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M¢étodos de introducciéon de muestras para espectrometrias de alta performance

Resumen

En las espectrometrias atomicas y de masas se requiere que el analito se encuentre en
estado gaseoso para su analisis. Pero, en la mayoria de los casos, las muestras se encuentran en
estado sélido o en solucién. De esta manera, los mecanismos que habilitan el cambio de fase del
analito requieren un cuidadoso estudio de modo tal de hacerlos eficientes. Asi, los cambios de
fase se transforman en el paso critico en las valoraciones analiticas llevadas a cabo con estos
espectréometros ya que influencian de manera sustantiva las cifras de mérito del método
particular. Es por ello que los desarrollos de nuevos sistemas de transferencia de materia a fase
gaseosa podrian ofrecer ventajas por sobre las técnicas convencionales tales como, la
optimizaciéon de cifras de mérito caracteristicas de la técnica y la factibilidad de muestreo
localizado en el caso de problemas sélidos.

En lo que respecta a la espectrometria atémica, se presenta un novedoso sistema de
introduccién total de muestra por generaciéon de aerosol térmico dentro de una celda de
atomizacion calentada por llama conocido por sus siglas en ingles “TS-FFAAS” (thermospray
flame furnace atomic absorption spectrometry). Con el objetivo ultimo de que el desempefio analitico
del “thermospray” pueda superar al de la absorcion atémica convencional con llama e incluso la
atomizacion electrotérmica, asi como que sea capaz de extender su aplicacion a analitos poco
volatiles, se han realizado diversos estudios teéricos y experimentales en el marco del presenta
tesis. Los experimentos se han centrado en el estudio de las variables operativas que permiten la
optimizacién de la sefial analitica, entre ellos: material de la celda de atomizacion y modificacion
de su superficie interna, dimensiones de la celda, temperatura alcanzable y su distribucién (axial
y radial), caudal de transporte de muestra y su naturaleza (uso de solventes organicos), cantidad
de muestra inyectada, estequiometria de la llama de combustién que calefacciona la celda
(entorno redox), influencia de otros parametros fisicoquimicos, etc. En base a los resultados se
discutiran los posibles mecanismos de atomizacién/desolvatacion que permitan explicar la
variacion de sensibilidad observada para analitos de diferente volatilidad. Se presentan también
estudios tedricos que permiten explicar la generaciéon de sefal analitica asi como su tamafio y
forma. Se discuten los resultados obtenidos para la determinacién de analitos de distinta
volatilidad en muestras reales, lo que permite evaluar las bondades de la técnica en el analisis
elemental de rutina.

Por otra parte, se mostrara el desarrollo de un novedoso sistema de introduccién de
muestras para espectrometria de masas que permite el muestreo localizado de sélidos de
superficies irregulares habilitando la generaciéon de imagenes quimicas de topologias no planas.
Ademas, se presentara la posibilidad de correlacionar fragmentos provenientes de una misma
sustancia en una mezcla compleja a través de la introduccion dindmica de la muestra en medio

del flujo de un plasma de helio caliente.

Palabras clave: Espectrometria Atémica, aerosol térmico, celda de atomizacion,
Espectrometria de masas, analisis directo en tiempo real (DART), generaciéon de imagenes
moleculares.






Sample introduction methodologies for high performance spectrometries

Abstract

It is well known that mass and atomic spectrometries require the analytes in
gaseosus form for enabling its determination. But mostly, samples are solids or liquids.
Consequently, the mechanisms that allow the change of phase of the analyte need to be
studied carefully as they are critical at the moment of optimizing the figures of merit of a
given analytical procedure. In this way, new systems for mass transfer could offer
advantages with respect to other classical methodologies such as, improvement of figures
of merit and localized sampling of solid problems.

For atomic spectrometry, a new system of total sample introduction by means of
thermospray production inside a flame furnace is employed. The approach is known as
thermospray flame furnace atomic absorption spectrometry (TS-FFAAS). In this thesis,
several experimental and theoretical studies have been performed with the aim of testing
TS as a method able to exceed the analytical performance of flame atomic absorption
spectrometry and probably electrothermal, and also to broaden its applications to analytes
of low volatility. Experiments have been focused on the operational variables that allow the
improvement of the analytical signal, amongst them: furnace material, changes of the
material in the internal surface of the furnace, furnace volume, temperature of the furnace
(axial, radial), carrier flow rate, nature of the carrier (organic solvents), sample volume,
flame stoichiometry (redox environment), influence of other physicochemical parameters,
etc. In the light of the results, some explanation on the differences in sensitivity observed
for analytes of different volatility will be given by assessing probable mechanisms of
desolvation/atomization inside the furnace.

Theoretical studies are also presented in order to explain the generation of the
analytical signal as well as its shape and size. Obtained results for the determination of
different analytes in real samples are shown and evaluated in terms of the goodness of TS-
FFAAS for routine elemental analysis.

Additionally, the development of a new system for sample introduction in mass
spectrometry will be shown. It allows the focalized sampling of solids with irregular
surfaces and enables the generation of chemical images of non planar topology. Moreover,
the possibility of correlating mass fragments of a given compound in a complex mixture
through the dynamic introduction of a sample flowing in a hot helium plasma, will be
presented for the first time.

Keywords: Atomic Spectrometry, Thermospray, atomization furnace, Mass Spectrometry,
Direct Analysis in Real Time (DART), Ambient ionization, Molecular imaging.
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"Canta, oh musa, la colera del pelida Aquiles; célera funesta que causé infinitos
males a los aqueos y precipité al Hades muchas almas valerosas de héroes, a quienes hizo
presa de perros y pasto de aves; cumpliase la voluntad de Zeus desde que se separaron

disputando el Atrida, rey de hombres, y el divino Aquiles."

Homero , La lliada

Motivaciones

El oraculo habia profetizado que el hijo de la ninfa Tetis encontrarfa su muerte
joven en un campo de batalla. Con la intencién de impedirlo, Tetis sumergié a su hijo
recién nacido en el rio estigio para volverlo inmortal, pero lo sostuvo por su talén que

nunca toco las aguas y permanecié tan débil como el de un mortal.

Asi comienza el mito de Aquiles, quien fue conocido como el guerrero mas temible
y despiadado, ejércitos enteros temblaron ante su presencia, pele6 incontables batallas y
aniquilé6 miles de soldados enemigos. Lo crefan invencible, la aspiracién maxima de
cualquier guerrero. Sin embargo, llego el dia en que una flecha alcanzé su talon, y el héroe

griego mas grande cayo6 derrotado.
¢Es posible hacer de Aquiles un mejor guerrero?

En todas las batallas libradas contra la ignorancia humana, pocos campeones han
sido tan victoriosos como las espectroscopias y las espectrometrias. Entre estas técnicas,
aquellas que son mas rapidas, sensibles y selectivas son las que, al momento del analisis, el
analito se encuentre en fase gaseosa. Este hecho que le otorga las ventajas fundamentales
en performance es, al mismo tiempo, su "talon de Aquiles" debido a que la mayor parte de

las muestras contienen al analito en fase condensada.

Entonces, es necesario implementar métodos que solucionen la incompatibilidad
fundamental entre el mundo de la fase liquida de la muestra, y el mundo de la fase gaseosa

del espectrometro. Métodos que permitan transformar al analito de un pez en un ave.

Esta tesis busca explorar posibles soluciones para este dilema, para mejorar la

performance obtenida con soluciones tradicionales.
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Métodos de Introduccién de Muestras para Espectrometrias de Alta Performance

"Alice: Would you tell me, please, which way I ought to go from here?

The Cheshire Cat: That depends a good deal on where you want to get to.
Alice: I don't much care where.

The Cheshire Cat: Then it doesn't much matter which way you go.

Alice: ...So long as I get somewhere.

The Cheshire Cat: Oh, you're sure to do that, if only you walk long enough."
— Lewis Carroll, Alice in Wonderland

1.-Introducciéon

St tal como dice uno de los dichos mas antiguos y populares de la quimica analitica: el
analisis es s6lo tan bueno como la muestra conseguida, por analogia, puede pensarse que en una
espectrometria de alta performance la determinaciéon sélo puede ser tan buena como la

introduccién de la muestra.

Las espectrometrias de alta performance son aquellas que pueden determinar al analito
aun en muy bajas concentraciones, con una gran especificidad y rapidez. Estas tienen en comun
que requieren que el analito se encuentre en estado gaseoso. Pero, en la mayoria de los casos, las
muestras se encuentran en estado sélido o en soluciéon. De esta manera, los mecanismos que
habilitan el cambio de fase del analito requieren un cuidadoso estudio de modo tal de hacerlos
eficientes. Asi, los cambios de fase se transforman en el paso critico en las valoraciones analiticas
llevadas a cabo con estos espectrometros ya que influencian de manera sustantiva las cifras de
mérito del método particular. Es por ello que los desarrollos de nuevos sistemas de transferencia
de materia a fase gaseosa podrian ofrecer ventajas por sobre las técnicas convencionales.

Estas técnicas pueden clasificarse segun el espectro registrado. Aquellas que se basan en
la medicion del espectro electromagnético y estan focalizadas en la determinacién elemental, se
dividen en funciéon de que registren la absorcion, la emisiéon o la fluorescencia atémica. En
funcion de la manera en la que se genera el vapor atémico, estas técnicas reciben
denominaciones particulares como: espectromettia de absorcién/emisién atémica en llama
(FAAS del inglés flame atomic absorption spectrometry/AES del inglés atomic emission
espectrometry), fluorescencia atémica en llama (AFS, del inglés atomic fluorescence

spectrometry), absorcion atémica sobre horno de grafito (GFAAS, del inglés graphite furnace



https://www.goodreads.com/author/show/8164.Lewis_Carroll
https://www.goodreads.com/work/quotes/2933712
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atomic absorption spectrometry), emision atomica sobre plasma inductivamente acoplado (ICP-
OES, del inglés inductively-coupled plasma-optical emission spectrometry) descriptos mas
adelante. Para poder realizar la determinacion elemental mediante este tipo de técnicas y el
instrumental asociado, los métodos de introduccion de muestras son los responsables de
volatilizar y atomizar al analito.

Por otro lado, existen espectrometrias de alta performance que registran el espectro de
masas. Estas metodologias estan especializadas en la detecciéon tanto de compuestos organicos
como eclementales. Se analizan especies elementales solo cuando la introducciéon de muestras se
produce mediante plasma inductivamente acoplado (ICP-MS, del inglés inductively coupled
plasma-mass spectrometry), y se detectaran analitos organicos con el resto de las metodologias
que se explican luego. Estas metodologfas tienen en comun que requieren la volatilizacion y
ademas la ionizacién del mismo.

En este trabajo se estudiaran alternativas novedosas para la introduccién de muestras en
espectrometrias atomicas y espectrometrias de masas. Si bien ambas metodologias de analisis
tienen en comun la necesidad de vaporizacion total o parcial de la muestra, tienen diferencias
fundamentales en cuanto a la instrumentacién requerida, lo que hizo que se difundieran en
épocas diferentes. De la misma manera, los métodos que habilitan la introducciéon de muestra
evolucionaron de forma diferente tanto técnica como histéricamente, pero compartiendo ain su
objetivo fundamental: la transferencia reproducible de una porcién representativa de la
muestra que contiene al analito al espectrémetro, con la mayor eficiencia y rapidez en la

volatilizacion y atomizacion/ionizaciéon del analito.

1.1.-Estado del arte de los métodos de introduccion de muestras para espectrometria de

absorcion atomica

Si bien Kirchhoff y Bunsen estudiaron las espectroscopias atémicas en la década de
1860, no fue sino hasta 1955 cuando se desarrollaron capacidades instrumentales que permitieran
“medir” la absorcion de los atomos y su relacion con la concentracion de un analito en una
muestra de manera robusta. Nace as{ de la mano de Walshlll, la espectrometria de absorcion
atomica en llama (FAAS). Esta técnica se basa en la absorcion de energfa radiante por parte de
atomos elementales de modo de producir transiciones electronicas entre el estado basal y algin

estado excitado de los electrones. Estas transiciones son propias y caracteristicas para cada
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atomo por lo que el método se convierte en un poderoso instrumento de analisis cualitativo y
cuantitativo de metales en solucion.

La sefial analitica (Absorbancia) se obtiene como respuesta a la interaccion de una
poblacién de atomos en estado gaseoso con una fuente de radiaciéon que consiste normalmente
en una lampara de catodo hueco, cuyo material se compone del elemento que se pretende
analizar. Al hacer incidir esta radiacion a través de la muestra, los atomos absorberan parte de la
energia que es lo que realmente se mide. La diferencia entre energfa incidente y transmitida se
recibe en un detector, permitiendo realizar una determinacién cuantitativa del elemento. Para la
obtencion de los atomos en estado fundamental se requiere de un adecuado tratamiento térmico.
Este proceso se denomina vaporizacién/atomizacioén de la muestra.

En sus comienzos, Kirchhoff y Bunsen introducian la muestra sélida dentro de la llama
con la ayuda de una espatula, produciéndose la vaporizacion y atomizaciéon de la muestra en la
propia llama. Si el catién de la sal introducida podia ser llevado a su estado atémico y excitado
con bajo requerimiento energético (en general cationes de elementos alcalinos y alcalino-térreos),
se podrian observar colores caracteristicos correspondientes a la emision radiativa (retorno al
estado fundamental) si esta correspondia a la zona del espectro visible. Notese que estos
experimentos trataban de correlacionar la concentraciéon del analito en la muestra con la
intensidad de emisién atomica. Por el contrario, en el caso de la espectrometria de absorcion
atémica, se requiere tener una poblacién de atomos en el estado fundamental evitando poblar el
estado excitado. Esto obliga también a vaporizar/atomizar de manera eficiente. Asi, desde
practicamente los primeros modelos comerciales y hasta la actualidad, la via mas tradicional y
econémica de realizar este proceso de vaporizacion/atomizacion utiliza una llama de combustién
de aire-acetileno junto con un sistema nebulizador neumatico para la introduccién y transporte
de la muestra a la llama, que es ahora la cubeta atémica.

A pesar del alto grado de desarrollo y aplicacion que ha alcanzado la técnica, la pérdida
de muestra durante el proceso de nebulizacion, el dificil control de la temperatura de la llama, la
dilucién del analito en el gran volumen de la llama, la interaccién del analito con un entorno de
llama fuertemente reactivo y el limitado tiempo de residencia del analito en la zona de absorcion,
limitan su capacidad de deteccion y su sensibilidad. De hecho, usualmente, el rendimiento de los
procesos de nebulizacién/atomizacion es inferior al 1%. A pesar de esto se pueden conseguir
limites de deteccion del orden de los mg L1

Otra metodologia desarrollada a fines de la década de 1960 consiste en la atomizacién

por via electrotérmica sobre una celda de grafito (GFAAS) 33, En esta metodologia algunos
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microlitros de muestra (entre 10 - 100 microlitros) se depositan en el interior de la celda. Luego,
se genera dentro de la celda una corriente eléctrica que se traduce en un cambio de temperatura
que puede realizarse “de a pasos” o modo “step”, o mediante la aplicacién de una rampa de
temperatura de pendiente variable o modo “ramp”. Estos cambios de temperatura en cualquiera
de sus modalidades, primero permiten evaporar el liquido de la matriz de muestra (en el caso que
se trate de soluciones), luego calcinar la eventual materia organica que pudiera existir en dicha
matriz, y por ultimo producir un gran aumento de temperatura para volatilizar y atomizar el
analito.

Las principales ventajas de la metodologia del GFAAS por sobre el FAAS son: el ingreso
a la celda de la muestra completa (liquida o en suspensiéon homogénea o “skurry”), el pequefio
volumen de la celda que acota la dilucién del analito y disminuye la dispersion radial del vapor
atémico concentrandolo en el eje 6ptico, y la muy baja reactividad del entorno quimico en
atmosfera de argén. Es por eso que mediante esta técnica se pueden alcanzar limites de deteccion
del orden de pg L, es decir, 2 a 3 ordenes mas bajos de lo que se consiguen con la metodologia
de FAAS. En contraste, debido a factores inherentes al proceso de introducciéon de muestra (uso
de pequefios volumenes, baja reproducibilidad del punto de deposicién del analito en la celda), a
la falta de isotermicidad temporal y espacial en el volumen de celda y a las interferencias propias
de la matriz de muestra, la reproducibilidad suele ser mas pobre que la obtenida con FAAS.
También los programas de calentamiento son mas lentos (proceden en varias etapas),
disminuyendo asi la frecuencia analitica en comparacién con FAAS. Si bien esta dltima cualidad
no ha podido ser mejorada con el tiempo, los problemas propios de la falta de reproducibilidad
se han ido subsanando mediante el uso de muestreadores automaticos, modificadores de matriz
de muestra clasicos o permanentes [+, uso de hornos con plataformas de grafito de temperatura
estabilizada o STPF, y alternativas de calentamiento transverso [l

Entre los métodos de introducciéon de muestras mas utilizados se encuentra también la
generacion quimica de vapor o chemical vapor generation (CVG) 1131, Entre ellas, la mas difundida
es la generacion de hidruros (HG) descripta por primera vez por Holak en 1969. Esta técnica
aprovecha la separacioén del analito de la matriz por conversion a hidruro volatil ofreciendo una
ruta alternativa para el analisis de vestigios de elementos que tienen problemas especificos ya sea
derivados de la matriz de muestra, el entorno reactivo de la llama en FAAS que impide la
atomizacion eficiente, etc. A modo de ejemplo, los hidruros de As, Sb, Se, Bi, Pb y Te entre
otros, han sido utilizados para la valoracion de cualquiera de estos elementos con alta selectividad

y a nivel de vestigios en muestras de diferentes caracteristicas. Basicamente, la técnica consiste en
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generar un compuesto volatil -hidruros u otros compuestos mas modernamente citados en la
literatura 111214 - " separatlo en una celda de separacion gas-liquido en la que una corriente de
gas inerte arrastra el analito volatilizado hasta la celda de atomizacién tipicamente de cuarzo,
interpuesta en el camino 6ptico de una lampara de catodo hueco. La celda puede ser calentada
por una llama de combustién u otras formas de calentamiento, o bien permanecer fria como es el
caso de la técnica de vapor frio de mercurio.

Estas metodologias mas comunes se resumen en la Tabla I.1.

Tabla I.1 Resumen de métodos de introduccion mas utilizados en espectrometria atbmica

Método de Introduccion Tipo de Espectrometro
Nebulizador neumatico FAAS, ICP
Nebulizador ultrasonico FAAS, ICP

Generacion quimica de vapor Horno en llama (cuarzo)-AAS, ICP

Introduccion directa Horno de grafito
Aerosol térmico (TS-FF-AAS) Horno en llama (Niguel}-AAS

Considerando lo expuesto, puede pensarse que las técnicas de introduccion de muestras
deberfan haber ocupado un rol central en la investigacion y desarrollo de la instrumentacion
analitica. Sin embargo, una comparacion de los instrumentos producidos a lo largo de la historia
muestra que los sistemas de introduccién de muestras no compartieron la misma velocidad de
desarrollo que los avances producidos en componentes opticos y electronicos.  Como
consecuencia de ello, el desarrollo de las técnicas insttrumentales ha encontrado en el
procedimiento de introduccién de muestra una etapa limitante para la optimizacion de las cifras
de mérito de una determinacién analitica.

Aunque los problemas de la introduccion de muestras fueron claros para la mayorfa de
los investigadores en este campo [1>-17]) la apariciéon en la década del 80 del plasma de argén

generado inductivamente como fuente de excitacion y medicion de la intensidad emitida por el




Métodos de Introduccién de Muestras para Espectrometrias de Alta Performance

analito (ICP-OES)!!8 relegd nuevamente el estudio de optimizacién de la introduccion de
muestra en las espectrometrias atdmicas: ahora era la fuente de excitaciéon la que se revelaba
como un instrumento poderoso de optimizacién de sefial, aunque su extraordinaria potencialidad
quedara parcialmente opacada por la baja eficiencia del proceso de transferencia del analito al
plasma. Algo similar ocurrié con el uso del ICP vy la deteccién por espectrometria de masas
(ICP-MS). Tal es asi que algunos espectrometros del mercado siguen utilizando la nebulizacion
neumatica convencional como alternativa.

