion
normal, una de las condiciones basicas para la validez de ANOVA. La homogeneidad
de la varianza (otro requisito para la validez ANOVA) se puede evaluar por la trama
residual frente a los valores predichos de respuesta. Dos diagnosticos adicionales
también son importantes: (a) los residuos frente al orden de ensayo experimental, que
permite detectar variables incontroladas que pueden haber influido en la respuesta
durante el experimento, y (b) los residuos frente a los niveles de factor de cada
diagndstico, que comprueba si la varianza explicada por el modelo es diferente en los
diversos niveles de un factor [18].

Ademas, la evaluacion de los residuos “estudentizados” externamente son utiles
para detectar puntos de datos que no estan bien equipados por el modelo
seleccionado (valores extremos). El “Leverage” es un parametro que indica la
posibilidad de que un punto de disefio influya en el ajuste del modelo. Altos niveles de
leverage no son deseables porque llevan a errores inesperados, que podrian influir
fuertemente en el modelo. Otras formas de evaluar los puntos influyentes anormales
son los diagnosticos DFFITs (Difererencia entre valores predichos) y DFBETAs
(Diferencia entre coeficientes de regresion) que determinan las diferencias en el ajuste
del modelo cuando se suprime el valor de una respuesta. EI DFFITS mide el cambio
en valores predichos, mientras que DFBETAS evalula la diferencia en cada coeficiente
de regresion. Por ultimo, la distancia de Cook, calculada como el cuadrado de la
distancia euclidea entre la estimacion de minimos cuadrados basado en todos los
puntos del vector y la estimacidn obtenida por suprimir el punto i-ésimo, es una medida

de la cantidad de cambios en la regresién si no se toma en cuenta este punto [18].

1.5.4.4 Transformacién de la respuesta

Después de una evaluacion general del modelo propuesto, puede ocurrir que la
aplicacion de la transformacion de datos permita un mejor ajuste del sistema. Esta
condicion se encuentra generalmente en dos casos: (a) la respuesta es bastante
grande, o (b) en el modelo supuesto, normalidad y homocedasticidad no se cumplen.
En la practica, algunas variables de respuesta siguen distribuciones de Poisson,

binomial 0 gamma, en el que la varianza de la respuesta no es constante, sino que

54



esta relacionada de alguna manera a la media [18, 20]. Una distribucién anormal del
"tipo cuerno" o "en forma de s" se produce en el grafico de los residuos.

Las transformaciones aplican una funcién matematica a todos los datos de
respuesta, lo que genera un nuevo conjunto de datos que cumplen los supuestos que
hacen que ANOVA sea valida. A continuacion, un nuevo modelo puede ser construido
para explicar mejor el comportamiento de los datos.

Un método general y ampliamente utilizado para la transformacion de los datos
en modelos lineales fue desarrollado por Box y Cox [21]. Esta familia de herramientas
de transformacion se utiliza ampliamente para lograr una transformacion
normalizadora. La eleccidbn apropiada de una transformacion se basa en
consideraciones estadisticas de acuerdo con el tipo de distribucion derivada de los
residuos. En general, el mejor valor A se encuentra en el punto minimo de la curva
generada por el logaritmo natural de la suma de cuadrados de los residuos, es decir, el
valor A que genera el conjunto de datos con los residuos inferiores [22]. Es importante
tener en cuenta que, el ajuste de un modelo a una respuesta transformada, debe
someterse a una transformacion posterior (usando la operaciéon matematica inversa de

la transformacion empleada) para hacer una interpretacion adecuada.

1.5.4.5 Evaluacion de coeficientes individuales en los modelos

En cada modelo, el significado de los términos debe ser evaluado por ANOVA,
que realiza una comparacion de la variacion en la respuesta con la variacion debida a
errores aleatorios. En general, los términos que no son significativos en el modelo se
eliminan para obtener el modelo mas simple que describa al sistema.