Sin embargo, la literatura presenta varios trabajos dedicados a mejorar la eficiencia en la
introduccién de muestras que han resultado en mejoras valiosas de las cifras de mérito obtenidas.
Un ejemplo de ello viene dado por el trabajo pionero del afio 2000 de Berndt et al [ | en el cual
se comienza a explotar el concepto de introduccién de muestra por generaciéon térmica de
aerosol dentro de un horno montado sobre la llama, conocido en bibliografia por sus siglas en
ingles TS-FF-AAS port "thermospray flame furnace atomic absorption spectrometry".

En esta modalidad, un tubo de niquel se coloca sobre la cabeza del quemador del
mechero. La muestra propulsada por una bomba peristaltica es introducida en el tubo a través de
un capilar ceramico de pequefio diametro. El transito de la muestra a través de este capilar a alta
temperatura produce un aerosol que ingresa completamente en la celda de atomizacion,
marcando entonces una gran diferencia con el 5 - 10 % de muestra original que termina llegando
tipicamente a la llama de un FAAS [ll. Este efecto se produce cuando el liquido alcanza una
superficie que posee una temperatura mucho mayor que su punto de ebullicién, creando una
capa de liquido vaporizado que afsla al resto de la solucién de la superficie caliente, este proceso
se conoce como efecto de Leidenfrost 1921, Cuando se produce en un espacio confinado, como
lo es el interior de un capilar, el gas escapa a gran velocidad arrastrando gotas de liquido que se
desprenden en forma de aerosol cuando salen por el extremo abierto del capilar, tal como se

muestra en la Figura I.1.

Extrermno del capilar ceramico

Liquido Aerosol

Figura I.1.- esquema de generacion de aerosol por via térmica
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Por otra parte, la adecuada seleccion de la geometria y dimensiones de la celda de
atomizacion permite el confinamiento optimizado del analito, aumentando el tiempo de
residencia del vapor atémico en el volumen de observacion respecto del FAAS. Si bien el uso
de la celda u horno montado en llama afsla parcialmente a la llama del eje éptico favoreciendo la
sefial, cabe también tener en cuenta que un ingreso del 100% del solvente en la celda consume
parte de la energfa de la llama en vaporizarlo, haciendo que la temperatura en el interior de la
celda descienda. Para contrarrestar al menos parcialmente este efecto, se realizan perforaciones
en la base de la celda -usualmente seis equidistantes de 2 mm de didmetro- para permitir el
ingreso de la llama e incrementar la temperatura 1322, La geometria y dimensiones de la celda
han sido objeto de estudio en este trabajo tal como se discutira en el capitulo 2.

De esta manera, la ventaja producida por el aumento en la cantidad de analito que
alcanza la celda se ve opacada por una menor temperatura en el interior de la misma, generando
como resultado un aumento de sensibilidad respecto de FAAS sélo en el caso de los elementos
mas volatiles (Cd, Zn, Pb, Cu, etc)?>28. Recientemente Peng Wu et al.?l informaron resultados
de analisis de 25 elementos mediante TS-FF-AAS que muestran que para los mas volatiles se
obtuvo una mejor sensibilidad, encontrandose lo contrario para el caso de los refractarios. El
diseno experimental que comunmente se utiliza en este tipo de metodologfas se muestra en la
Figura 1.2.

Asimismo, es conocido que los sistemas tradicionales de nebulizacién neumatica (como
el que utiliza FAAS) pueden obstruirse a la altura del capilar cuando se utilizan con soluciones
muy salinas o con solidos suspendidos, obligando a trabajar en el aislamiento del analito previo a
su determinacién. Sin embargo, la introduccion directa de este tipo de muestras es mas factible
mediante un sistema de generacion de aerosol térmico que utiliza capilares mucho menos
estrechos que en el caso de FAAS. Se ha demostrado B’ que este enfoque reduce la
manipulacién de la muestra, minimizando las pérdidas del analito, los riesgos de contaminacién
externa y el consumo de reactivos, a la vez que incrementa la frecuencia analitica.

A través del "set up" experimental de la Figura 1.2, pueden encontrarse facilmente las
variables operativas que influyen en la sefial obtenida, a saber: naturaleza de la solucion
transportadora o carrier (proporcion en el caso de soluciones mezcla), caudal de carrier, volumen
de inyeccion, relacion combustible comburente de la llama, geometria y material de la celda de

atomizaciéon. Estas son las variables que deben ajustarse para obtener una optima sensibilidad

analitica tal como discutiremos en los capitulos 1, 2 y 3.
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Sin embargo y a pesar de la gran cantidad de trabajos publicados utilizando la
metodologia de TS-FF-AAS, poco trabajo se ha publicado respecto de los mecanismos que
habilitan la formacién del vapor atémico en la celda de atomizaciéon. Sélo dos trabajos 12132
han estudiado el mecanismo de formaciéon de aerosol por via térmica como los usados

habitualmente en TS.

Celdade
atomizacion

Carrier

. / :
Capilar ceramico Eje éptico

Muestra

- Valvula de
inyeccion

Cabeza del quemador
Vista lateral

Figura I.2.- Disefio experimental empleado en las mediciones por TS-FF-AAS

Consecuentemente, los estudios de optimizacion de esta metodologia se han basado
mayormente en evidencia empirica sin un marco teorico formal que permitiera identificar las
variables operativas, evaluar su influencia y la relacion entre ellas. De esta manera se podrian
desarrollar nuevas estrategias que permitieran disminuir los limites de deteccion, aumentar la
sensibilidad e incrementar el abanico de aplicaciones, extendiéndolo a analitos atin no explorados
dado el grado de desarrollo actual de la metodologia de TS-FF-AAS. Algunos ejemplos seran
presentados en los capitulos 2 y 3.

En esta linea de pensamiento, se presenta en el capitulo 1 el primer modelo teérico que
permite predecir las caracteristicas de la sefial obtenida en TS, asi como la influencia que sobre la

misma tienen las distintas variables operativas que identificiramos mas arriba.
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En cuanto al material de la celda de atomizacién -que asumiéramos como variable
previamente-, la mayoria de los trabajos emplean tubos de niquel o aleaciones del mismo como
material sin explorar otras alternativas.

En 20006, Petrucceli et. al *% introdujeron el uso de tubos de titanio como material de
la celda de atomizacién. Da Silva et al. B4 informaron en 2009 el uso de celdas de titanio
obteniendo una sefal analitica para el analito cobre que duplicaba la adquirida sobre celda de
niquel. Los autores proponen un mecanismo de atomizacién que se produciria a través de la
formacion de 6xido de titanio superficial, y adjudican la alta sensibilidad con el tubo de Ti a la
interaccion producida entre la superficie de TiO2 y el analito Cu. Sin embargo, el tubo de titanio
no sélo es mucho mas caro sino que la vida util de la celda es corta y dependiente de la cantidad
de orificios de la base. Ademas se han hecho intentos combinando tubos de niquel con tubos de
titanio para incrementar la vida util sin demasiado éxito.

Recientemente, Dedina et al. 33 han investigado el uso de celdas de zafiro, mucho
mas caras pero resistentes. Hasta la fecha, sélo un trabajo 2 informa el uso de celdas de cuarzo
para la determinacién de Cd con la preconcentracion por la técnica de “Cloud Point extraction”
(CPE) y la introduccién de la muestra en una fase micelar.

En el capitulo 2 se mostrara la influencia de la superficie interna de la celda sobre la sefial
analitica para diversos analitos. Ademas se presentaran estudios de dispersion radial del vapor
atémico, lo que esta relacionado con las dimensiones (tamafo y forma) de la celda.

Como se ha sefialado anteriormente, la gran limitacion de la metodologfa de TS-FF-AAS
es su baja temperatura, lo que impide que elementos proclives a formar compuestos refractarios
se atomicen eficientemente. Esto origina que solo existan en bibliografia estudios de
determinacién de analitos volatiles como dijéramos precedentemente. Para extender la
aplicabilidad de esta metodologia, se encuentran en bibliograffa escasos informes de
derivatizacion para formar especies mas volatiles e impedir la formaciéon de compuestos
refractarios B2 . A pesar de que estos trabajos se mostraban promisorios, el uso de esta estrategia
no se continué difundiendo.

Particularmente en el caso de elementos refractarios como los alcalino térreos que
forman hidroxo-oxo compuestos estables en la llama, desde los trabajos de Berndt et al y hasta la
fecha, no hay reportes en la literatura utilizando la técnica de zhermospray, lo que se atribuye a la
poca o nula sensibilidad 13 asequible .

En el capitulo 3 se evalian solventes organicos solubles en agua como sustancias

transportadoras del analito, de modo tal que se pueda mitigar el enfriamiento de la celda de
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atomizacion al presentar una energia de vaporizacion menor que la del agua. Al mismo tiempo,
estos solventes generan un entorno rédox mas adecuado al reducir la concentraciéon de oxigeno,
y con ello la produccién de compuestos oxigenados. Al mismo tiempo, el uso de solventes
organicos promueve la reducciéon del tamano de gota, como se mostré en varias citas de la
literatura 31 . De hecho, la reducciéon de la viscosidad y de la tensién superficial deberfa
habilitar una dinimica de desolvatacidén/atomizacién mas favorable en el tubo. Se mostraran los
resultados obtenidos para magnesio como caso lider.

Aunque esta no es la primera vez que los compuestos organicos son empleados como
carriers para la generacion térmica de aerosolesPP7-4041 Ja mayor parte de la literatura se dedica a
introducir la muestra dentro de espectrémetros de masas, donde la reduccion del tamafio de gota
se vuelve una ventaja sustantiva. Sin embargo, pocos trabajos se han dedicado a la determinacion
elemental en espectrometria atémica hasta la fecha 38

En este trabajo y con el fin de optimizar las sefiales de magnesio obtenidas, se
modificaran las variables operacionales de mayor influencia sobre la sensibilidad. No obstante,
considerando que el método tradicional de optimizar una variable a la vez (OVAT, one variable at
a time) no es el mas adecuado para encontrar las condiciones 6ptimas, se evaluaron enfoques
multivariados mas avanzados [l que permiten optimizar la sensibilidad, ahorrando tiempo y
reactivos con el consecuente disminucion del costo. La implementacion del enfoque multivariado
es conocido como metodologia de la superficie de respuesta (RSM, del inglés response surface
method) [134344, Tas técnicas de disefio experimental en conjunto con las de RSM han
demostrado ser utiles para el desarrollo, mejora y optimizaciéon de una amplia variedad de
procesos.

Cuando se aplica RSM, las respuestas experimentales se ajustan usualmente por una
ecuacion polinémica por el método de cuadrados minimos (LS, del inglés least squares). En la
mayoria de los casos estudiados utilizando esta metodologia, un polinomio de segundo orden
puede aproximar razonablemente el comportamiento de dichos sistemas.

Por otro lado, las redes neuronales artificiales (ANN, del inglés artificial nenral networks)
representan otra herramienta inteligente para modelado multivariado no lineal. Esta herramienta
es un procesador paralelo, que tiene la capacidad de guardar conocimiento experimental,
haciendo que este se encuentre disponible para su uso y prediccion de nuevos datos
experimentales aun no medidos. Debido a sus capacidades superiores de clasificacién y
prediccion, las ANN han impactado fuertemente como método para construccion de modelos

empiricos #5341 Actualmente, ANN en combinaciéon con técnicas de disefio experimental se
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emplea para encontrar condiciones Optimas para una cierta metodologia o proceso [13:4344:47]
En nuestro caso se ha utilizado ANN acoplado a disefio experimental, encontrandose una mejor
capacidad predictiva de comportamiento en comparaciéon con el uso de RSM vy ajuste por LS.

Esta discusion se dara en el capitulo 3 con magnesio como caso lider.

1.2.-Estado del arte de los métodos de introduccién de muestras para espectrometria de

masas

Al igual que lo ocurrido con la espectrometria atémica, los principios del espectrémetro
de masas tiene su origen en 1890 con los primeros experimentos de Thompson en el estudio de
la deflexién de los rayos catédicos, siendo el primero en medir la relacién masa/carga del
electron. Pero su desembarco en el campo de la quimica analitica ocurrié décadas mas tarde en
1940 cuando se empez6 a comercializar el primer modelo de espectrémetro de masas (60° sector

magnético) que disefié Alfred Nieeir.

La espectrometria de masas se basa en la mediciéon del movimiento diferencial de los
iones cargados en un campo eléctrico o magnético en vacio 8. Debido a que la trayectoria que
desarrolla un i6n esta directamente relacionada con su relacién masa al nimero de cargas (m/z), y
dado que el nimero de cargas es facilmente determinable a través del espaciamiento isotopico, se
puede determinar su masa. Pero para que estas trayectorias puedan desarrollarse sin
inconvenientes, los iones no deben ser susceptibles a colisiones. Es por esto que un
requerimiento esencial en la instrumentacién del analizador de masas es que todos los sitios que
recorren los iones se encuentren en ultra alto vacio (aprox. 108 Torr) y asi evitar colisiones con
otras moléculas neutras que obstaculicen sus trayectorias.

Existen distintos tipos de analizadores de masa. Si bien todos ellos miden propiedades
dinamicas de los haces de iones, cada uno tiene caracteristicas particulares que le otorgan ventajas
y limitaciones.

En el sector magnético, un haz de iones acelerados es deflectado por un campo
magnético perpendicular a la trayectoria, siendo el angulo de deflexién dependiente de la relacion
m/z del ién. Por lo tanto, el sitio del impacto en el detector estara relacionado con la relacién
m/z.

El cuadrupolo funciona como un filtro de iones. El haz circula por el centro en cuatro
barras paralelas a las que se le aplica un potencial eléctrico sinusoidal que se ajusta para permitir el

paso de iones de una seleccionada relacion m/z. Los iones restantes no realizan trayectorias
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estables y colisionan contra las paredes del cuadrupolo sin alcanzar el detector. La gran ventaja es
su costo reducido, pero su desventaja es el rango acotado de masas que puede analizar y su bajo
poder de resolucion. [48-521,

La espectrometria de masas de tiempo de vuelo (TOF, del inglés zme of fligh?) es un
método en el que la relacion masa-carga de un i6n se determina a través de una medicion de
tiempo. Los iones son acelerados por un campo eléctrico de fuerza conocida, esta aceleracion
resulta en que los iones igualmente cargados tienen la misma energfa cinética. Por lo tanto, la
velocidad del i6n depende de la relacion de masa a carga. Entonces se mide el tiempo que
transcurre para que la particula alcance el detector a una distancia conocida. Este tiempo
dependera de la relaciéon de masa a carga de la particula ya que las particulas mas pesadas alcanzan
velocidades mas bajas. A partir de este tiempo transcurrido y los parametros experimentales
conocidos, se encuentra la relacion masa-carga del i6n. [48-52

Por otro lado, en las ultimas décadas se ha explotado el uso de analizadores tipo trampa
que consisten en capturar el haz en un espacio acotado utilizando potenciales eléctricos
alternantes entre electrodos. Se describen a continuaciéon las variedades comerciales mas
comunes.

El Quadrupole Ion Trap: Los iones se almacenan de forma dinamica en un dispositivo
de almacenamiento de iones tipo cuadrupolo tridimensional. Los potenciales pueden ser
escaneados para expulsar sucesivas relaciones masa-carga de la trampa en el detector (eyeccion de
masa selectiva) y para seleccionar precursores en experimentos tandem. [48-52]

Fourier Transform Ion Cyclotron Resonance (Resonancia ciclotrénica por transformada
de Fourier, FT-ICR): Los iones se mueven en una trayectoria circular debida a un campo
magnético aplicado a la trampa. La frecuencia de ciclotrén del movimiento circular del i6n esta
determinada por su relacién m/z. Por lo tanto, mediante efectos de carga inductivos se puede
registrar el movimiento de los iones, pudiéndose determinar la frecuencia de ciclotrén y con ello
la masa de un i6n, a través de un tratamiento por transformada de Fourier de la sefial registrada.
En este analizador no hay separaciéon temporal de iones, mas bien todos los iones de un rango
particular estan atrapados en el interior, y un campo eléctrico externo aplicado ayuda a generar
una sefial 14852,

Orbitrap: En un orbitrap, los iones son atrapados debido a que su atraccion electrostatica
hacia el electrodo interior se equilibra por accion de las fuerzas centrifugas. De este modo, los
iones realizan trayectorias elipticas alrededor del electrodo interior llamado spindle. Ademas, los

iones también se mueven hacia atras y adelante a lo largo del eje del electrodo central por lo que
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sus trayectorias en el espacio se asemejan a hélices. Las oscilaciones axiales de los iones se
detectan por induccién, y mediante el procesamiento de datos de una manera similar a la utilizada
en la transformada de Fourier de espectrometria de masas de resonancia de ciclotrén de iones
(FT-ICR), la trampa se puede utilizar como un analizador de masas. Como en FT-ICR, todos los
iones se detectan simultaneamente sobre un cierto periodo de tiempo dado y la resolucion se
puede mejorar mediante el aumento de la fuerza del campo o mediante el aumento del tiempo
de deteccion. Orbitrap difiere de FT-ICR por la ausencia de campo magnético y R [48-521,

A pesar de la alta complejidad instrumental, esta técnica posee excelente selectividad y
una alta sensibilidad, es por esta razon que se encuentra ampliamente difundida en el ambito de la
quimica analitica para aplicaciones muy diversas [48-52

En un experimento tipico de MS, se introduce una muestra sélida o liquida que se
volatiliza y luego se ioniza parcialmente. Este proceso puede generar que algunas de las moléculas
de la muestra se rompan en fragmentos cargados estables que ingresan dentro del espectrémetro.
Por esta razon, el gran desaffo que impone esta técnica es el acoplamiento entre una muestra o
sistema que se encuentra a presiéon atmosférica y un analizador de masas que se encuentra en
ultra alto vacio.

Actualmente existe una amplia variedad de técnicas de introduccion/ionizacion utilizadas

en MS. Algunas de las técnicas de ionizacién excitan una molécula neutra que eyecta un electrén
para formar un catién radical (M*). Otras técnicas involucran reacciones de formacién de

aductos con un catién (generalmente con un proton, sodio, potasio o amonio) (M+catién).
Algunas técnicas de ionizaciéon son muy suaves y producen moléculas intactas, pero otras son
muy enérgicas y causan que los iones se fragmenten. Aunque la fragmentacion suele complicar el
espectro de masas, también provee informacion estructural para la identificacién de compuestos
desconocidos. La energfa impartida durante la ionizacién es la que controla la fragmentacion
observada en el espectro. En el caso de un experimento de masa tandem, la fragmentacion se
logra mediante colisiones de energia controlada. Debido a la variedad de técnicas de
introduccion/ionizaciéon de muestras encontrada en bibliografia, a continuacion se describen los
fundamentos de las técnicas mas difundidas y utilizadas, poniendo énfasis en las diferencias entre
técnicas a presion reducida y a presion atmosférica.

Debido a que el analizador de masas requiere operacion en condiciones de alto vacio, los
primeros sistemas de introduccién/ ionizacién de muestras utilizaban camaras cerradas que se
evacuaban, generando un nivel de vacio al menos similar al que se encuentra dentro del

analizador de masas. Los gases y muestras con elevada presion de vapor se introducian
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directamente en la fuente de ionizacion (por ejemplo a la salida de un cromatégrafo de gases), los
liquidos y solidos eran usualmente calentados para incrementar la presiéon de vapor y proceder al
analisis. Si el analito era térmicamente labil, la muestra debia ser ionizada directamente desde la
fase condensada, agregandose una complejidad adicional. 49->1]

La forma clasica de ionizaciéon de analitos en fase gaseosa es mediante el uso de la
ionizaciéon por impacto electronico (EI) 4852, Consiste en hacer circular corriente por un
filamento de modo que emita electrones de alta energia que impacten con el analito, ionizandolo.
Si bien es un método muy eficiente de ionizacion, la alta energfa sobre los enlaces produce una
extensa fragmentacion haciendo que el i6n molecular no se observe para varios compuestos.

Una alternativa es la ionizaciéon quimica (CI) 852 . CI es una técnica de ionizacion
“suave” que produce iones con menor deposicion de energia, y como resultado, menos
fragmentacion. Como ésta técnica incrementa la abundancia del i6n molecular, se utiliza para
verificar la masa molecular de un analito, y como complemento de la informacién estructural
obtenida por EI. Sélo se requiere una pequenia modificaciéon de la fuente de EI para realizar
experimentos de CI. Se utiliza un gas reactivo (usualmente metano o amoniaco) que al acoplarse
a la celda de CI produce aductos iénicos (CHs* o NHs*) que son excelentes donores de
protones, y transfieren la carga a los analitos.

Fast Atom Bombardment (FAB) 852y Secondary Ion Mass Spectrometry (SIMS) 48521 utilizan
atomos o especies de alta energfa para pulverizar, esparcir e ionizar la muestra en un solo paso.
En estas técnicas, un haz de atomos neutros (FAB) o iones (SIMS) se enfoca en la muestra en
fase condensada. El impacto de este haz de alta energfa causa que un sector de la muestra se
pulverice, se esparza en la cavidad y se ionice en un solo paso. Dado que no se requiere
calentamiento, éstas técnicas (especialmente FAB) son dttiles para el estudio de compuestos
térmicamente labiles. En cuanto a las diferencias entre técnicas, FAB requiere de la aplicacion de
una matriz (usualmente glicerol) sobre la muestra, y es deseable que el analito sea soluble en esta
matriz. En cambio SIMS no requiere matriz, lo que provoca que el muestreo sea mas complejo.
Su utilidad mayor es en estudios de quimica de superficies.

Matrix-assisted laser desorption ionization (MALDI) 1485253 es una técnica utilizada para analizar
moléculas de muy altos pesos moleculares. Se basa en vaporizar e ionizar el analito directamente
desde la fase condensada. En MALDI, la muestra se mezcla con un compuesto matriz elegido de
tal manera que presente absorcion a la longitud de onda del laser, luego la mezcla se seca y se
coloca al vacio. La desorcién y vaporizacion son producidas por un mismo pulso de laser que se

enfoca sobre esta mezcla seca, siendo la energia absorbida por la matriz. Esta energfa provoca la
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eyeccion de iones de analito desde la superficie. Aunque anteriormente ya existian otras técnicas
basadas en la ionizacién por laser (como laser desorption ionization (LDI) 148521 esta técnica produjo
una gran revolucion debido a que, no sélo alcanza a volatilizar e ionizar compuestos con pesos
moleculares elevados, sino que es una técnica de desorcion laser universal ya que no es el analito
el que absorbe la energia del pulso laser, sino que es la matriz la que absorbe la energia y la
transfiere al analito. MALDI es generalmente utilizada en el analisis de polimeros, proteinas,
acidos nucleicos, y péptidos. Mediante esta técnica se pueden analizar compuestos con un peso
molecular de hasta 200.000 Daltons, limite de masa que se incrementa continuamente con las
mejoras de los detectores 34361,

Electrospray ionization (ESI) 7% es una técnica que se utiliza mayoritariamente para
acoplar un cromatégrafo liquido a un espectrémetro de masas o para analitos térmicamente
labiles y de alto peso molecular. En esta metodologia, la muestra liquida circula dentro de un
capilar metalico y el elctrospray se crea aplicando un alto potencial (1-6 kV) en el metal del capilar.
Entonces el campo eléctrico induce una carga neta sobre las pequefias gotas de liquido que
abandonan el capilar. A medida que el solvente se evapora, la gota se achica y la densidad de
carga sobre la superficie se incrementa. La gota finalmente alcanza un punto donde la repulsion
culémbica de la carga eléctrica supera la tension superficial que la mantiene unida, haciendo que
la gota explote liberando analitos i6nicos con cargas multiples. Debido a este hecho, los
compuestos de alto peso molecular son observados a bajos valores de m/z, lo que incrementa el
rango de masas susceptible de ser analizado. En la Tabla 1.2 se resumen los principales métodos
de introduccién/ionizacién de muestras a baja presion que se utilizan para espectrometria de

masas.
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Tabla 1.2.- Principales métodos de introduccion/ionizacién de muestras a baja presion para

espectrometria de masas.

Nombre Abreviatura Descripcion

Analito en fase gaseosa

Electrones energéticos que impactan sobre el gas analizado

Impacto electronico El
lonizacion Quimica 1 lones reactivos que Impactan sobre el gas analizado
lonizacion de campo Fl Electrodo de potencial elevado que ioniza analitos en fase gaseosa
Desorcion
Desorcion de campo FD Electrodo de potencial elevado que desorbe liquidos en el extremo
Bombart:::i;z: HEmas FAB Atomos energeticos que impactan sobre fa superficie analizada
PSR G RN SIMS lones energéticos que Impactan sobre la superficie analizada

de iones secundarios

Desorcion por laser LD Pulso laser de alta energia que desorbe analitos superficiales

Desarcion por plasma PD Plasma que desorbe analitos superficiales

Un pulso de laser de alta energia excita la matriz y transfiere parte de la enrgia al

Desorcian laser asistida
MALDI :
analito que se desorbe y ioniza.

por matriz

Formacion de aerosol

lonizacion por 5
¢ ESI Formacion de aerosol por potencial elevadoe en el extreme de nebulizador
electrospray
lonizacion por A
P T8 Formacidn de aerosol por temperatura elevada en el extremo de nebulizador

termovaporizacion

En la actualidad, un campo muy fructifero de investigacion en el area de la
espectrometria de masas consiste en la ionizacion de los analitos bajo condiciones ambientales en
sistemas abiertos conocido como ambient ionigation MS 1575860-631. Quince afios atras hubiera sido

impensable sostener un objeto delante del espectrometro de masas y adquirir su espectro en




Métodos de Introduccién de Muestras para Espectrometrias de Alta Performance

tiempo real sin necesidad de tratamiento previo de la muestra. Este nuevo enfoque ha sido un
avance revolucionario en el campo de la espectrometria de masas porque habilita la ionizacion
directa de moléculas superficiales, sin cerramientos, con minimo pretratamiento de muestra, y
produciendo una ionizacién suave de modo tal que la mayor parte de los iones sean detectados
con minima fragmentacion.

En 2004 Cooks y colaboradoresl®l introducen por primera vez el concepto de analisis
bajo condiciones ambientales mediante la metodologia de desorption electrospray ionization (DESI).
En este caso, un aerosol generado por ESI se hace impactar sobre una muestra solida en un
sistema abierto. Estas pequefias gotas cargadas solubilizan parcialmente al analito para luego
realizar una trayectoria hacia el espectrémetro de masas.

Casi simultaneamente, en 2005 Cody y colaboradoresl®”] desarrollan una metodologfa con
una filosofia semejante de ionizacién en condiciones ambientales. Se utiliza una fuente de plasma
de helio que impacta sobre la muestra desorbiendo al analito térmicamente e ionizandolo
previamente a su ingreso al espectrémetro de masas. Se habilita de esta manera un analisis directo
en tiempo real denominado por sus siglas en ingles (DART) [656869],

DART es una de las técnicas mas versatiles de ionizacién a presion atmosférica. Se trata
de una fuente de ionizacién quimica basada en una descarga tipo “glow” que opera a presion
atmosférica. Los iones se generan por desorcion térmica seguida de protonacion en la fase
gaseosa. Entonces, en un experimento tipico, la muestra se coloca sobre un soporte entre la
salida de la fuente de DART y el orificio de entrada del espectrémetro de masas. En esta region,
un flujo de atomos de helio metaestables a alta temperatura generan “clusters” de agua protonada.
Estos “clusters” reaccionan con moléculas desorbidas térmicamente de la superficie y producen
moléculas de analito protonado que ingresaran al MS, tal como se muestra en la Figura 1.3. La
ventaja de esta metodologia con respecto a las basadas en la formacion de electrospray es que se
pueden analizar tanto analitos polares como no polares (mientras puedan desorberse
térmicamente) ya que no es necesaria la presencia de ningin solvente para promover la
desorcién/ionizacion. El mecanismo mas aceptado se conoce como transient microenvironment 10711,

En el capitulo 4 se explora el concepto de introduccién dinamica de la muestra para
DART-MS en contraste con la introduccion estatica clasica. De esta manera, se genera un nuevo
eje temporal que sera utilizado para correlacionar fragmentos provenientes de una misma
molécula y asi simplificar el espectro de masas obtenido. Al mismo tiempo se obtiene

informacién estructural de los compuestos presentes en la muestra sin necesidad de separacion

previa.
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Figura I.3.-Esquema de funcionamiento del sistema DART.

A partir de los primeros trabajos de Cody y Cooks se desarrollaron diferentes tipos de
métodos de introduccion a presion atmosférica [57:58,60-63],

El interés en el uso de métodos de analisis a presion atmosférica se debe a que estas
técnicas de introduccién/ionizacion de muestras evitan introducir la superficie de la muestra en
un sistema de vacio, eliminando los inconvenientes y restricciones propios de tal operacion.
Ademas, el analisis realizado en condiciones ambientales brinda la oportunidad de estudiar
materiales en condiciones ambientales reales. De alli que el uso de estas novedosas metodologfas,
ha permitido liberar al analisis de restricciones de tamafio y de volatilidad. Fstas técnicas también
permiten el analisis directo de la superficie de varios materiales con una minima preparacion de
muestra, simplificandolo y acelerandolo. Son utilizados actualmente para el analisis rapido de
diversos materiales tales como medicamentos, explosivos y alimentos, entre otros.

El desarrollo de las nuevas metodologias de introduccién de muestras que permiten la
desorcién/ionizacion de pequefias secciones de muestra, sumado a la gran sensibilidad que
ofrecen las espectrometrias de masas al detectar efectivamente una escasa cantidad de iones,
habilitaron el desarrollo de una novedosa rama dentro de la espectrometria de masas que es la de
generacion de imagenes moleculares o mass spectrometry imaging (MSI). Las metodologias de MSI
realizan un muestreo localizado de la muestra en diversos sitios registrando el espectro de masas
y asociandolo a la posicién donde fueron capturados. Luego, mediante un tratamiento adecuado
se pueden generar las imagenes moleculares de los distintos iones registrados en la muestra. La
principal fortaleza de este tipo de técnicas es que permiten la visualizacion de multiples

distribuciones moleculares sin la necesidad de marcadores quimicos o anticuerpos.
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atmosférica para espectrometria de masas.*

Tabla 1.3.- Resumen de métodos de introduccién/ ionizacién de muestras presion
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* Las técnicas se listan por su nombre en inglés debido a que asi son conocidas en el lenguaje habitual de esta disciplina.
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Las bases generales del procedimiento se describen en la Figura 1.4. Para poder realizarlo,
un espectrometro de masas solo debe estar equipado con una sonda o haz capaz de producir
iones de una seccién localizada de la superficie de la muestra, y con una plataforma con
capacidad de movimiento en las coordenadas x e y. Mediante la utilizaciéon de software
especializado, el movimiento de la plataforma puede ser programado para permitir un barrido de
la superficie de la muestra de manera continua o discreta. Cada espectro de masas individual
adquirido, es asignado a una seccion particular de la muestra donde fue registrado, creando un
“pixel” de la imagen. Posteriormente, se utiliza un software para reunir toda la informacién de los
“pixels” en una imagen cuya escala de color es relativa a la intensidad de sefial de un i6n particular
donde se visualiza la distribucién molecular a lo largo de las dimensiones de la muestra. Entonces
es posible obtener tantas imagenes como iones se detecten en la muestra.

A pesar de que los primeros ejemplos de imagenes moleculares fueron obtenidos hace 40
afios 3], s6lo hace pocos afios que se ha empezado a extender el uso de MSI. El desarrollo de
las técnicas de generacion de imagenes basadas en MALDI-MS a fines de la década del 90 ha
abierto un amplio rango de aplicaciones biologicas 114 . Rapidamente, la histologia molecular
basada en imagenes generadas por espectrometria de masas se convirtié en una nueva tecnologia
prometedora para el descubrimiento de biomarcadores, distribucion de metabolitos de drogas,
analisis de lipidos y protedmica [115-126]

Desde ese momento se fueron utilizando cada vez mas técnicas de ionizaciéon para la
generacion de imdagenes moleculares. Esencialmente tres técnicas de desorcién/ionizacion son
tipicamente utilizadas para generar un muestreo localizado, y de esta manera, adquirir datos de un
experimento de MSI: SIMS, MALDI, DESI y técnicas relacionadas. Sin embargo, experimentos
de MSI basado en otras técnicas de escaneo como PESI y ablacion laser también se han
explorado.

Actualmente, MSI es una tecnologfa en constante evolucién que se ha aplicado a
imagenes de tejidos bioldgicos, films delgados de bacterias, hojas y tallos de plantas, cuarzo,
placas de circuitos y huellas digitales, entre otros [27-14. Los continuos adelantos en la
instrumentacién en espectrometria de masas continian ampliando el rango de aplicaciones para

las cuales MSI puede ser utilizado.
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Figura 1.4.- Vision general de un experimento de MSI. I.a muestra se monta sobre una superficie
y, si es requerido por la técnica de desorcion/ionizacion, se aplica una capa de matriz. Luego el
espectrémetro de masas es programado para adquirir espectros de determinados sitios de
muestreo sobre la superficie, para luego compilar en un set de datos el espectro de masas y el sitio
de adquisicion. Entonces la intensidad de cualquier i6n puede ser visualizada en una escala de

color arbitrario que depende de la intensidad del i6n.

En el capitulo 5 se mostrara una prueba de principio de un método de MSI para el

analisis sistematico de superficies no planas, irregulares o curvadas acoplando una sonda robdtica

con una fuente de ionizacion DART.
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Capfitulo 1: Modelo teérico del funcionamiento del TS-FF-AAS

“Somewhere, something incredible is waiting to be known.”
— Carl Sagan
1.1 — Introduccién

La metodologia analitica tradicional utiliza espectroscopia por absorciéon atéomica con
llama para la cuantificaciéon de la mayoria de los elementos quimicos a niveles de parte por
millén.

A pesar del alto grado de desarrollo y aplicacion que ha alcanzado la técnica, el
rendimiento de los procesos de nebulizaciéon/atomizacion es infetior al 1%.

Por otro lado la técnica requiere, en muchas oportunidades, la realizaciéon de un ataque
previo de la muestra que permita o bien solubilarzarla, o eliminar la la matriz que la acompafia
(materia organica, alta salinidad, etc.), lo que consume tiempo e incrementa los riesgos de
contaminacion.

En los ultimos anos y con el fin de reducir estos inconvenientes, se ha comenzado a
explotar el concepto de introduccion de muestra por “zhermospray” (IS-FF-AAS) tal como
presentaramos en el capitulo introductorio.

La senal analitica obtenida con TS-FF-AAS es marcadamente dependiente de distintas
variables operativas que permiten su optimizaciéon. Estas variables operativas son: a) la naturaleza
de la solucién de transporte de muestra o “carrier”’, b) el volumen de inyeccion, c) el caudal de
“carrier”, d) la geometria (dimensiones y forma) de la celda de atomizacién (flame furnace), e) el
material de la celda, e) el tamafio y numero de orificios en la base de la celda, f) la estequiometria
de la llama que calienta la celda y el capilar.

Se realiza a continuacién una descripcion de las distintas variables operativas en TS con

vias a estudiar las posibilidades de optimizacion.

1.2 —Variables operativas en TS-FF-AAS

1.2.1 - Geometria de la celda de atomizacion

La celda de atomizacién cumple con la funcién de confinar el vapor atémico en el

volumen restringido del horno montado en llama, evitando de esta manera la dilucién del analito
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en los gases que forman la llama. Por lo tanto, la geometria cumple un rol fundamental en los
procesos de generacion de la senal analitica. Siendo que un aumento en la longitud de la celda es
necesariamente un aumento en el camino 6ptico que atraviesa la lampara de catodo hueco (LCH)
y por ende de la sefial, la disminuciéon de volumen se realiza por reduccién del radio. Por lo
tanto, cuanto menor es el radio de la celda, menor sera la dispersion del vapor atéomico en el
volumen total y mayor la concentracion en el camino 6ptico de la LCH. Sin embargo, si se
disminuye el radio de la celda, la relacion supetficie interna/volumen crecerd y el contacto entre
el vapor atémico y dicha superficie interna intensificara la interaccion existente entre ambos.
Ademas, la reduccion del radio implica un aumento de la velocidad lineal del fluido que escapa
axialmente del interior de la celda, con lo que el tiempo de residencia del analito se vera
disminuido. O sea que el radio 6ptimo se la celda surge de una relacién de compromiso, tal

como se discutira en el capitulo 2 utilizando como ejemplo la determinacion el oro.

1.2.2 - Material de la celda de atomizacion

El material de la celda es la barrera que confina el vapor atomico. Este material de la
celda de atomizacién no es inerte desde el punto de vista fisicoquimico. Sobre esta superficie se
pueden producir procesos de absorcion y adsorcion de especies atdbmicas y moleculares presentes
en el seno de la celda. Cuanto mayor sea la afinidad de la superficie interna de la celda con el
analito en estado de vapor atomico, (o especies derivadas del analito que puedan formarse), los
atomos capaces de absorber radiacion disminuiran y con ello la sefial analitica. Es por esta razon
que la busqueda de un material inerte se ha vuelto de gran importancia, no sélo en la técnica de
TS-FF-AAS sino también en el método de generacién de vapor quimico -3

En el capitulo 2 se evaluara la influencia de distintos materiales de la superficie interna

del atomizador en la senal analitica.

1.2.3 - Tamafo y numero de orificios de la base de la celda de atomizacién
Los orificios en la base de la celda de atomizaciéon cumplen la funcion de

contrarrestar el efecto de disminucién de la temperatura debida a la vaporizaciéon del

solvente, permitiendo el ingreso parcial de los gases de combustién. Sin embargo, si bien a
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mayor area total de los orificios se obtiene un mayor ingreso de gases de combustion y un
aumento de la temperatura, esos gases que ingresan al interior de la celda también diluyen el
vapor atémico. Existen varios trabajos en bibliografia 49 que optimizan la cantidad y el
area de los orificios segtin el analito. Para los analitos tales como cadmio que requieren una
menor temperatura de atomizacion, se utiliza preferentemente un area total de orificios
pequefia. Lo opuesto es valido para analitos menos volatiles con mayor temperatura de
atomizacion. En este trabajo se utilizara una celda con seis orificios de 2 mm de diametro
cada uno, que ha mostrado ser la mas difundida en la bibliografia debido a que ha

presentado una sensibilidad adecuada para los analitos que suelen determinarse por TS-FF-

AAS.

1.2.4 - Estequiometria de la llama que calienta la celda y el capilar

La combustion es una reacciéon en fase gaseosa de tipo exotérmica en la que
intervienen un combustible (metano, propano, acetileno, etc.) y un comburente (oxigeno, aire,
oxido nitroso, etc). Si el combustible se encuentra presente en el medio de reacciéon en cantidades
mayores a la estequiométrica se dice que la llama es reductora, existe una mayor proporcion de
materia carbonosa. La llama presenta un cono de reducciéon amarillo si la mezcla es, por ejemplo
aire/acetileno, o rojo si es 6xido nitroso/acetileno. Si por el contratio existe un excedente de
comburente la llama se torna oxidante y se encuentran mayores proporciones de compuestos
oxigenados, toma un color azul palido si es que se utiliza aire como comburente. La energfa
liberada en la combustion se aprovecha para incrementar la temperatura de los gases del medio.
De esta forma, cuando los gases de la llama se encuentren en relacion estequiométrica, la energfa
elevara la temperatura de los productos hasta un maximo. Un excedente de alguno de los
reactivos provoca que parte de la energia se consuma en calentar los reactivos excedentes, y la
temperatura final alcanzada sea menor que en el caso estequiométrico I'l. Es por esta razén que la
estequiometria de la llama es un factor clave que modifica el ambiente rédox, y la temperatura del
interior de la celda y de la punta del capilar ceramico.

En el capitulo 3 se estudiara la influencia de la estequiometria de la llama y las

condiciones rédox del ambiente del atomizador.
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1.2.5 - Naturaleza del carriet

La eleccion de un medio portador adecuado es indispensable para obtener una senal
analitica optimizada. Las opciones mas frecuentes de soluciones de transporte para la
introduccién de muestra mediante la metodologia de aerosol térmico son: aire, agua, soluciones
acidas o alcalinas. Ia utilizaciéon de aire tiene como ventaja la de enfriar menos el capilar
)

ceramico que en el caso del uso de un solvente pero por otro lado, el uso de aire como “carrier’

suele provocar un efecto memoria que no permite la limpieza adecuada del capilar.