Mas de una posible estrategia puede ser seguida en esta evaluacion. En la
estrategia de eliminacion hacia atras, un modelo completo esta construido en un
principio, a continuacion, cada término se evalua mediante ANOVA, los términos
menos significativos se retiran del modelo. Esta iteracion se detiene cuando todos los
términos restantes satisfacen el criterio especificado [3].

Al hacer la seleccion hacia adelante, todos los bloques y los términos son
forzados a un ajuste de los datos. Los términos restantes son considerados, a partir de
un modelo de regresion simple y usando el unico término que tiene la mayor
correlacion con la respuesta. Se afaden los términos con el mas bajo valor de
probabilidad parcial al modelo. Para disefios con factores categoéricos, se afiaden los
términos jerarquicamente. Este algoritmo puede no ser tan robusto debido a que
algunos términos no pueden tener la oportunidad de ser incluidos en el modelo.

La regresion por etapas es una combinacién de hacia adelante y hacia atras. En

primer lugar, todos los bloques y las condiciones forzadas estan equipados a los
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datos. Luego, se utiliza un simple modelo de regresion, con el término unico con la
mayor correlacién con la respuesta. Después de esto, se afiaden términos, se eliminan
o cambian, y el procedimiento es detenido cuando no hay una mejora adicional [14].
La falta de ajuste del modelo resultante, incluyendo términos significativos y los
que quedan para mantener la jerarquia, se evaluan de nuevo por ANOVA. Finalmente,
el modelo ajustado puede ser evaluado en forma lineal, lineal con interaccion,

cuadratica o cubica [14].

1.5.4.6 Localizacion 6ptima

Una forma adecuada para encontrar la ubicacion 6ptima es a través de la
representacion grafica del modelo. Dos tipos de graficos pueden resultar utiles: (a) la
superficie de respuesta en tres dimensiones y (b) la grafica de curvas de nivel que es
la proyeccion de la superficie en un plano, representada como lineas de respuesta
constante. Cada contorno corresponde a una altura especifica de la superficie. En
estos graficos la respuesta se representa como una funcion de dos factores.

De acuerdo con el criterio de optimizacion establecido, el valor éptimo buscado
puede corresponder a un maximo, un minimo o un valor especifico, que se puede
encontrar por simple inspeccién visual del grafico. Cuando se estudian mas de dos
factores, los que no son trazados deben establecerse en un valor constante, por lo que
una parte limitada del dominio experimental se muestra y el 6ptimo no necesariamente
es visto en el grafico. Por esta razon, el valor de la variable fija se debe seleccionar
con mucho cuidado. La superposicion de graficos de contorno construidos con
combinacion de tres factores permite buscar visualmente la respuesta satisfactoria. Sin
embargo, si estan siendo mas de tres factores analizados, la superposicion de graficos
de contorno se vuelve dificil. Por lo tanto, a veces un enfoque analitico mas formal a la
superficie de segundo orden es necesario cuando se genera en k dimensiones [23].

Hay que notar que una regién de confianza para el punto estacionario debe ser
calculada. Esta regién es util porque puede proporcionar una idea acerca de la calidad
de la estimacion del punto estacionario. El tamafio y la direccién permite considerar
niveles de los factores que producen una respuesta significativamente igual a la
producida por el punto estacionario, y esto puede proporcionar la ventaja para cambiar

el nivel de los factores sin afectar la calidad de la respuesta [23].

1.5.5 Optimizacion de multiples respuestas

Cuando el procedimiento de optimizacion implica mas de una respuesta, no es

posible optimizar cada respuesta por separado. En la optimizacion de un proceso o un
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método de analisis, la solucion global debe ser incluida en una region 6ptima, dando
lugar a un cierto grado de cumplimiento de los criterios propuestos para cada variable

del sistema, es decir, una solucion de compromiso debe ser encontrada [4].