También se pueden utilizar alcalis o acidos tal como se vera en el capitulo siguiente
dedicado a la cuantificacién de oro. Si bien el uso de un medio acido compatible es conveniente
para aquellas muestras que provienen de digestiones en ese medio, debe notarse que el tubo
metalico es susceptible al ataque acido por lo que es necesario limitar la concentracién de 4cidos
minerales.

Por otro lado, y con el fin de reducir la energfa que se consume para vaporizar la
muestra, el uso de solventes organicos miscibles con el agua parecerfa ser una alternativa
interesante para la optimizacion de la sefal analitica. Por otra parte, el aumento de la cantidad de
solvente organico en la mezcla “carrier” proporciona un medio de menor tensiéon superficial y
densidad en comparacién con el agua, disminuyendo en consecuencia el tamafo medio de la gota
tal como describe la ecuacion empirica de Elkotb [Bl. La influencia del uso de este tipo de mezclas
en la sefal analitica de magnesio y su determinacion en complejos vitaminicos se presentan en el

capitulo 3.

1.2.6 - Volumen de inyeccion

La altura y el area de la senal estan directamente relacionadas con el volumen de
inyeccion. A medida que el volumen de inyecciéon aumenta, aumenta la sefial en area ya que crece
la masa de analito que ingresa a la celda y por ende al eje Optico. Sin embargo, la sefial en altura
crece hasta un dado punto en el cual la velocidad de ingreso de muestra a la celda es igual a la
velocidad de egreso, o sea que el vapor atomico ocupa todo el volumen de la celda de
atomizacion y la altura de la sefial se hace practicamente constante. De esta manera, una vez

superado el volumen de la celda, la sefial se ensancha en lugar de aumentar en altura. Esta
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circunstancia es desfavorable desde el punto de vista analitico toda vez que conspira contra la
frecuencia de analisis sin mejorar la sensibilidad. En el capitulo 2 se mostrara el efecto en la sefial
de oro y la utilidad del cociente altura/area de pico en la medida de deformacion de la sefial

transitoria que se obtiene en TS.

1.2.7 - Caudal de solucidén de transporte

El caudal de soluciéon de transporte o “carrier’” es un parametro critico para la
determinacion elemental por TS-FF-AAS. A medida que se incrementa el caudal aumenta la
cantidad de muestra que ingresa a la celda por unidad de tiempo, lo que implica un aumento en la
altura de la senal analitica obtenida. Por otro lado, al incrementar la cantidad de muestra que
ingresa, también aumenta la cantidad de energfa consumida en wvaporizar el solvente,
disminuyendo la energfa disponible para atomizar el analito. Este ultimo efecto implica un
descenso de la temperatura promedio y por consiguiente de la sefial. En consecuencia, se busca
una soluciéon de compromiso. Esta situacion de compromiso deviene en encontrar el caudal de
solucion transportadora que genere la mayor altura de pico. Este valor de caudal 6ptimo depende
del analito ya que, los diferentes analitos poseen diferente volatilidad. En los analitos mas
volatiles, la disminucién de temperatura por aumento del caudal no tendra una influencia tan
marcada como en los menos volatiles. La Figura 1.1 permite observar dos aspectos interesantes:
a) cuanto mas volatil es el analito, mayor es la influencia del caudal de “carrier” en la sensibilidad
y b) cuanto menos volatil es el analito, menor el caudal de “carrier’” para el que se alcanza altura

maxima. Notese que la volatilidad crece de cobre a cadmio.
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Figura 1.1 .- Arriba: grafico de altura de pico vs. caudal de "carrier’ utilizado. Abajo: Absorbancia

normalizada (Absorbancia/Absorbancia maxima) vs. caudal de "carrier.

1.3 - Estudios tedricos de mecanismos de desolvatacion/atomizacion de la celda:

Influencia de las variables operativas

Para profundizar en el estudio de los mecanismos de desolvatacion/atomizacion
producidos en la celda y generar un modelo que permita entender la importancia de las variables
descriptas arriba, es necesario conocer la distribucién de la temperatura en el interior de la celda.
Pero debido al ingreso de la llama de combustiéon por los orificios en la base de la celda (ver
introduccién) y al caudal de muestra que llega a la zona central, la dinamica de fluidos en el
interior se hace muy compleja. Por otra parte, si la celda es de niquel como habitualmente, la
conduccién térmica del metal no hace posible medir la distribuciéon de temperatura mediante
métodos no invasivos como por ejemplo los métodos espectroscopicos. Por otro lado, los
solventes que ingresan pueden alterar las medidas de una sonda y tampoco resultan adecuados
los métodos invasivos tales como las termocuplas. Por estas razones se decidié simular los
procesos que ocurren dentro de la celda utilizando métodos de simulacion por elementos finitos,
para luego comparar los resultados con los datos obtenidos experimentalmente.

El método de elementos finitos es una técnica numérica que permite hallar una

solucion aproximada a problemas complejos que involucran varias ecuaciones diferenciales
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parciales. Este método realiza una subdivision del dominio completo del problema en secciones
volumétricas pequefias y simples denominadas elementos finitos. Mediante métodos
variacionales se minimiza una funcién error asociada al sistema en estudio I .

Se entiende que mediante este método, se podra obtener una aproximaciéon a la
distribucion de temperaturas en el interior de la celda. Aunque las temperaturas reales no sean
exactamente las estimadas, se presume que se tratara de valores muy cercanos que permitiran
compararse, en términos relativos, con los valores obtenidos en los procesos que efectivamente
ocurren en el interior de la celda.

Las simulaciones fueron realizadas utilizando el programa Solidworks 2014, con el
modulo de "flow simulation”. Para correr adecuadamente la simulacién en este entorno de
programacion, y debido a que este programa no tiene parametros para modelar una llama de
acetileno/aire, se decidi6 emplear solo aire a la temperatura y velocidad de la llama (1800°K,
0,138 cm/s [M). Puesto que el programa también carece de un modelo para simular el efecto de
Leidenfrost del que hablaramos en el capitulo introductorio, se utiliz6 como aproximacion el
ingreso de vapor de agua a 262 ° K en lugar de agua liquida, a una temperatura tal que el valor de
AH min' que ingresa a la celda equivalga al del agua liquida a 293° K para alcanzar una
temperatura final de 1000° K como agua vapor. (ver materiales y métodos) KEstas

aproximaciones hacen que la temperatura local real no sea exactamente la calculada.

g Frontal Axial
-ﬁ Py e |y
120015

— - i - 112144
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= A 2= = - 997 86

- A . + 907,15
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- 09286
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Temperature |

Figura 1.2.- Distribucion de temperatura en el interior de la celda de atomizacién a distintos

caudales. Vistas frontal y axial.
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En las Figuras 1.2 y 1.3 se observan los resultados de simulacién de distribucion de
temperaturas, y de distribuciéon de fraccion masica del vapor en el interior de la celda de
atomizacion. Se presentan vistas axiales y frontales a diferentes caudales de ingreso de solucion
transportadora.

El método permitié también estimar el tiempo de residencia del vapor atémico en el
eje optico utilizando las ecuaciones diferenciales de transporte de materia. Se obtuvieron valores
de (190 * 20) ms, no observandose diferencias significativas al utilizar caudales variables entre
0,1 y 2 mL. min'l. Notese que se trata de valores que exceden en mas de dos 6rdenes los valores
de la literatura para los tiempos de residencia en FAAS que oscilan entre 0,1 y 1 ms en el ¢je

optico [ constituyendo una de las mayores fortalezas del TS-FF-AAS por sobre la técnica

convencional con llama.
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Figura 1.3 - distribucion de la fracciéon masica del vapor en el interior de la celda de atomizacion.

Vistas frontal y axial

1.3.1 - Validacion del modelo de simulacion con datos experimentales

Para validar los resultados obtenidos mediante simulacién, o sea la distribucién de
temperaturas y de fraccion masica del vapor en el interior de la celda, se recurrié a experimentos
que permitieran establecer el grado de concordancia entre los resultados del modelo y los
resultados experimentales que pudieron ser realizados en el laboratorio. La mejor aproximacion
experimental consistié en medir la distribucién de la temperatura sobre la superficie externa de la

celda de atomizacion tal como se detalla en los apartados siguientes.
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Ya que los resultados obtenidos a través de simulacion referidos ala distribuciéon de
la temperatura y de fraccién masica de vapor dentro de la celda, no pueden ser convalidados por
medicion directa, se evaluara el grado de concordancia de la prediccion a través de parametros
que si pudieron ser medidos experimentalmente. Se realizé entonces un estudio de la distribucién
de la temperatura sobre la superficie externa de la celda de atomizacion, las curvas de sefial vs.
caudal, y la identificacién de las zonas de atomizacion preferencial. Los experimentos de

medicion de temperatura se detallan a continuacion.

1.3.2 - Medicion de temperatura: Fundamentos de la operacidn utilizando una camara de

fotos digital

El estudio de los fundamentos de la técnica de TS-FF-AAS requiere conocer la
distribucion de temperaturas en la celda de atomizacién, la que por otra parte es un parametro
critico ya que pone limites al nimero de analitos susceptibles de ser valorados. En el marco de
este trabajo de tesis se ha desarrollado un método que permite estimar con buena aproximacioén
la distribucion de la temperatura en la celda de atomizacion, para luego contrastarlo con los
resultados obtenidos mediante la simulacién y asi validar el modelo

Como se describe en literatura [1%11]) y asumiendo que la superficie metalica de la celda de

atomizaciéon se comporta como un cuerpo gris, la temperatura de la superficie esta relacionada

con su emision de luz a dos diferentes longitudes de onda segun la ecuacion 1.

EQ1T) A
k Ln (5(/12 T)) +5Ln (/12)
= 1 [Ec.1]
Ay /1_1

Donde Ay y A, son las longitudes de onda de trabajo, Ii e I» son las respectivas
intensidades, k es la constante de Boltzman, h es la constante de Planck y C es la velocidad de
la luz. €p, 1)es la emisividad del objeto que depende de 1a longitud de onda y la temperatura
del objeto. En este trabajo se ha utilizado una camara fotografica digital como fotodetector.

Mediante la camara digital se obtienen tres sefiales en tres canales diferentes: rojo,

verde y azul. Las sefiales se adquieren mediante el uso de filtros 6pticos que se colocan
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delante de los detectores en cada uno de los pixeles. Sin embargo, como los filtros no son
monocromaticos y la sensibilidad de los fotodetectores no es la misma para todas las
longitudes de onda, no es posible aplicar la ecuacion 1 directamente.

Para salvar estas dificultades, se utiliz6 una mufla operada a distintas temperaturas
conocidas y se obtuvieron las sefiales en cada uno de los canales a dichas temperaturas.
Luego se ajustaron los resultados mediante la ecuacion 2 que es una version reducida y

aproximada de la ecuacién 1.

=Axl (11)+B 2
= * J—
"\ [ec. 2]

Donde I y I, son las sefales obtenidas para dos diferentes canales (rojo y verde o verde y
azul); A y B son constantes que dependen de cada canal particular, la sensibilidad del detector
a las diferentes longitudes de onda (rojo, verde y azul) y la emisividad del material. En la
Figura 1.4 se muestran los resultados obtenidos que ajustan de manera adecuada con el

modelo propuesto.
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Figura 1.4.- Curvas de ajuste del modelo propuesto utilizando los canales verde y azul

(circulo azul), y verde y rojo (cuadrado negro)
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Por lo tanto, mediante el modelo ajustado es posible calcular los valores de A y B para la
relacion de sefales verde—roja y azul-verde y, consecuentemente, estimar la temperatura en las

distintas zonas del tubo.

1.3.3 - Validacién de la medicion de la temperatura

La Tabla 1 muestra la relacién que existe entre la temperatura medida mediante la
termocupla de la mufla, el color observado en la fotografia original y la temperatura estimada
utilizando los canales verde-rojo y azul y verde. También se incluyen la temperatura media y el
error porcentual de esa estimacion.

La Figura 1.5 muestra la relacién entre la temperatura real y la estimada por el método
propuesto. Se obtiene una recta de pendiente unitaria y ordenada al origen nula y un error
porcentual menor al 1,5%, lo que hace este método valido para la estimacién de temperatura en
la pared exterior de la celda de atomizacion.

Rigurosamente, el modelo de ajuste de temperaturas se basa en suponer que el
calentamiento del tubo en la mufla es equivalente al de la llama (verdadera fuente de energia en
TS-FFAAS) y que por ende, la emisiéon propia de la llama es despreciable frente a aquella del
propio tubo o celda de atomizacion. Esto equivale a decir que la radiacion que emite la llama es
despreciable comparada con la emisiéon de la celda. Esta aproximacion parece valida ya que la
pluma de llama que queda por delante de la celda es muy delgada y posee una radiacion azul
palida -en condiciones estequiométricas-, la que interferirfa de manera poco apreciable en uno
solo de los canales. Para asegurar la validez, se realizaron experimentos de medicion de
temperatura de la celda con la llama encendida e inmediatamente después de extinguida no

encontrandose diferencias significativas respecto de las obtenidas en la mufla.
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Figura 1.5.- Resultado de la validacion de medidas de temperaturas. Arriba: Tabla de

correlacion entre informacion fotografica y temperatura. Abajo: Grafico de correlacion entre el

valor de temperatura estimada y la temperatura medida con termocupla, y grafico de porcentaje

de error a distintas temperaturas.

1.3.4 - Evaluacion de la distribucion de la temperatura de la pared de la celda de

atomizacion

Utilizando el método mencionado se procedié a medir la distribucién de temperatura de

la celda de atomizacion a distintos caudales de solucion “carrier”. En la Figura 1.6 se muestran de

frente y atras, las distribuciones de temperatura obtenidas sin ingreso de solucién y con ingreso

de agua a un caudal constante de 1 mI. min-!, a modo de ejemplo.

En todos los casos se puede observar que la temperatura decrece desde el extremo

inferior del tubo hasta el extremo superior lo que es consistente con la cercania a la llama. Por
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otra parte, se observa una disminucion de la temperatura del tubo hacia los extremos consistente
con disipacion térmica. Ambos efectos generan una distribucion de temperaturas en la celda
montada en la llama.

También puede distinguirse una pequena zona central de disminucién de la temperatura
de la celda coincidente con el punto de ingreso de la solucion “carrier”’, la que no es observable en
la operada sin liquido de ingreso. Esta caracteristica se revela mas claramente en la zona posterior
de la celda en la que el capilar no obstruye la adquisicién de la imagen ni el recorrido de las lineas

de flujo del gas de combustion.

5000 C 12009 C

Flujo= 0,0 mL min?
Frente Reverso

NN

Flujo= 1,0 mL min™!
Frente Reverso

S| ———

Figura 1.6.-Distribucion de temperaturas en distintas condiciones de operacion.

Esta pequefia zona de depresion de la temperatura aparece como resultado de que el
capilar ceramico no permite un 100% de efectividad en la vaporizacion del solvente, formandose
un aerosol que ingresa en esa zona central de la celda. Estas pequefias gotas no vaporizadas
ingresan a gran velocidad [ y colisionan con la pared posterior de la celda que posee una
temperatura mucho mayor que la temperatura de ebullicién del solvente. Por efecto Leidenfrost,
se produce una vaporizacion parcial y la fragmentacion de la gota primaria, obteniéndose gotas
secundarias mas pequefias que vuelven a colisionar en otro sector de la celda donde se produce el

mismo efecto, reduciéndose sucesivamente el tamafio de la gota hasta que se logra vaporizacion
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completa. Asi, cuanto mayor sea el numero de colisiones de gotas que se produzcan sobre la
pared, mas energfa se extraera de la superficie de la celda y se observara una depresion de
temperatura. Por lo tanto, las zonas de menor temperatura seran aquellas en las que exista una
mayor vaporizacion del solvente y en las que se produzca preferentemente la desolvatacion del
analito. Esta zona de menor temperatura se corresponde con una zona de desolvatacion.

En la Figura 1.7 se comparan los resultados obtenidos mediante simulaciéon con

resultados experimentales, observandose muy buena concordancia.

Medidasexperimentales Resultadode la simulacion
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Figura 1.7. - Distribucién de temperaturas sobre la superficie externa del atomizador

(experimental a la izquierda y simulada por el modelo a la derecha)

1.4 - Evaluacion tedrica de la dependencia de la sefial analitica obtenida con el caudal

de muestra

La intensidad de absorciéon (I.,) puede ser expresada en términos de nimero de
atomos existentes en el estado fundamental (N;j) y el estado excitado (Nj). La ecuaciéon 3 es la
expresion que establece la base de las formulas practicas mas utilizadas en espectroscopia

atomica analitica [7].
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hv
Iy, = (T 10).(B,-i N; — Bi; N; ) [Ec. 3]

Donde Bji representa el coeficiente de Einstein de la transicién desde el nivel j al nivel
i, h es la constante de Planck, ¢ la velocidad de la luz, 1o la intensidad de la luz emitida por la
lampara de catodo hueco y v la frecuencia. Generalmente, la energfa para excitar al analito suele
ser bastante elevada y a las temperaturas de trabajo, la fraccién en estado excitado es muy
pequena, lo que permite despreciar el término que representa a la poblacién del analito en estado

excitado.

1.4.1 - Evaluacion tedrico-experimental de la eficiencia de atomizacion en la celda

Si en la ecuacién 3 se sustituye el término Nj de modo que resulte expresado en
funcién del numero total de atomos presentes en todos los estados (Ny), se puede calcular la
intensidad absorbida conociendo los valores de N; en condiciones de inyeccion directa e
inyeccién continua sobre un horno (o celda) montado en llama (FF, flame furnace). La ecuacion 4
relaciona la cantidad total de analito que ingresa en la celda de atomizacién (Ni) con la cantidad
de analito en estado atémico (Nj) para lo que usa un factor de proporcionalidad conocido domo
eficiencia de atomizacion (€;). A través de la ecuacion 5 se puede calcular Nt y reemplazarlo en

la ecuacién 4.

N.
j(®,p)
Ea(dp) = m = &, Ps By Ba [Ec. 4]
Nt (@p) = P C X(o,p) [Ec. 5]

Donde @ es el caudal de ingreso de muestra en mL min!, C es la concentracién de

analito en la muestra y 7y es la fraccién masica del vapor proveniente de la vaporizacién de la
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muestra. Nt, Nj, €5 y X son funciéon de @ y p, definiendo p como la posicion de un elemento de
volumen infinitesimal de la celda en el que los parametros fisicoquimicos son constantes.

Como se observa en la ecuaciéon 4, la eficiencia de atomizacion (€;) es una cifra de
merito compuesta que depende de una combinacién de factores que permiten obtener la
cantidad de de analito libre en forma de vapor atomico a partir de la cantidad de analito en la
solucion inicial. Para esto la muestra liquida debe ser primero introducida en la celda, luego
desolvatada por evaporacion del solvente, luego la sal o el oxido remanente debe ser volatilizado
para después poder ser atomizado. Cada uno de estos pasos debe llevarse a cabo rapidamente y
con la mayor eficiencia posible para obtener una mejor performance del método. Estos pasos
estin mostrados en la ecuacién 4 Donde €, es la eficiencia de nebulizacion, Bs es la fraccion

desolvatada, By es la fraccion volatilizada, y B, es la fraccién atomizada.

En la literatura se utiliza el concepto de eficiencia de nebulizacion (€n) para describir
las pérdidas de aerosol que se producen en la camara de nebulizacién y previas a la llegada a la
llama. Esta definida como la relacion entre la cantidad de muestra que ingresa en la base del
mechero respecto de la cantidad total de muestra nebulizada. Como se mencionara previamente,
una de las ventajas que posee el sistema de TS-FF-AAS sobre el FAAS convencional, es que se
produce una introduccién directa de muestra que permite ingresar a la celda el 100% de la

muestra con un €,=1 respecto de €, 0,05 a2 0,1 de FAAS.

La fraccion desolvatada (Bs) esta definida como la relacion entre el total de analito que
se encuentra en forma desolvatada respecto del total de analito en el interior de la celda de
atomizacion, lo que deberfa coincidir con la cantidad de analito total dadas las condiciones de
operacion de TS. Dado que en la celda de atomizacion existen zonas de vaporizaciéon completa
(hacia los extremos) e incompleta (zona central con gotas) como ya se ha expuesto, es mas
apropiado hablar de fraccion desolvatada local la que depende del parametro p de posicion y
del caudal de muestra ingresante como expresaramos anteriormente para otros parametros que
también resultan p y ® dependientes. Entonces, a lo largo de las dimensiones de la celda, esta
fraccion desolvatada local constituye una distribuciéon de masa desolvatada. Existen tres sitios
posibles para la desolvataciéon del analito. El primero se encuentra en el capilar durante la
formacion del aerosol térmico: el analito en solucién entra en contacto con la pared del capilar a
alta temperatura y se vaporiza parcialmente por efecto de Leidenfrost. O sea que en el momento

de ingreso a la celda de atomizacién, parte del analito ya se encuentra en la fase gaseosa
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permitiendo definir una eficiencia de desolvataciéon externa a la celda de atomizacién o

eficiencia de desolvatacion primaria (E). El resto del analito ingresa a la celda de atomizacion
en forma de aerosol con una amplia distribucién de tamafio de gotas que se proyectan hacia la
pared posterior de la celda [1314. El segundo sitio de desolvatacion del analito es el seno de la
celda en el que la temperatura y el tamafio de gota gobiernan la velocidad de evaporacion segun

la ecuacion 6 14,

_dm = <4nrA> In (1 + Co Uy —Tb) Uik Tb)) [Ec.6]
Cp L

Donde r es el radio de la gota, ¢, es la capacidad calorifica especifica del vapor de
solvente a presion constante, A es la conductividad térmica del gas, L es el calor especifico de
vaporizacion, Tr es la temperatura de la llama, T}, es la temperatura de ebullicion del liquido, r es
el radio de la gota y m es su masa. Debido a que m es proporcional al 13, la integracién de esta
ecuacion permite deducir que el tiempo total requerido para la desolvatacion total es
proporcional al area superficial inicial de la gota.

Debido a que la velocidad de evaporacién esta relacionada con el radio de la gota,
seran las gotas de menor tamafio las que posean una velocidad de desolvatacion lo
suficientemente alta como para ser vaporizadas en su trayectoria por el seno de la celda. El tercer
sitio de desolvatacion se encuentra sobre las paredes de la celda donde las gotas golpean la
superficie a alta temperatura eliminandose nuevamente parte del solvente y liberandose gotas
mas pequeflas que recorren nuevamente la celda para perder solvente parcialmente ahora a
mayor velocidad (por ser mas pequefias) y golpeando las paredes hasta que todo el liquido se
elimine, quedando el analito completamente desolvatado.

Debido a que el programa de simulacién no se pudo correr con modelos que
habilitaran la transferencia de materia entre fases, no fue posible simular la fracciéon desolvatada
local. Por lo tanto, se realizaron los experimentos que se describen a continuacion.

Para estimar la eficiencia de desolvataci n primaria (Es) se realizé una perforaciéon de 6mm
en la parte posterior de la celda para permitir que el aerosol primario salga de la celda

recogiéndolo en una probeta graduada. Con el cociente entre el volumen recogido y el volumen
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de liquido total ingresado, se calcularon los valores de (Ef) para diferentes caudales de inyeccion

tal como se muestra en la Figura 1.8.

80
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Fraccidn vaporizada primaria (%)
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0 05 1 15 2

Caudal (mLmin=)

Figura 1.8.- Fraccion vaporizada primaria vs. caudal volumétrico

A medida que aumenta el caudal, se incrementa el consumo de energia para evaporar
el solvente en el capilar haciendo que la temperatura del capilar disminuya. Cuando la
temperatura del capilar disminuye, se llega a un punto en el que dejan de cumplirse las
condiciones fisicas necesarias para producir el efecto de Leidenfrost y entonces, la eficiencia de
desolvatacion primaria (Ef) disminuye.

Por otro lado, para estimar la fraccién desolvatada local dentro del tubo, se evalda la
diferencia de temperatura sobre la pared de la celda en condiciones de ausencia de "carrier" e
ingreso de "carrier" a distintos caudales y en diferentes elementos de volumen, tal como se

muestra en la Figura 1.9.
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Figura 1.9.- Arriba: Diferencia de temperatura AT registrada con la camara fotografica entre
la pared posterior de la celda de atomizacioén al caudal correspondiente y sin ingreso de
muestra. Abajo: Diferencia de temperaturas obtenidas sin ingreso de muestra y a distintos

caudales en funcion de la posicién en el eje central de la pared posterior de la celda.

Cuanto mayor sea la diferencia de temperatura registrada en un sector dado, se asume que en
ese sector se produce una mayor desolvatacion local de la muestra. Ademas para cada caudal
ensayado, se puede suponer que el area total bajo la curva deberfa corresponderse con el 100%
de liquido ingresado (asumiendo vaporizaciéon completa del solvente de muestra), y que la
fraccion desolvatada local (8s) es proporcional a la diferencia de temperatura local. Por lo tanto,

mediante la ecuaciéon 7 se puede estimar la fracciéon desolvatada local (3s).

51



Capitulo 1: Modelo teérico del funcionamiento del TS-FF-AAS

Bupe = 1 — AT@s) - (1 = Efa)) o1 ATy (1 — Ef(ay) rec.7]
() JI; ATs) ds 2s AT (o)

Donde S, en analogia con "p" definido previamente, es la posicién sobre la pared posterior
de la celda de un elemento de 4drea infinitesimal donde la temperatura es constante. La doble
integral del denominador se corresponde con la vaporizacion de la totalidad de solvente.
Entonces a través de la ecuacion 7 se obtiene un factor de proporcionalidad entre la diferencia de
temperatura local y la diferencia de temperatura total sobre toda la superficie posterior de la
celda, lo que se correlaciona con la fraccién desolvatada local.

Sin embargo, debido a que la resolucion espacial de la medicion de temperatura esta limitada
por el tamafio del pixel de la fotografia se reemplaza la doble integral del denominador por una
sumatoria sobre todos los pixeles.

En cuanto a la fracciéon vaporizada (By), luego de producida la desolvatacion completa, queda
un aerosol seco de particulas solidas o fundidas que deben vaporizarse. Por lo tanto, este
parametro esta definido como la proporciéon de analito total en estado gaseoso respecto de la
cantidad de analito en estado desolvatado. Analogamente a lo que sucede con la evaporacion, la
volatilizacién se ve favorecida si las particulas de aerosol seco son pequefias. Pero también
depende de la composiciéon quimica de las particulas: a temperatura constante, los compuestos
mas refractarios tendran una eficiencia de vaporizacién mas baja, circunstancia que es muy
conocida en la literatura.

Esto ultimo pone de manifiesto la gran limitacion de TS-FF-AAS respecto de FAAS. La
temperatura que se alcanza en el tubo montado en llama es mucho menor que el de la propia
llama, y tanto menor cuanto mayor es la energia que se consume en vaporizar y desolvatar la
muestra.

LLas temperaturas de sublimacion, fusiéon y ebullicién se pueden considerar como una primera
indicacién de la volatilidad del compuesto formado. Sin embargo, estas temperaturas no tienen
necesariamente que ser menores que la temperatura de la llama para obtener una volatilizacion
completa. De hecho y aun cuando la temperatura de la llama es considerablemente mas baja que
la temperatura de fusion, la volatilizaciéon completa de aerosol seco de particulas es todavia
posible si la presion de vapor final de estas particulas esta por debajo de la presion de saturacion.

Por otro lado, como la metodologia de TS-FF-AAS produce una fina suspensioén de particulas, la
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velocidad de vaporizaciéon es elevada. A esto se suma que el tiempo de residencia de la especie
quimica en la celda es mucho mayor que en FAAS, produciendo una eficiencia de vaporizacion

mas cercana a la unidad como dijéramos antes.

Por dltimo, una vez que el analito esta totalmente en fase gaseosa puede encontrarse
formando compuestos moleculares, en estado i6nico, en estado excitado o en estado atémico.
De todas ellas, solo el estado atomico es el que generara sefial analitica. En las siguientes
ecuaciones se ha supuesto un modelo de analito que no forma compuestos refractarios por lo

que se vaporiza rapida y completamente, con lo que By serd igual a uno.

Entonces, si se define como fraccion atomizada (Ba) a la relacion entre la cantidad total de
analito en estado atomico y libre (N;) respecto de la cantidad de analito total en fase gaseosa (No),

se puede hacer uso de la ecuacién de Maxwell-Boltzman para calcular Nj:

)
N; = Ny.e ‘RT [ec.8]

Donde E. es la energia empleada en romper todos los enlaces quimicos del analito en fase
gaseosa o energia de atomizacion. Los valores de esta energia de atomizacion podrian obtenerse
a partir de medidas de energfas de disociacion si se supone que el analito forma un solo tipo de
compuesto molecular en la fase gaseosa y que el mecanismo de ruptura de enlace es el mismo sin
importar la temperatura de la celda, lo cual no siempre cierto. Sin embargo, como un indicador
aproximado del orden de estos valores de energia, se han utilizado los que se indican en la tabla

siguiente que ha sido extraida de la literatura [14].
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Tabla 1.1.- Valores de energ a de disociaci n de algunas mol culas (eV)

Molecula Energias de Molecula Energias de
disociacion (eV) disociacion (eV)
AgO 2,0 BaOH 47
AlC 3 Ba(OH)z 9,5
BaO 5 CaOH 4,3
Cad 4 CalOH)z 3,2
CrQ 3,9 CuOH 2,6
cuo 3,5 MgOH 3,75
FeO 4.3 MnOH 3,2
MgO 4,5 NiO 4,1
MnO 4 Zn0 3,2

1.4.2 - Evaluacion teédrica de la dependencia de la sefial analitica con el caudal de

muestra

Si se considera que la seccion eficaz del haz de luz de la lampara de catodo hueco es del
orden del elemento finito que calcula el programa de simulacién y que ademas, el haz recorre el
eje central del atomizador al que llamaremos (x), se pueden aproximar los valores de los
parametros fisicoquimicos involucrados en los calculos que siguen, a los correspondientes
valores obtenidos en el eje central (x). Entonces, reemplazando las ecuaciones 5, 7 y 8 en la
ecuacion 4 e integrando a lo largo del eje central (x), se puede obtener una funcién que permite
calcular el nimero total de atomos del analito en estado fundamental (Nj) para cada caudal en el

referido eje.

Ea
Njwy =@ C f X(@x) Bs (o) € ( RT(""X)) dx [ec.9]

X
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Reemplazando la ecuacion 9 en la ecuacion 2 se obtiene la ecuacion 10, que permite calcular

la intensidad total absorbida por el analito (Lay).

h \Yj _ Ea
lab (g = (T 10) .(Bji® C) < f X(@p) Bs @x€ (*rem) dx) [ec. 10]

X

Debido a que los calculos de temperatura y de composicion del gas se realizan mediante el
método de analisis por elementos finitos, no se obtiene una ecuacioén que indique la dependencia
de estas variables termodinamicas con la posicién sino que se obtiene una cantidad finita de
valores a lo largo del atomizador. Entonces se reemplaza el operador integral por el de sumatoria

finita. Luego, se remplazan por K todos los términos constantes de la ecuacion.

Ea
lap (@) = KPC. <z X@p). Bs (0x)-€ ( RT(“’-X))) [ec. 11]
Ax

Solo resta transformar el resultado en escala de absorbancia que es la sefial analitica
que se registra.

10 - Iab)

Sy = —log( 7
0

[ec.12]

Ea
Sy =—log| 1+ (Ko C). (Z <X(d>,p) Bs@x) - € ( RT(c1>,x)>> ) [ec.13]

Ax

Si se aproxima log (1+X)= X cuando X tiende a 0.

55



Sefial [ua)

Capitulo 1: Modelo teérico del funcionamiento del TS-FF-AAS

_ L)
Sy = K@ C. z X@,p) - Bs (@x) - € <RT<‘1"D> [ec. 14]
Ax

La ecuacion 14 muestra que la senal analitica obtenida es proporcional a la concentracion
de analito en algun intervalo de concentraciones en que la sefial sea muy pequena y la
aproximacion logaritmica valida.

Por otro lado, como se observa en la Figura 1.10, la ecuacion 14 predice la forma de
campana de la curva experimental asi como el sitio de apariciéon del maximo. Se demuestra asi
que, para eclementos con lineas cuyo coeficiente de FEinstein e intensidad de fuente son
comparables, conforme aumenta la energia de atomizacién disminuye la intensidad de sefial
observada. Se observa también que a medida que la energia de atomizacion del analito aumenta,
disminuye el caudal optimo de operacién (esto es porque tal como dijéramos, se pierde mucha

energfa en eliminar el solvente).
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Figura 1.10 - Arriba: curvas modeladas de se al vs caudal para distintos valores de
energ a de atomizaci n. Abajo: se al normalizada (dividida por la se al del m ximo) vs.

caudal.
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1.4.3 - Evaluacion tedrico-experimental de la posicion de la zona de atomizacion

El sitio en el que se produce preferentemente el proceso de atomizacion es clave desde
el punto de vista analitico, ya que la temperatura maxima alcanzada y la extensién de la zona de
maxima temperatura a lo largo del camino 6ptico de la LCH son los factores responsables de la
intensidad de la sefial. Como observaramos anteriormente, los parametros fisicoquimicos que
estan relacionados con la concentracion de analito en estado de vapor atémico (ecuacién 14) son
la temperatura, la fraccion masica del vapor y la fraccion de desolvatacion local. Estos parametros
determinan la distribucion del vapor atémico en la celda de atomizacion. Por lo tanto, es logico
pensar que existira alguna zona donde se alcance una mayor proporciéon de dtomos en fase
gaseosa, lo que influird en la magnitud de la sefal. La Figura 1.11 a la derecha muestra esta

Ea
distribucion, la que fue obtenida a partir del producto  X(op)-Bs(@x) € (RT(‘D-X)) de la

ecuacion 14 para distintos caudales y s6lo en el eje Optico.

Para evidenciar su ubicacién de manera experimental, se enfrian selectivamente distintos
sitios de la pared externa del tubo con una corriente controlada de aire frio. Entonces se registra
el decaimiento de la sefial analitica del elemento analizado en funcién del sitio de impacto del gas.
Se repite esta operacion a distintos caudales de ingreso de muestra (ver materiales y métodos). La
Figura 1.11 izquierda muestra el porcentaje de decaimiento de la sefial del analito, cadmio en este
caso, cuando se enfrfa la celda de atomizacién en distintas posiciones y se lo compara con los
perfiles de temperatura obtenidos. En la Figura 1.11 se puede observar que los sectores de la
celda que tienen mayor influencia sobre la sefial analitica se encuentran situados a ambos lados
de la zona de desolvatacion. Entre esta zona y ambos extremos de la celda -en los que el vapor
atomico se diluye por los gases de combustion-, se encuentra una zona de alta temperatura y alta
concentracion de vapor atomico en la que la mayor parte del solvente ya fue vaporizado y la
energfa se utiliza mayoritariamente para atomizar el analito. Esta es la zona de atomizacién.

En la Figura 1.11 se muestra también como se modifica la posicion de la zona de
atomizacion en funcion del caudal de "carvier’. Tal como discutiéramos anteriormente, a medida
que se incrementa el caudal se ensancha la zona de desolvatacion haciendo que la zona de
atomizacion se corra hacia el extremo de la celda, efecto que se evidencia tanto en las mediciones

experimentales como en la simulacion.
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Las diferencias que se encuentran entre ambas aproximaciones se observan
principalmente en la zona central. En ese sector, el enfriamiento influye mas sobre la sefial que
lo que se puede predecir a través de la concentracién de vapor atémico calculada. Esto se debe a
que, si bien y tal como surge de la simulacién no existe una gran proporciéon de vapor atémico,
al enfriar la zona central disminuye la eficiencia de desolvatacién, con ello la concentracion de

vapor atémico y consecuentemente la absorbancia.
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Figura 1.11 Izquierda: Proporciéon de vapor atomico en funcién de la posicion en la celda de

0,25

0,01

atomizaciéon (simulacion) Derecha:. Porcentaje de decaimiento de la sefial de cadmio cuando se

enfria la celda de atomizacion en distintas posiciones. (Verde: Minimo, Rojo: Maximo)
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1.5 - Comparacion de cifras de mérito obtenidas para Au, Cd, Cu, Zn por FAAS y por TS-
FF-AAS

En la Tabla 1.2 se muestran las cifras de merito obtenidas para oro, cadmio, cobre y
cinc utilizando TS-FF-AAS y su comparacion con la metodologia analitica tradicional de FAAS.
En el caso de estos elementos que son relativamente volatiles, se verifica un incremento de la
sensibilidad y mejora en los limites de deteccion.

Sin embargo, la performance del FAAS supera ampliamente las cifras de merito
obtenidas por TS-FF-AAS cuando se trata de elementos tales como cromo, vanadio, calcio y
magnesio que a la poca volatilidad de algunos, suman la formacién de compuestos moleculares
estables en la llama tal como explicaramos precedentemente.

En el capitulo 3 se mostrara una estrategia para ampliar el numero de analitos que se
pueden valorar utilizando esta técnica novedosa. Para ello se han capitalizado los aspectos

basicos de optimizacion de produccion de vapor atémico descriptos en el presente capitulo.

Tabla 1.2.- Comparacion de cifras de mérito obtenidas por TS-FF-AAS y FAAS

Sensibilidad (L mg-1) | 0,151+0,003 4,602 +0,005 | 0,040+0,001 0,083 + 0,003
ADL (mg L-1) 0,05-5 0,002 - 4 0,12-15 0,08 -10
%RSD (N=10) 2,65 1,36 5,3 5,4
LOD (mg L-1) 0,02 0,0001 0,04 0,03
LOQ (mg L-1) 0,06 0,0003 0,12 0,07

Sensibilidad (Lmg-1) | 0,175+0,002 0,254+0,003 | 0,132+0,004  3,76+0,03
ADL (mg L-1) 0,04 -8 0,02-6 0,08-6 0,003 - 4
%RSD (N=10) 2,83 3,87 5,6 4,26
LOD (mg L-1) 0,01 0,006 0,03 0,001
LOQ (mg L-1) 0,03 0,018 0,08 0,003
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1.6 - Materiales y Métodos

1.6.1 — Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos calidad analitica. El agua
doblemente deionizada (DIW) fue obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). El material de vidrio fue lavado con EXTRAN (Merck, Darmstadt,

Germany) 1%v/v y fue mantenido en HCI 10%v/v. Antes de ser utilizado se enjuagé con DIW.

Las soluciones estandar de todos los analitos utilizados fueron preparadas diariamente

por dilucién apropiada de una soluciéon madre de 1000 mg L-1 (Merck).

1.6.2 — Instrumental

En todos los experimentos se utilizo un espectrémetro de absorcién atémica Shimadzu
AAS 6800 (Kyoto, Japon) equipado con lamparas de catodo hueco de los analitos
correspondientes y una lampara de deuterio para correccion de fondo. Las condiciones
instrumentales fueron las recomendadas por el fabricante. Se utilizo una llama de aire acetileno
en condiciones estequiométricas.

El sistema TS-FF-AAS fue ensamblado utilizando una bomba peristaltica de ocho canales
(IPC, Ismatec , Glattbrugg-Zirich,Switzerland), una valvula rotatoria de seis puertos (Valco
Instruments, Houston, TX, USA), tuberias de 0.5 mm id. de PTFE®, un capilar ceramico
(0,5mm diametro interno, i.d., 6 cm de longitud) y un horno atomizador de niquel perforado con
6 orificios de 2mm de diametro en la base y un orificio lateral de 2,3 mm por donde penetra el
capilar ceramico (ver Figura 1.12) . El atomizador de niquel (Inconel 600, camcam Sio Paulo,
Brazil) posee la siguiente composicion: 72% Ni, 14 -17% Ct, y 6-10% de Fe como componentes

mayoritarios. Las dimensiones utilizadas fueron 9,7 mm de i.d. y 100 mm de largo.
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Figura 1.12.- Distribucion de orificios en la celda de atomizacion perforada

1.6.3 - Tratamiento de datos

Las sefiales transitorias fueron almacenadas, utilizandose el modo altura de pico para
la cuantificacién ya que los picos resultaron los suficientemente angostos como para hacer
innecesario el uso de area para la obtencion de las curvas de calibrado

Las simulaciones del comportamiento del ambiente interno del atomizador se realizaron
con Solidworks.