1.5.5.1 Optimizacién grafica

La superposicién de los trazados de contorno de cada respuesta individual,
permite estimar la solucién conjunta siempre que el numero de respuestas y factores
no sea demasiado grande [3]. Si los valores 6ptimos para cada respuesta se localizan
en diferentes regiones, sera dificil encontrar graficamente las condiciones que a la vez
satisfagan todas las respuestas. El nivel de dificultad aumenta a medida que estas
regiones Optimas se vuelven mas distantes unas de otras y no se cortan a si mismas.

Una alternativa es transformar una respuesta multiple en una sola respuesta [4].

1.5.5.2 Funcién deseabilidad

Es una de las soluciones para optimizar multiples respuestas. Se basa en la
idea de que la calidad de un producto o proceso que tiene muchas caracteristicas es
completamente inaceptable si una de ellas esta fuera de un limite "deseable". Su
objetivo es encontrar condiciones operativas que garanticen el cumplimiento de los
criterios de todas las respuestas involucradas y, al mismo tiempo, proporcionen el
mejor valor de compromiso en la respuesta conjunta. Esto es logrado mediante la
conversion de las multiples respuestas en una sola, es decir la combinacion de las
respuestas individuales en una funciéon compuesta [3].

La funcién deseabilidad de Derringer (D) permite al analista encontrar las
condiciones experimentales (niveles de factor) para alcanzar el valor 6ptimo para
todas las variables evaluadas, incluyendo las prioritarias del investigador durante el
procedimiento de optimizacién.

Los niveles de factor también se pueden incluir en el procedimiento de
optimizacion, con el fin de dar prioridad a la utilizacién de determinadas condiciones
adecuadas dentro de la region experimental. Se debe tener en cuenta que el objetivo
de un procedimiento de optimizacion es encontrar un buen conjunto de condiciones
que se adapten a todos los objetivos [18].

La funcidon deseabilidad global puede ser representada graficamente para el
espacio experimental. La funcidon normalmente encuentra mas de una combinacion de
los niveles de factor donde las respuestas son aceptables y representadas como una
parte superior plana en la superficie. En estos casos, se puede decir que la

optimizacion ha generado una solucion solida.
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El paso final en la optimizaciéon de respuestas multiples es predecir los valores
de las diferentes respuestas que llevan a la 6ptima combinacién de factores utilizando
los modelos ajustados. Se deben llevar a cabo analisis para verificar las predicciones.
Hay que notar que el éxito de la funcion deseabilidad depende totalmente de la calidad
de los modelos empleados en el proceso de optimizacion [24].

Aspectos de interés que deben tenerse en cuenta son: (a) el enfoque de
conveniencia, que consiste en una optimizacion unidimensional lo que no significa que
siempre sea facil de buscar los maximos de D, y (b) D no es diferenciable, por lo que
la variante de algoritmos tiene que ser utilizada. En este contexto, los valores criticos
para la aceptabilidad, asi como la forma de la funciéon y el peso relativo de las
diferentes respuestas, son todos (mas o menos) definidos arbitrariamente "a priori" por
el usuario. Por otra parte, D se obtiene por el producto de deseabilidades individuales,

donde cada una tiene su propio error [24].

1.5.6 Aplicacion a separaciones analiticas

El DOE se ha aplicado ampliamente a una variedad de técnicas analiticas. La
mayor parte de las aplicaciones han estado dirigidas a resolver inconvenientes en
técnicas de separacion [7].

En el desarrollo de métodos analiticos basados en técnicas tales como HPLC,
GC y CE, el analista por lo general tiene que apelar a la optimizacion de respuestas
multiples. Esto se debe a que varias respuestas son con frecuencia de interés,
teniendo en cuenta las caracteristicas analiticas del método, como separaciéon entre
picos de analitos, tiempo de analisis y caracteristicas del pico (como el ancho y la
simetria). Sin embargo, la maximizacién de la resolucién minima puede ser a veces un
inconveniente [25]. Este hecho puede deberse a dos razones:

a) Normalmente, cuando hay dos p