Las mediciones de temperatura fueron realizadas con una camara digital Nikon
D3100. Las fotografias para la calibraciéon de la metodologia fueron adquiridas entre 600 °C y
1000 °C con intervalos de 50 °C. Una mufla (Heraeus) fue empleada para termostatizar la celda
de atomizacion. Las mediciones fueron realizadas a sensibilidad y valores de exposicion fijos. La
velocidad del obturador fue de 1/10 segundos y una apertura de 6,3" fue considerada éptima
para el ambito de temperaturas empleado.

El procesamiento de imagenes fue realizado con Matlab 8.0. I.a Figura 1.12 muestra
un esquema que resume el procedimiento utilizado para estimar la distribucion de temperaturas a
lo largo de la celda de atomizacion. El programa de Matlab se anexa al final del capitulo, previo a

las
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A partir de las fotografias adquiridas, y siendo que cada pzxe/ contiene la informacion
de tres canales (rojo, verde y azul), se preparan tres matrices. Cada una de ellas contiene la
distribucién espacial de cada uno de los colores. Luego, para cada pixel registrado se toman los
valores del canal verde (G) y se los divide por los valores del canal rojo (R.). A este valor se le
aplica el logaritmo natural y se lo interpola en la curva de calibraciéon de temperatura (Figura 1.4)
obteniéndose un valor de temperatura para cada uno de los pixels. Lo mismo se hace para los
canales azul (B) y verde (G), promediandose luego ambos valores. Por dltimo se prepara una

imagen donde a cada pixel se le otorga un color dependiendo de la temperatura.

—

| SplitChannels

Red (R) ' Green (G) Blue (B)

® X = Green/Red |
- ® ¥ = fBlue [ Green
A4 : .
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| L -
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Mean Temperature
.12{JDEC

Figura 1.12- Procedimiento para la estimacién de distribucion de la temperatura
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Programa de Matlab utilizado para el cilculo de distribuciéon de temperaturas a partir de

imagenes:

function [Tgr, Tgb, Tbr, Tprom]=Temp (M)
Ml= double (M) ;
Tgr =4247./(-log(M1(:,:,2)./ML(:,:,1))+4.07);
Tbr=3006./(-log(M1(:,:,2)./ML(:,:,3))+4.11);
Tgb=4206./(-log(M1(:,:,3)./ML(:,:,1))+4.11);
Tprom= (Tgr+Tgb)/2;
%$imtool (Tgr) ;
%imtool (Tgb) ;

(

$imtool (Tbr) ;

imtool (Tprom) ;
end

1.7 - Bibliografia

[1] S. Musil, T. Matousek, J. Dédina, Spectrochim. Acta Part B At. Spectrosc. 2015,
108, 1- 7.

[2] Y. Arslan, S. Musil, T. Matousek, J. Kratzer, J. Dédina, Spectrochim. Acta Part B
At. Spectrosc. 2015, 103-104, 155-1 3.

[3] M. da Silva Gomes, E. Rodrigues Pereira-Filho, Microchem. J. 2009, 93, 93-9 .
[4] R. Moretto Galazzi, M. A. Z. Arruda, Talanta 2013, 117, 543— .

[5] ). Davies, H. Berndt, Anal. Chim. Acta 2003, 479, 215-223.

[ 1 A.G sp r, H.Berndt, Spectrochim. acta, Part B At. Spectrosc. 2000, 55,5 7-597.

[71 G.F. Kirkbright, Michael Sargent Atomic Absorption and Fluorescence
Spectroscopy Hardcover, Academic Press Inc, 1975.

[1] M. L. Brancalion, E. Sabadini, M. a Z. Arruda, Spectrochim. Acta - Part B At.
Spectrosc. 2009, 64, 9-94.

63


http://www.amazon.com/G.F.-Kirkbright/e/B001HPXSJM/ref=dp_byline_cont_book_1
http://www.amazon.com/s/ref=dp_byline_sr_book_2?ie=UTF8&text=Michael+Sargent&search-alias=books&field-author=Michael+Sargent&sort=relevancerank

Capitulo 1: Modelo teérico del funcionamiento del TS-FF-AAS

[9] Gouri Dhatt, Emmanuel Lefrancgois, Gilbert Touzot, Finite Element Method,
Wiley , 2012

[10] K. M llmann, F. Pinno, M. Vollmer, Thermal An. Research and Science, 2005, 1—
13.

[11] J. Hult, I. S. Burns, C. F. Kaminski, Proc. Combust. Inst. 2005, 30, 1535-1543.
[12] M. L. Brancalion, E. Sabadini, M. a Z. Arruda, Anal. Chem. 2007, 79, 527— 533.

[13] J. Mora, A. Canals, V. Hernandis, Spectrochim. Acta - Part B At. Spectrosc. 1996,
51, 1535-1549.

[14] C.Th.J. Alkemade, T. Hollander, W. Snelleman, P.J.Th. Zeegers, Metal vapours
in flames , Pergamon Press, 19 2.

64



c 't I z

Influencia de la superficie interna de
a celoa de atomizacion”

Recubrimiento
interno







Capfitulo 2: Influencia de la superficie interna de la celda de atomizacion

“An excpert is a person who has made all the mistakes that can be made in a very narrow field.”

— Niels Bohr

2.1 - Introduccion

La cuantificacion de oro en matrices naturales constituye un desaffo para la quimica
analitica debido, principalmente, a las bajas concentraciones en las que suele encontrarse.
Los métodos mas utilizados para su valoraciéon en el laboratorio de rutina involucran el uso de
espectrometrias de absorcion atomica (AAS) o emision atémica (ICP-OES)[12 | Sin embargo, la
aplicacion directa de estas metodologias no satisface los limites de deteccion requeridos en la
mayoria de las muestras en la que este analito esta presente. Es por esta razén que en la practica,
el analisis por AAS se ve precedido por una etapa de preconcentracién que involucra

normalmente dos tipos de procedimientos:

% La muestra se digiere con agua regia y el complejo clorodurico (HAuCly) resultante se
extrae en un volumen menor de solvente organico (normalmente, metil isobutilcetona
(MIBK))Bl, La mayor solubilidad de este complejo de oro en el solvente organico
determina la transferencia de oro a esta fase. Posteriormente, el extracto organico se

analiza por AAS.

)

** La muestra se mezcla con agentes fundentes como tetraborato de sodio (borax),
hidréxido de sodio o carbonato de sodio, y plomo (fire assay). Esta mezcla se funde en un
horno, el oro forma una amalgama con el plomo la que, al ser mas densa que el resto de
los componentes, se deposita en el fondo. Posteriormente se descarta el sobrenadante y
se recupera la amalgama que se disuelve en un pequefio volumen de agua regia para la

posterior cuantificacioén de oro.

Estos procedimientos requieren una gran cantidad de muestra para alcanzar los factores
de preconcentraciéon que hacen posible la cuantificacion. Por otra parte, son largos, tediosos y
aumentan los riesgos de contaminacion cruzada, a la vez que incorporan gran cantidad y variedad

de reactivos auxiliares que podrian actuar como interferencias en la valoracion. El desarrollo de


http://www.goodreads.com/author/show/821936.Niels_Bohr
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nuevos métodos y/o la optimizacién de los ya existentes podtian ayudar a sustituir dichos
procedimientos.

En la primera parte del siguiente capitulo, se presenta como ejemplo la utilizacion de
cuarzo como material de la celda de atomizacion para la determinacién de oro por TS-FFAAS, y
las ventajas obtenidas con respecto a la celda de niquel. Se estudiaran los efectos de la dispersion
radial ¥ del vapor atémico en la celda mediante la disminucién del radio del tubo empleado. En
la Figura 2.1 se muestra un esquema del sistema de “#hermospray” utilizado para la valoracién de
oro en el que el material y las dimensiones del tubo montado en llama son genéricos y se
modifican conforme los requerimientos de cada experimento particular. Pero, en las condiciones

e

operativas optimas el ""carrier”" sera HCl 3M, la muestra estard acondicionada con HCI de la

1 "carrier'” 'y el atomizador que se coloca en la cabeza del

misma concentraciéon que la de
quemador sera de cuarzo de 6,7 cm de diametro interno. Estas metodologias se utilizaran en la
determinacion de oro en medicamentos homeopaticos de Awurea Oligoplex sin necesidad de

mineralizacion previa tal como se requiere utilizando FAAS.

Celdade
atomizacion

Carrier

Capilar ceramico Eje Gptico
Muestra

Valvula de
inyeccion —

Cabeza del quemador
Vista |lateral

Figura 2.1.- Diseflo experimental empleado en las mediciones por TS-FF-AAS.

"

Condiciones de trabajo optimizadas para oro:: ""carrier’” HCI 3M, muestra acondicionada con

HCI de la misma concentracion, cuarzo como material de la celda de atomizacion.
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Luego, se mostrara el empleo de columnas de extraccion en fase sélida (SPE) acopladas
en linea para la preconcentracion del analito, previo a su deteccion por TS-FF-AAS con tubo de
cuarzo.

En la segunda parte de este capitulo, se mostraran modificaciones quimicas sobre la
pared interior de la celda de atomizaciéon y la influencia que sobre la sensibilidad analitica de

diversos analitos ofrece esta modificacion.

2.2 - Optimizacion de las Variables operativas para la cuantificaciéon de Oro por TS-FF-
AAS con atomizador de niquel

2.2.1 - Naturaleza del """"carrier’"

Como se mencionara en el capitulo anterior, la elecciéon de una solucion transportadora
adecuada y su concentracion son elementos indispensables para obtener una respuesta
optimizada en TS.

En el caso de oro, no es conveniente utilizar soluciones transportadoras alcalinas ya que
el oro forma productos de baja solubilidad en este medio. Ademas, por lo general, las muestras
provienen de digestiones en medio acido lo que hace conveniente utilizar “"carrier’’s” de la
misma naturaleza. Por ello el uso de acido clorhidrico parecié doblemente adecuado: proporciona
pH acido y compleja al analito lo que podria modificar positivamente las condiciones de
atomizacion. Sin embargo, siendo la celda de atomizaciéon un tubo metalico susceptible al ataque

acido, se decidio estudiar su grado de deterioro por la acciéon del HCI 1,0 M.

Las micrografias de la superficie interna del tubo de niquel obtenidas por wicroscopia
electr nica de barrido (SEM) bajo distintas condiciones de temperatura, en presencia del analito y
frente a la exposicion del acido, se muestran en la Figura 2.2. Si se realiza la comparacién con
superficies no tratadas, se pueden observar diferentes grados de deformaciéon del material

cuando se utiliza repetidamente la solucion acida.
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Figura 2.2. Microscopia electrénica de barrido (SEM por sus siglas en ingles) de la
superficie interna de la celda de niquel. Izquierda: sin uso, centro: alta temperatura de llama y

soluciones de oro en agua, derecha: alta temperatura de llama y soluciones de oro en HCI 1,0 M.

Estos experimentos llevaron a limitar la concentracion de HCI hasta un maximo de 0,1M.
La Figura 2.3 muestra la sefial analitica de oro utilizando HCI de concentraciones crecientes no
encontrandose diferencias significativas por lo que agua pareceria ser la mejor opciéon como

solucién de transporte si se utiliza niquel como material de la celda de atomizacién.
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Figura 2.3.- Sefal analitica (altura de pico) en funcién de la concentraciéon de HCI (M)
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Sin embargo, y con el fin de evaluar la posibilidad de disminuir la energia que se

1 “"carrier’™ de agua , ajustar la matriz

consume en vaporizar la muestra, se decidi6 agregar etanol a
de muestra a esa condicién y estudiar el efecto sobre la sefial. En la Figura 2.4 se muestran los
resultados obtenidos para el empleo de distintas proporciones etanol/agua. Se observa que a
medida que la proporcién de etanol crece, la sefial disminuye contrariamente a lo esperado. Cabe
destacar que el empleo de un medio de menor tension superficial y densidad que el del agua
disminuye el tamafio medio de gota (como se discutira en el capitulo 3), lo que harfa pensar en un
incremento en la eficiencia de atomizaciéon del analito y por ende de la sefal. Sin embargo, el
etanol es un combustible que consume oxigeno, genera un entorno mas reductor y un
enfriamiento de la celda. De esta manera, el proceso de atomizacién se hizo mas ineficiente y la
sefial analitica disminuy6. La Figura 2.4 muestra que el ultimo efecto prevalece sobre el primero,

11

independientemente de la proporcion de etanol que contenga el “'carvier’” por lo que se decidid

que la adicién de solvente no era una buena alternativa, optandose por el uso de agua solamente.

0.5 -

0.4~

0.016

0.008 4

Absorbanda

0.000 <

Concentracion de Etanol (%v/v)

" I

Figura 2.4.- Sefial analitica (altura de pico) vs. % de etanol/agua de la solucién "carrier'".

Solucién patrén de 1 mg Au.L!ajustada al ""carrier’", 500 pL de “/oop” de muestra, 0,9 mL.min!

caudal de """carrier”"".
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2.2.2 - Volumen de inyeccion

Como se discutiera en el capitulo 1, la altura y el area de la sefial estan directamente
relacionadas con la variable volumen de inyecciéon. En la Figura 2.5 se muestra la optimizacion
de la sefial analitica en funcién del volumen de inyeccién para el caso del oro. A medida que se
aumenta el volumen de inyeccién aumenta la altura del pico, situacion que se hace mucho menos
notoria entre 500 y 750 pL. Si bien la altura del pico para 750 pL es ligeramente mayor que la de
500 pL, la relacion altura/area muestra un descenso pronunciado, indicando un ensanchamiento
importante del pico con un aumento poco significativo de la altura. Por lo tanto se selecciona un

volumen de 500 pL. como 6ptimo para la inyeccion.
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Figura 2.5.-Respuesta porcentual de altura (linea roja) y relaciéon area/altura (linea azul) vs.

volumen de inyeccion (ul) para 1 mg Au.L! en agua, caudal de """carrier'"” 0,9 mL.min.
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2.2.3 - Caudal de "'carrier"”

En el capitulo 1 discutimos la influencia que sobre la sefial analitica en TS tiene la
variable operativa caudal de “carier”. La Figura 2.6 muestra la dependencia de la sefial con el
caudal de solucién de transporte, encontrandose un maximo en 0,9 ml.min-! - Este valor surge de
una solucién de compromiso entre el mayor ingreso de muestra a la celda y la disminucién de la
temperatura de la misma ya que, un aumento de la energia requerida para desolvatar se

transforma en una disminucién de la energfa disponible para obtener vapor atémico.

P

Absorbancia

oa oy mn N iy 1% 1T K]

Caudal (mL min‘?)

Figura 2.6 .- Sefal (altura de pico) vs. caudal de "carrier”, 1 mg Au.L! en agua, 500 ul. “%gp” de

muestra.

2.2.4 - Material de la celda de atomizacion para la cuantificacion de oro.: Niquel versus

cuarzo.

Si bien la celda de niquel es la opcion clasica en TS-FF-AAS B8, se decidi6 estudiar la
performance de una celda de cuarzo en la determinacion de oro con el objetivo de utilizar HCI de

concentracion superior a 0,1 M como solucién de transporte, ya que tales experimentos no
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resultaban posibles con la celda metélica de acuerdo a lo observado en las micrografias SEM (ver
Figura 2.2). En nuestro concepto, el uso de HCI de alta concentracién (tal como se lo utiliza en
la extraccion de oro con MIBK), favoreceria la formacion de un complejo cloroaurico que podria
facilitar la eficiencia de formacién de vapor atomico de oro en el horno del “thermospray” y por
ende la sensibilidad analitica.

Asumiendo que el cuarzo deberfa mostrarse inerte a la acciéon de los acidos minerales,
(excepcion hecha del HF), se decidi6 utilizarlo como material de la celda y elevar asi la
concentracion de HCI a utilizar como “Carrier” y matriz de muestra. La Figura 2.7 muestra que un
aumento en la concentracién de HCl se traduce en un aumento de la altura de pico hasta alcanzar
un "platean" para concentraciones de 3M en adelante. Se decidié entonces utilizar HCl 3M como
matriz de muestra y ajustar la solucién de "carrier” a la misma concentracién ya que permite un
aumento de la sensibilidad tal como se mostrara en el apartado dedicado a cifras de mérito. Una
ventaja adicional del tubo de cuarzo como celda de atomizacién es que hace posible ingresar ala
celda de TS muestras fuertemente acidas, condiciéon que ostentan todas aquellas que provienen
de mineralizaciéon para, por ejemplo, destrucciéon de la materia organica. Noétese que, excepcion
hecha del "carrier’ HCI 3 M ajustado a la matriz de muestra, las restantes variables operativas se
mantuvieron idénticas a las optimizadas con celda de niquel a fin de compararlas en términos de
performance analitica. Esto incluye las dimensiones de ambas celdas: idéntica longitud de 10 cm
y practicamente el mismo diametro interno (i.d.) de 9,7 mm para niquel y 9,4 mm para cuarzo.

La influencia de la variable diametro interno se discutira en el préximo apartado.
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Figura 2.7 .- Optimizacién de la concentracién de HCI utilizado como "carrier'” en la
determinacion de oro por TS-FF-AAS con tubo de cuarzo. 2 mg Au.L! en matriz ajustada al

"carrier’, 500 pl. de “Dop”, 0,9 ml.min' de caudal

En la Figura 2.8 se muestran las imagenes SEM de la superficie interna del tubo de

cuarzo estresada por temperatura y en medio acido 1,0 M, analogamente a lo realizado con el

tubo de niquel.

10 pm’ EHT = 200KV WD = 42 mm Mag= 200K X signal A= nLens [ 10 pm* EHT = 3.00kV WD = 6.2mm Mag= 200KX signal A=inLens [

Fig. 2.8 Microscopia de barrido electrénico (SEM) de la superficie interna de la celda de

cuarzo. Izquierda: sin uso, derecha: alta temperatura (llama) y soluciones de oro en HCI 1 M.
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Como era de esperarse, no se observan efectos de corrosion cuando las soluciones acidas
se evaporan dentro de la celda. Sélo se observan algunas grietas provocadas por el choque
térmico ocasionado por los ciclos de calentamiento/enfriamiento que se producen toda vez que
se enciende y apaga el mechero, sumado a los impactos de las gotas del aerosol formado. Es
interesante observar también que, cuando se magnifica la escala, se observan grietas superficiales
en forma radial consistentes con colisiones contra el cuarzo posiblemente debidas al impacto de
las gotas de aerosol sobre las paredes. A pesar de esto, la vida util de la celda de cuarzo es
superior al afio en condiciones de uso continuo en las condiciones descriptas. La Figura 2.9

muestra imagenes SEM amplificadas que permiten observar con mayor detalle lo expresado.

| Y WO 62mm Ma3: N0OKX  SgwAskiens BN

Fig. 2.9.- Imagenes SEM de la superficie interna del tubo de cuarzo con distinto grado de

amplificacion: llama de alta temperatura y soluciones de oro en HCI 1 M. .
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2.2.5 — Diametro interno de la celda de atomizacién

Las dimensiones de la celda de atomizacién son variables que influencian la sefial
analitica como se discutiera en el capitulo 1. Con el objetivo de optimizar ain mas el desempefio
de la celda de cuarzo y considerando que podiamos disponer de un tubo de didmetro interno
mas pequefio (i.d. =6,7 mm) sélo con este material, se decidi6 comparar su respuesta con
respecto al de 9,4 mm i.d. utilizado previamente. Estos experimentos dieron como resultado un
incremento en la sensibilidad para la determinacién de oro de un 15% al utilizar el tubo de cuarzo
de menor diametro.

Esto es explicable si consideramos que la disminucion de la seccion del tubo (en este
caso a la mitad) limita la dispersion del analito en el volumen de celda, concentrandolo. Si bien
una reduccién a la mitad podria esperarse que resultara en un aumento al doble de la
concentracion del analito en la fase gaseosa, solo se verifica un incremento del 15% en sefial
como mencionaramos. Esta situacion podria deberse a que también aumenta en un 40% la
relacion entre la superficie interna del cuarzo y el volumen de la celda y, si bien la interaccion
entre el analito y el cuarzo es mas débil que en el caso del niquel, la proporcion del analito que se
contacta con la superficie interna es mayor, haciendo disminuir la cantidad de analito en fase

gaseosa. De alli que el incremento en sensibilidad, si bien importante, no sea el esperado

2.3 - Performance analitica

En la Tabla 2.1 se muestran las cifras de mérito para la determinacién de oro con FAAS,
TS-FF-AAS en diferentes condiciones operativas y GFAAS. Se puede observar un incremento de
la sensibilidad de aproximadamente 150% cuando se reemplaza el tubo de niquel por uno de
cuarzo de diametro interno semejante y mas aun cuando este diametro interno disminuye como
se discutiera en 2.2.5. Dado que excepto por el material del tubo, las restantes variables
operativas permanecieron constantes, este incremento sélo puede explicarse a través de una mas
eficiente atomizacion en el interior del tubo, circunstancia que no deberfa ser sorpresiva dada la
mayor reactividad e interaccién con los atomos de oro que podria esperarse de una superficie de

niquel a alta temperatura. Esta mayor interaccién con la superficie de niquel disminuirfa la
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concentracion efectiva de vapor atémico en el volumen de observacion y, en consecuencia, la
magnitud de la sefial. Notese que el efecto combinado del aumento en la concentracion de
solucion de transporte y el uso de celdas de cuarzo de diametro interno menor permite alcanzar
un limite de deteccion (LOD) de 4 ng mL-!, comparable con la metodologia de GFAAS que
presenta un LOD de 1 ng mL-l. A esto se suma que el TS como técnica de inyeccién continua y
no discreta, permite un aumento en la frecuencia analitica y un costo de operacion equivalente a
las técnicas de llama de rutina, transformandola en una alternativa muy interesante para la

valoracion de oro.

Tabla 2.1. Cifras de merito para la determinacioén de oro por TS-FF-AAS en diferentes

condiciones operativas: Comparaciéon con FAAS y GFAAS.

Sensibilidad
0.040 + 0.001 0.083 £+ 0.003 0.207 £0.005 0.237 £ 0.009 0.306 +0.006 | 0,140 £ 0.003
(mLmg™)
ADL (mg mL'l) 0.12-15 0.08-10 0.03-8 0.02-6 0.01-4 0.003-0.080
% RSD (N=10) 5.3 5.4 6.3 5.9 2.5 4.6
LOD (ug mL'l) 0.004 0.026 0.01 0.006 0.004 0.0009
LOQ (ug mL'l) 0.12 0.085 0.034 0.019 0.012 0.003
Frecuencia
70 72 72 72 72 10
Analitica (h™)
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2.4- Determinacion de oro en medicamento homeopatico (Aurea Oligoplex)

El medicamento homeopatico Aurea Oligogplex es un extracto etandlico de hierbas que

requiere una digestion completa previa a su determinacién por FAAS. En el presente estudio, se

remplazo el método usual de determinacion de oro en este medicamento por el método de TS-

FF-AAS con introducciéon directa de muestra (sin digestion previa). La Tabla 2.2 muestra los

resultados obtenidos en el analisis de cinco muestras de Aurea Oligoplex por ambas metodologias

analiticas. Los resultados no presentan diferencia significativa para un nivel de confianza de 95%

(n =5).

Tabla 2.1- Comparacion de los resultados obtenidos en la determinaciéon de oro por FAAS

con digestion previa como método referee y TS-FF-AAS con introduccién directa.

(Introduccidn directa)

Muestra 1 Muestra 2 Muestra 3 Muestra 4 Muestra 5
Método
(ng mL™) (ng mL™) (ngmL”) (ng mL™) (ng mL™)
FAAS
6,2x0,2 50x0,2 6,0£0,2 6,910,2 7,9%0,2
(Con digestidon)
TS-FF-AAS
6,0+x0,3 5,0%+0,3 6,1+0,3 7,0+0,3 7,8%0,3

Debido a que el proceso de mineralizacién de muestras consume tiempo y es susceptible

de contaminacién, la metodologia de TS-FF-AAS con inyeccion directa ofrece una mayor

simplicidad, economia y una frecuencia analitica superior a la de la metodologfa clasica de analisis

por FAAS.
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Sin embargo, la matriz de la muestra de Aurea Oljgoplex: afecta negativamente la
sensibilidad analitica (cambio de pendiente de la curva de trabajo) y obliga a la realizacién de una
adicion estandar. En este caso particular, la matriz etandlica provoca una disminucion del
tamafio de gota promedio del aerosol formado (ver discusion en el capitulo 3), a la vez que
proporciona un entorno reductor de menor temperatura. Este ultimo efecto prevalece sobre el

primero tal como discutiéramos en la seccion 2.2.1.
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Figura 2.10.-Sefiales obtenidas para la medicion por TS sobre a)Tubo de Niquel , b) Tubo de

cuarzo (9,4 mm), ¢)Tubo de cuarzo (6,7mm) d) Respuesta de de estaindares método optimizado.
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2.5 - Aplicacion de método de extraccion en fase s6lida para preconcentracion en linea de

oro con deteccion por TS-FFAAS.

Si bien la metodologia de TS-FF-AAS mejora la performance obtenida para oro con
respecto a la llama al punto de hacerlas comparables con el horno de grafito, en muchos casos se
requiere alcanzar limites de deteccién aun mas bajos. Para tal fin, se desarrollo un sistema en flujo
de extraccion en fase solida (FI-SPE) P-121 acoplado a TS-FF-AAS., el que ha sido especialmente
disenado para la determinacion de vestigios de oro. Este tipo de montaje que no tiene
antecedentes en la literatura, explota la alta capacidad de retenciéon de oro por parte de sélidos
hibridos mesoporosos (SHM) sintéticos y los excelentes limites de deteccion que pueden

obtenerse para oro por TS-FFAAS.

2.5.1 - Sintesis y operacion de so6lidos hibridos mesoporosos (SHM)

El tetra etil ortosilicato (TEOS) es un tipico reactivo utilizado en las metodologias de
sintesis tipo Sol-Gel para formar macro estructuras de silica [!3-13. Pero cuando se realiza la
hidrolisis en un medio micelar por acciéon de un surfactante (por ejemplo CTAB, Bromuro de
cetril metil amonio), las micelas inhiben el crecimiento del diéxido de silicio y se obtiene una
estructura de silica porosa del tamafio de las micelas (Ver Figura 2.11.). Fsta estructura
mesoporosa formada sobre la silica incrementa en gran medida la superficie expuesta del
material. Por otro lado el aminopropilo funcionalizante puede polimerizar conjuntamente con el
TEOS, dejando un grupo aminopropilo con un grupo amino terminal sobre el cual pueden
retenerse elementos metalicos. Por lo tanto, se puede producir una estructura con una gran
superficie de contacto con la solucién y que posea ademas grupos amino libres para favorecer la
retencion elemental, como el oro en este caso. Este sélido funcionalizado con aminopropilos, es

ahora un sélido hibrido mesoporoso al que denominaremos SHM.
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Figura 2.11- Esquema de sintesis de los solidos hibridos mesoporosos (SHM) de silica.

En la Figura 2.12 se muestra el porcentaje de retencion del analito en el sélido a distintos
valores de pH. Puede observarse que cuando el contacto entre el solido y el analito se produce a
pH basico la sorciéon es maxima. Esto es posiblemente debido a que tanto los grupos silicato
como los amino superficiales se encuentran desprotonados y aptos para retener al analito de
carga positiva, ya sea por atraccion electrostatica o formaciéon de complejos con los grupos
amino.
A medida que el pH disminuye la capacidad de retencién también lo hace. A valores de pH
por debajo de 9 los grupos amino se protonan y a valores ain mas bajos (alrededor de 2), se
protonan también los grupos silicato superficiales lo que produce la liberacion del analito

adsorbido que nuevamente pasa a solucion, tal como se muestra en el esquema al pie de la Figura

2.12.
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Figura 2.12- Efecto del pH sobre la capacidad de retencién de Au sobre el sélido hibrido
mesoporoso (SHM)

En base a la Figura 2.12, se elige pH 9 para la preconcentraciéon y pH 0 parala elucién
con una solucién de acido clorhidrico. A este valor de pH, no solo se registra la liberacion del
analito sino que ademas el detector de TS-FF-AAS con tubo de cuarzo opera con maxima
sensibilidad como viéramos mas arriba. En la Figura 2.13 se presenta el "sez #p" experimental

para la cuantificaciéon de oro con preconcentracion por SHM.
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2.5.2 - Metodologia de preconcentracion en linea con deteccion por TS-FF-AAS

El sistema utilizado para la preconcentracion de oro en linea con la detecciéon por TS-FF-
AAS es sencillo, consiste basicamente en una valvula de seis vias que se puede operar para
alternar entre las posiciones de preconcentracion y eluciéon, como se muestra en la Figura 2.13.

Cuando la valvula de seis vias se encuentra en la posiciéon de preconcentracion, la
muestra que fue previamente acondicionada con NaOH hasta pH = 9, ingresa en la valvula y
circula a través de una columna empacaquetada con el soélido sintetizado a 1 mL min! durante
cinco minutos. Mientras tanto, una solucion de HCl 3M atraviesa la valvula e ingresa
continuamente a la celda de atomizacion de cuarzo del TS a 0,9 mL min-l. Una vez transcurridos
los 5 min, se gira la valvula de seis vias para colocatla en posicion de elucién, donde la solucion
de HCI ahora circula por la columna de preconcentraciéon provocando la desorcién del analito y
transportandolo a la celda de atomizaciéon de cuarzo del TS-FF-AAS para su deteccién. Este

proceso se esquematiza en la Figura 2.13.

Posicion de Posicion de
preconcentracion Elucién
e —— u q : ﬁ
== = £ Al sbsben e " Al sitwma e
e N " Gt xve
hisritra Mismstra
b =4 Adlesraries pH =g A dercaiies
j—n ) — — —

Figura 2.13.- Esquema de operacion del sistema de preconcentracion. Posiciones alternativas

de la valvula de seis vias.
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Las senales obtenidas a bajas concentraciones mediante el sistema optimizado sin
preconcentraciéon y con preconcentracion se muestran en la Figura 2.14.

Dado que el volumen de muestra utilizado a través de la preconcentracion es de 5 mL, y
que la sefial transitoria del analito tiene un ancho a media altura promedio de 34 segundos a un
caudal de 0,9 mLL min-!, se puede estimar que el volumen en el cual se eluye cuantitativamenete el

analito es de 0,5 mL.. Esto implica que el factor de preconcentracién se aproxima a 10.
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Figura 2.14.- Comparacion de las sefiales obtenidas con el sistema optimizado sin

preconcentracion (a la izquierda) y con preconcentracion (a la derecha)

2.5.3 - Performance analitica de SPE acoplado a TS-FF-AAS

La Tabla 2.2 muestra las cifras de mérito obtenidas para la valoraciéon de oro con las
distintas alternativas de TS-FF-AAS y en términos comparativos con FAAS y GFAAS. Se puede
ver que utilizando una celda de atomizacion de cuarzo y un pH optimizado de trabajo, el TS-FF-
AAS, supera ampliamente las cifras de mérito del FAAS y alcanza limites de deteccion
comparables con los de horno de grafito, pero con una frecuencia analitica mucho mayor. En
caso de que resulte necesario disminuir ain mas el limite de deteccion, el acoplamiento a un
sistema de preconcentraciéon en linea por extraccion en fase sélida, permite alcanzar una

sensibilidad mejor que con el horno de grafito y aproximadamente el mismo LOD o atn mejor.
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Tabla 2.2. Comparacién de cifras de mérito para la determinacion de oro con diferentes

alternativas metodologicas.

TS-QTFF-AAS SPE
FAAS (id. = 6,7mm) Horno de Grafito

Carrier HCI3M | TS-QTFF-AAS

Sensibilidad
(40+0,1)10° [ (3,1+0,1) 10*| (3,6 +0,2) 107 | (1,40 + 0,03) 10

(ng/mL)"
ADL (ng/mL) 120 - 15000 13 - 4000 2 — 400 3-80
LOD (ng/mL) 40 4,3 0,55 0,88
LOQ (ng/mL) 120 12,8 1,86 2,64
9% RSD (N=10) 5,3 2,5 6,3 4,6
Frecuancia de 70 72 10 30
Analisis (h™)

Factor de

» - - 10 -
Preconcentracion

En la Tabla 2.2 también puede observarse como la sensibilidad se incrementa
aproximadamente un orden de magnitud cuando se utiliza la metodologia con extracciéon en fase
solida en linea (SPE-TS-QTFF-AAS) respecto del método sin preconcentracion (ver Tabla 2.2
columnas 2 y 3). Esta observaciéon concuerda con la estimaciéon previa del factor de
preconcentracioén para el sistema con SPE. Sin embargo, el LOD solo disminuye 7,8 veces y no
10 veces como es lo esperado. Esto se debe a que, si bien la sensibilidad se increment6 10 veces,
el ruido de la linea de base también se incrementé como puede apreciarse en la Figura 2.14. Sin
embargo, esta mejora en la sensibilidad del método mediante la utilizacién de columnas de SPE,

va en desmedro de la frecuencia de analisis que sufre una notoria disminucion.
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2.6 - Influencia de la modificacién quimica de la superficie interna de la celda de

atomizacion

De acuerdo a la hipotesis planteada anteriormente, el gran incremento de sensibilidad
observado para oro cuando se cambia niquel por cuarzo como material de la celda de
atomizacion, reside principalmente en una menor interaccioén del vapor atéomico con el material
de la celda. Para comprobar esta hipotesis y debido a que sélo 1a superficie interna de la celda de
atomizacion esta en contacto directo con el vapor atémico, se decidié modificar quimicamente
esta superficie y estudiar la respuesta de diferentes analitos para verificar eventuales cambios de
sensibilidad.

En la Figura 2.15 puede observarse la influencia del material en la sensibilidad para la
determinacion de distintos analitos elementales. En todos los casos, es el acero inoxidable el que
genera la peor respuesta. Sin embargo, cuando el acero inoxidable se recubre por
electrodeposicion con cobre o niquel (ver materiales y métodos), la sensibilidad se incrementa
considerablemente en todos los casos. También cuando se recubre la celda de acero con niquel,
se obtiene una sensibilidad estadisticamente comparable con la obtenida con la celda de niquel.
Esto indicaria que son las primeras capas de atomos metalicos de la superficie en contacto
directo con la atmosfera gaseosa de la celda las que proporcionan la mayor contribucién a la
sefial analitica.

Por ultimo, puede observarse que la sensibilidad obtenida sobre celda de cuarzo supera a
la sensibilidad obtenida con cualquiera de los hornos metalicos para todos los analitos ensayados.
Esto es probablemente debido a que el material metalico incandescente de la celda de
atomizacion tiene mayor afinidad por vapores de elementos metalicos que el diéxido de silicio
constituyente del cuarzo. Por lo tanto, en un horno con superficie metalica, la concentracién de
vapor atémico disponible en fase gaseosa serfa menor que sobre una celda de cuarzo.

Para comprobar esta aseveracion, se intenté recubrir un tubo de acero inoxidable con
dioxido de silicio para observar el eventual cambio en la sensibilidad A pesar de que se obtuvo
un deposito uniforme que parecia promisorio para los experimentos, los distintos ciclos de

calentamiento y enfriamiento generaron una baja adherencia entre materiales con muy distinto
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coeficiente de dilatacién, produciéndose un descascaramiento apreciable que atenté contra la

reproducibilidad de las mediciones haciéndolas poco confiables como para elaborar conclusiones.
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Figura 2.15 .- Respuesta obtenida con TS-FF-AAS respecto FAAS, con distintos
materiales de celdas de atomizacion y para distintos analitos. SS: acero inoxidable, SS-Cu: acero
recubierto por electrodeposiciéon con cobre, SS-Ni: acero recubierto por electrodeposicion con

Niquel, Ni: niquel, QT cuarzo.

2.7 - Materiales y métodos

2.7.1.- Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos calidad analitica. Agua
doblemente deionizada (DIW) fue obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). El material de vidrio fue lavado con EXTRAN (Merk) 1%v/v y fue

mantenido en HCI 10%v /v, y antes de ser utilizado se enjuagd con DIW.
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Las soluciones estandar de todos los analitos utilizados fueron preparadas diariamente
por dilucién apropiada de una solucién madre de 1000 mg I.-1 (Merck). HNO3 Suprapur (Merk)

tue utilizado en la mineralizacién de las muestras cuando fue requerido.

2.7.2 - Instrumental

En todos los experimentos se utilizo un espectrémetro de absorcion atémica Shimadzu
AAS 6800 (Kyoto, Japon) equipado con lamparas de catodo hueco de los analitos
correspondientes y una lampara de deuterio para correcciéon de fondo. Las condiciones
instrumentales fueron las recomendadas por el fabricante. Se utilizo una llama de aire/ acetileno

en condiciones estequiométricas.

Un horno de microondas cerrado (MDS-2000, CEM Corporation, USA), equipado con
sondas de temperatura y presion, fue empleado para la digestion de muestras. El programa de

mineralizacion fue provisto por el fabricante.

El sistema TS-FF-AAS fue ensamblado utilizando una bomba peristaltica de ocho canales
(IPC, Ismatec , Glattbrugg-Zirich,Switzerland), una valvula rotatoria de seis puertos (Valco
Instruments, Houston, TX, USA), tuberias de 0.5 mm i.d. de PTFE, un capilar ceramico (0,5mm
i.d., 6 cm de longitud) y un horno atomizador de niquel perforado con 6 orificios de 2 mm de
diametro en la base y un orificio lateral de 2,3 mm por donde penetra el capilar ceramico (como
se muestra en la seccion de materiales y métodos del capitulo 1. I.a composicion del niquel que

constituye el atomizador y sus dimensiones son las descriptas en el capitulo 1.

Se utilizaron ademdas como atomizadores dos tubos de cuarzo de 9,7mm de y 6,7mm de
didmetro interno respectivamente y de 100 mm de longitud. Se realizaron siete perforaciones de

las mismas dimensiones y en las mismas posiciones que en el caso del atomizador de niquel.

Los tubos de acero inoxidable 316L sin costura (Famiq S.R.L, Argentina) de 9,7mm de
diametro interno y 100 mm de longitud, fueron perforados en condiciones analogas a lo

descripto para niquel.
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Los recubrimientos realizados sobre acero se realizaron por electrodeposicién de cobre o
niquel, segun los casos. Para esto, los tubos de acero perforado fueron sumergidos en una
solucion de HCI 0,1M. Luego se sumergieron en acetona, se sonicaron durante 30 min y se

enjuagaron con etanol.

Posteriormente se colocé el tubo acondicionado en el sistema que se muestra en Figura
2.16  Se utiliz6 una fuente de corriente constante que se mantuvo fija en 100 mA. Los
contraelectrodos utilizados fueron cobre y platino en el caso de la deposicién de cobre y niquel,
respectivamente.. El tiempo de deposicion fue de ocho horas, cuatro con el extremo del tubo

hacia arriba y otras cuatro con el tubo invertido.

Chreuilto da
recireulacion dal
solventa 1  Abrazadrade
cobre
Contraelectrodo
Caldada
stamizacién

Figura 2.16.- Esquema del dispositivo empleado para la modificacion de la superficie

interna de la celda de atomizacién con cobre y niquel.
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Las soluciones utilizadas en los bafos de electrodeposicion son:

a) Electrodeposicion de Cobre:

CuS0O4.5H20 150-250 g/1
CuCl2.5H20 30-150 g/1
H2S04 (d = 1.84 g/cm 3) 30-75 g/1
HNOs3 0,1 %v/v
Urea 50 mg/1

b) Electrodeposicion de Niquel:

NiSO4 .6 H,O 340 g/L
NiCl2.6 H20 1132 ¢/L.
H;BO; 50,8 g/

2.7.3 - Tratamiento de datos

Las senales transitorias fueron guardadas, utilizandose las sefales para calibracion en el

modo altura de pico.
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“As for me, 1 am tormented with an everlasting itch for things remote. I love to sail forbidden seas, and
land on barbarous coasts.”

— Herman Melville, Moby-Dick

3.1 - Introduccion

Como es bien conocido, los elementos alcalinotérreos tienden a formar hidroxi-
oxo compuestos refractarios en una llama, debiéndose recurrir a una optimizaciéon de
las mezclas combustible/comburente para proporcionar un entorno reductor (lama
enriquecida en combustible) junto a una minima disminuciéon de la temperatura de la
celda atémica.

Desde los primeros trabajos de Berndt, y hasta la fecha, no se han informado
valoraciones de elementos alcalino-térreos por TS-FF-AAS debido a la escasa o nula
sensibilidad alcanzable ['-4. Esto se debe a que estos elementos poseen una energia de
atomizacion mas elevada que los clasicamente determinados por esta metodologia.
Notese ademas que parte de la energfa dentro de la celda de atomizacion se consume en
vaporizar el solvente disminuyendo su temperatura y, consecuentemente, la poblacion
atomica en estado gaseoso.

En este trabajo se explora por primera vez, la determinacién de
magnesio utilizando la técnica de “#hermospray”. Para ello, se han buscado alternativas
para controlar el enfriamiento de la celda de atomizaciéon y obtener un numero de
atomos en estado gaseoso tal que permita mejorar la sefial analitica. En esta linea de
pensamiento se optéd por cambiar las soluciones acuosas por solventes organicos
miscibles en agua como soluciones “carrier” dada su capacidad para disminuir por
combustién la cantidad de oxigeno disponible en la celda y a la vez reducir la energia
requerida para su evaporacion. Ademas, la presencia de compuestos organicos
disminuye la tension superficial y la densidad de las soluciones. Esto produce una
reducciéon en el tamafio promedio de la gota de aerosol formado térmicamente y una
dinamica de desolvatacién/atomizacion mas favorable, tal como discutitemos luego.

Si bien esta no es la primera vez que se presentan compuestos Organicos
empleados como “carriers” en TS 7], la literatura se ha dedicado mayoritariamente a

sus aplicaciones en la introduccién de muestras para espectrometria de masas, donde la
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reduccion del tamano de gota se convierte en una importante ventaja. Por el contrario,
los estudios dedicados al analisis elemental son muy pocos 8.

Para un mejor orden, los estudios realizados se presentaran en dos partes. En la
primera se estudiara la determinaciéon de magnesio utilizando diferentes mezclas en
agua de solventes organicos miscibles y distintas relaciones aire/acetileno para producir
el calentamiento de la celda de TS. El efecto combinado de ambas variables sobre la
sefial de magnesio se ha evaluado a través de la obtencién de distintas superficies de
respuesta. Para explicar los principales hallazgos, se han realizado calculos del tamano
de gota para los diferentes solventes ensayados y estimaciones de la distribucion de
temperaturas en la pared externa de la celda de atomizacion.

En la segunda parte del trabajo se ha empleado un método de optimizacion
multivariado que permite predecir la respuesta del magnesio a distintos caudales de
solucion “carrier”’, diferentes proporciones de solvente organico en la mezcla con agua y
diferentes estequiometrias de llama. Para esto, se ha utilizado un disefio experimental en
el que el espacio muestreal se subdividié en ocho secciones idénticas sobre las que se
aplic6 un disefio de Box-Behnken. Luego, se ha trabajado con un método predictivo
que permitiera construir un modelo empirico. Para ello, se ha comparado un método de
prediccion simple tal como el método de ajuste con funciones polinémicas con el de
redes neuronales del tipo “back-propagation”. El poder predictivo del método se ha
utilizado no sélo para optimizar la sefal, sino también para analizar algunos aspectos
fisicoquimicos relacionados con la determinacion de magnesio que aportarian evidencia
sobre el mecanismo a través del cual se produce el vapor atomico. La subdivision del
diseno Box-Behnken asi como el uso de las redes neuronales aplicado a esta
metodologia son explorados por primera vez en este trabajo de tesis.

A lo largo del capitulo se discutiran los hallazgos principales, con la idea de que
puedan ser extrapolados a la determinacion por TS-FF-AAS de otros elementos que no
fueron ensayados ain y que permitirfan expandir la potencialidad analitica de esta
técnica.

Una vez obtenidas las variables operacionales que rindan la mejor performance
analitica, se mostraran los resultados obtenidos para la determinaciéon de magnesio en
los complejos vitaminicos efervescentes Berocca®. Como explicaremos luego, las

muestras han sido disueltas en mezclas etanol/agua o metanol/agua y luego
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directamente introducidos en el sistema. LLa validacion se realizé por comparaciéon con
la técnica de FAAS luego de digestion en horno de microondas ya que no fue posible
evitar el taponamiento del nebulizador neumatico sin una mineralizacién con acidos

previa al analisis.

3.2 - Influencia de compuestos organicos sobre la sefial analitica

3.2.1 - Solventes organicos

Para estudiar el efecto sobre la sensibilidad analitica de algunos solventes
organicos solubles en agua, se evaluaron como soluciones transportadoras mezclas de
agua con metanol, etanol, isopropanol, acetona y acetonitrilo en proporciones variables
de 20% v/v, 40% v/v y 80% v/v. Se prepararon soluciones de 5 mg Mg L' en cada
mezcla de solventes vy se inyectaron 500 pL de cada solucién en un "carrier” idéntico al
de la matriz de muestra a un caudal constante de 0,9 mL min-. La composiciéon de la
llama fue fijada en 1,8 L min-! de acetileno y 24 L min-! de aire, tal como recomienda el
fabricante. Ya que el caudal de aire no puede ser modificado con el instrumento de
trabajo, los cambios en la estequiometria de llama se realizaron a través del caudal de
combustible que si es una variable del sistema. En estas condiciones y utilizando agua
como solvente, la sefial de magnesio resulté indistinguible del ruido de base. En
contraste, tal como se observa en la Figura 3.1, la adicién de cualquier solvente
organico produce un aumento de la sefial.

Esto podria explicarse considerando que el solvente organico reduce por
combustiéon la cantidad de oxigeno presente en la celda de atomizacién generando un
ambiente rédox mas favorable previniendo la formacién de compuestos oxigenados de
magnesio. También, debido a la menor capacidad calorifica y menor entalpia de
vaporizacion de los solventes organicos, se consume menos energia en la volatilizacién
del solvente comparado con agua pura.

Sin embargo, como se discutié en el capitulo 1, la presencia de compuestos
organicos en el ambiente de la celda de atomizaciéon también modifica la estequiometria

de la lama vy por lo tanto, la temperatura. Esto podria explicar porqué, para los casos
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de isopropanol, acetona y acetonitrilo, las mezclas enriquecidas al 80% v/v en el

solvente organico generan una sefial menor que en el caso de 40% (Figura 3.1).
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Figura 3.1.- Influencia de distintas propotciones solvente organico/agua en la sefial

analitica del magnesio.

Otro aspecto importante a considerar es la reduccion del tamano de gota del
aerosol ante la presencia de los solventes organicos. Ha sido demostrado ) que el
tamafio de gota promedio del aerosol generado térmicamente puede ser predicha

satisfactoriamente por la ecuacion de Elkotb:

SMD = 3.08: v.0385 - 10737 + 1 0.737 - G006 - Apy 0.5+ [Ec. 3. 1]

Donde vi. es la viscosidad cinematica en Pa s'!, or. es la tension superficial en
mN m', o1 y oG son las densidades de la fase liquida y fase gaseosa en kg m-3, Apy. es la
variacion de presion a través de la boquilla del capilar en Pa, y SMD es el diametro

medio de Sauter en metros.
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Es bien conocido que las soluciones acuosas de solventes organicos poseen una
menor densidad y tension superficial que el agua pura. Entonces, el tamafio de gota del
aerosol decrece a medida que la proporciéon organica aumenta habilitando una dinamica
de desolvatacion mas rapida.

La Figura 3.2 muestra el diametro medio de Sauter (SMD) calculado para las
diferentes propotrciones alcohol/agua utilizando la ecuacién 3.1. Se obsetva como
decrece el tamafio de gota del aerosol a medida que se incrementa la proporcion
organica, lo cual generarfa una dindamica de desolvatacion mas favorable y con ello una

mejora de la sensibilidad analitica.
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Figura 3.2.- SMD calculado para mezclas con agua de metanol, etanol e isopropanol en

diferentes proporciones.

Por otra parte, y como dijéramos anteriormente, los solventes organicos
proveen un ambiente mas reductor en la celda de atomizacion. Para estudiar si la sefial
analitica se incrementa efectivamente por este hecho, se adicion6 KNOs3 al 1% m/v a

una solucion de magnesio en etanol al 60% v/v con el objetivo de liberar oxigeno en la
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celda de atomizacién. En este caso no se obtiene sefial distinguible de la linea de base,
por lo que podria afirmarse que el ambiente reductor generado por el solvente organico
previene la formaciéon de compuestos refractarios de magnesio, aumentando la

eficiencia de atomizacion y habilitando la aparicion de sefial analitica.

3.2.2 - Adicion de otros compuestos ricos en carbono

Con el objetivo de continuar estudiando la influencia de los compuestos
organicos solubles en agua en la sefial analitica, se adicionaron compuestos organicos
ricos en carbono a la matriz de la muestra y a la soluciéon de transporte. Se agregaron
acido ascérbico entre 0,1 y 10 % m/v y dcido citrico en igual ambito de
concentraciones, a soluciones de 5 mg L1 de magnesio en agua manteniendo las
mismas condiciones operativas de los experimentos previos. No se obtuvo sefial
analitica en ninguno de los casos ensayados. Esto podria ser el resultado del aumento
de viscosidad observado en las soluciones, lo que llevarfa a un aumento del tamafio de
gota del aerosol (ver ecuaciéon 3.1) y a un empobreciendo de la dinamica de
desolvatacion. O sea que, no so6lo el ambiente rédox cumple un papel importante en la
aparicion de la sefal analitica sino que los parametros fisicoquimicos de la solucion tales
como viscosidad, tensién superficial y densidad influyen notoriamente en el tamafio de
gota del aerosol y, por ende, en la velocidad de desolvatacion del analito.

Se estudié entonces el efecto combinado de la adicién de los acidos citrico y
ascorbico a soluciones de 5 mg Mg L1 en etanol/agua 40% v/v, tal como se muestra en
la Figura 3.1 de mas arriba. Se puede observar una importante disminucién de la sefial
en presencia de cualquiera de los acidos cuando se compara con la solucién de etandlica
40%v/v sola. Este empobrecimiento podtia atribuirse, ademds del ya mencionado
efecto “tamano de gota del aerosol”, a la producciéon de carbén incandescente que
reaccionarfa con magnesio a alta temperatura para producir un carburo de magnesio
térmicamente estable. Este es un comportamiento bien conocido de los elementos
formadores de carburos en los hornos de grafito. De hecho, durante estos
experimentos, se observé la presencia de carbon incandescente en la punta del capilar

ceramico en todos los casos.
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3.3 - Efecto combinado del uso de alcoholes “carrier” y estequiometr a de la
llama

La presencia de solventes influencia la estequiometria de llama reduciendo la
temperatura, a la vez que proporciona un ambiente rédox favorable para disminuir la
cantidad de especies oxidadas. Por ello, la proporcion de solvente mas adecuada deberia
establecerse como un compromiso entre entorno reductor y temperatura.

Para estudiar el efecto conjunto de la proporcién organica en la matriz de
muestra y “carrier” y la estequiometrfa de la llama, se repitieron los experimentos
descriptos en la seccién 3.2.1 variando los caudales de acetileno entre 1 y 3,5 L min-L.
Como la mayor temperatura de la llama se obtiene para la relaciéon estequiométrica
correspondiente a de 2 L. min de acetileno y 24 L. min-! de aire (fija), los valores de
combustible ensayado permitieron obtener llamas reductoras por encima de 2 L. min-!
(fuel rich zone) y oxidantes por debajo (fuel lean zone). Los resultados se muestran en las

Figuras 3.3, 3.4 y 3.5.
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En las tres figuras se puede observar que para una relaciéon constante de
acetileno/aire, a medida que se incrementa la proporcion de solvente organico en la
matriz y en el “carrier”, 1a sefial se va incrementado hasta alcanzar un maximo para luego
disminuir. El primer aumento de la sefial podria explicarse por el efecto conjunto de la
reduccion del tamafo de gota del aerosol, la disminucion de la energfa necesaria para
volatilizar el solvente y la generacién de un ambiente mas reductor dentro de la celda,
mejorando el proceso de desolvatacién/atomizacién. Sin embargo, a medida que
aumenta la proporcion de solvente organico en la mezcla y el ambiente de la celda se
aleja de las condiciones estequiométricas, también disminuye la temperatura y con ello,
la produccién de vapor atéomico capaz de absorber la radiaciéon de la LCH. Esto dltimo

podria explicar el decaimiento final de la sefial.
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Por otro lado, para una mezcla solvente/agua de proporcién constante, el
incremento de la relacién aire/acetileno reducitfa la cantidad de oxigeno presente al
tratarse de un medio mas reductor, aumentando la sefial debido a este efecto ya que no

se producen cambios en el tamano de gota. No obstante, luego de alcanzar un maximo,

la sensibilidad vuelve a caer probablemente debido al enfriamiento de la celda de
atomizacion.

Por lo tanto, las formas de las superficies de respuesta de las Figuras 3.3, 3.4 y
3.5 podrian ser explicadas como un compromiso entre el tamafio de gota (menor SMD
a mayor proporcion solvente/agua), la energfa consumida en la volatilizacién del
solvente (menor energia a mayor proporcion solvente/agua), las propiedades rédox del
ambiente de la celda (menos compuestos oxigenados conforme el ambiente es mas

reductor) y la temperatura alcanzada en el interior de la celda (mayor produccion de

vapor atébmico capaz de absorber la radiaciéon de la LCH).
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Las figuras también muestran que la posiciéon del maximo (circulo rojo) y la
altura del pico obtenida, son ligeramente diferentes para cada uno de los tres alcoholes
aunque, como se mostré antes, el tamafio de gota es semejante ante la misma
proporcion solvente/agua. En el caso de metanol/agua, el maximo se encuentra a
75%v/v y un caudal de acetileno de 3,0 L min-'. Sin embargo, en el caso del etanol, el
maximo es ligeramente menor que en el caso del metanol, se encuentra en la misma
proporcién de compuesto organico pero a una menor relacién acetileno/aire. Esto se
deberfa a que el nimero de atomos de carbono en una molécula de etanol consume el
doble de oxigeno que metanol, produciendo un ambiente mas reductor con una
proporcién de solvente organico menor. Entonces, para alcanzar un ambiente rédox
semejante de ambas mezclas, se requerirfa una fraccion de metanol mayor que la
requerida para etanol. Esto se traduce en que el tamafio de gota y la energia necesarios
para vaporizar el solvente seran menores, explicindose entonces el incremento en la

sefial analitica observada para metanol/agua.

El caso de la mezcla isopropanol/agua es explicable siguiendo el razonamiento
anterior. La altura de la sefial del maximo es menor que en los casos anteriores, aparece

a una menor proporcion solvente/agua y a una menor relacion acetileno/aire.

3.4 - Distribucion de temperaturas en la celda de atomizacién

Las Figuras 3.6 y 3.7 muestran la distribucién de temperaturas sobre el eje
central de la pared posterior de la celda de atomizacién bajo distintas condiciones de
operacion. El método utilizado para la obtencion de resultados se detalla en la seccion
dedicada a materiales y métodos. En la Figura 3.6 se presenta la distribucién de
temperatura obtenida cuando se trabaja con mezclas metanol/agua de diferentes
proporciones. La Figura 3.7 muestra las diferentes distribuciones de temperatura
obtenidas para llamas oxidante, estequiométrica y reductora. Se puede observar que la
forma de distribuciéon de temperaturas es semejante a la observada y descripta en el

Capitulo 1.
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A la derecha de ambas figuras se muestran, en escala de colores, las
distribuciones de temperatura obtenidas sobre la pared posterior de la celda de
atomizacion (ver materiales y métodos). Las lineas punteadas en el eje central muestran
la posicion en la cual fueron registrados los perfiles de temperatura graficados a la

izquierda.

En la Figura 3.6 puede verse que la temperatura en el centro (zona de
desolvatacion) decrece conforme la mezcla se enriquece en metanol. Sin embargo, la
zona de maxima temperatura a los lados de la zona de desolvatacién muestra una
temperatura mayor a medida que aumenta la proporcion de metanol hasta un 75% v/v
para luego decaer. Esta tendencia es consistente con la evolucién de la sefial de

magnesio y concuerda con la descripcion antes expuesta.

Metanol

25%
Metanol

50%
Metanol

75%
Metanol

100%
Metanol

Temperatura eje central (2C)

Posicion del atomizador(cm)

Figura 3.6: Distribucién de temperaturas para distintas proporciones metanol/agua

La Figura 3.7 muestra la influencia del caudal de acetileno sobre la temperatura
de la pared de la celda. Se puede observar que, como es esperable, la temperatura mas
alta se alcanza en condiciones estequiométricas (acetileno 2,0 L min-!, aire 24 L. min-').
Cuando las condiciones de la llama son mas oxidantes o mas reductoras las

temperaturas son menores de acuerdo con la literatura basica de FAAS.
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Figura 3.7: Distribucién de temperaturas para diferentes estequiometrias de llama

3.5 - Influencia del caudal de soluci n “carriet”

El caudal de “carrier” es una variable de disefio de gran relevancia al momento de
estudiar la performance analitica de la determinacién de magnesio. Notese que si se
trabaja a una composicién del "warrier' solvente orginico/agua constante y se
incrementa el caudal, se proporciona una mayor cantidad de materia organica al
sistema. Este exceso de compuesto organico consume una mayor cantidad de oxigeno y

vuelve el ambiente atiin mas reductot.

Entonces se hace necesario optimizar la relacién de acetileno/aire junto a la
composicion de la solucion "carrier’ y el caudal al que ingresa. Estas son variables
relacionadas que afectan los mismos parametros fisicoquimicos. De alli que el enfoque
clasico de optimizacién de una variable a la vez (OVAT) podria ser poco adecuado para
este sistema y la aplicacion de un disenio experimental multivariado podria extraer
mucha mas informacién. Sobre todo si este disefio pudiera restringirse a una minima
cantidad de experimentos. En las secciones de mas abajo se muestra el disefio
experimental empleado, asi como la construcciéon de los modelos empiricos que

permiten predecir la respuesta del magnesio por TS-FFAAS frente a la modificacion de
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las diferentes condiciones operativas. Todo ello es trabajo original desarrollado para

esta tesis.
3.6 - Disefio experimental Box-Behnken multiple (MBBD)

El enfoque multivariado de optimizacion, sefiala que todas las variables
operativas del sistema deben ser modificadas en forma conjunta y de manera inteligente

para obtener la mayor informacién con un minimo de experimentos.

En este trabajo, se utilizo un disefio experimental tipo Box-Behnken (BBD) 1%
121 para las tres variables mencionadas: caudal del solvente, concentracion alcohdlica en
el solvente y caudal de acetileno. Con un BBD simple, todo el dominio experimental se
muestrea con 13 experimentos. Dada la complejidad de las superficies de respuesta, este
nimero de corridas se consideré insuficiente para la formulaciéon de un modelo
empirico correcto. Entonces, con el objetivo de aumentar de manera eficiente el
nimero de puntos muestreados, el dominio experimental fue dividido en ocho
cuadrantes, realizandose un BBD en cada uno de ellos tal como se muestra en la Figura
3.8. Se realizaron 62 corridas experimentales para cada uno de los alcoholes (metanol,
etanol, isopropanol) de manera de poder realizar el modelado empirico. Esta
aproximacion resulta un enfoque mucho mas econémico comparado con las 125

corridas requeridas por un disefio "full factorial” de cinco niveles [11-131,
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Figure 3.8.- Disefio experimental Box-Behnken Mdltiple (MBBD) (El volumen
ocupado por el cubo de la izquierda es idéntico al del de la derecha que se muestra

ampliado para una mejor comprensiéon del lector)
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3.7 - Modelado empirico por cuadrados minimos (LS)

El modelo de cuadrados minimos 41 es el mas sencillo y conocido de los
métodos de creaciéon de modelos empiricos en quimica analitica y por ello suele ser el
primero en probarse. Para realizar este tipo de modelado, se obtuvieron las respuestas
experimentales para los tres alcoholes en estudio y se ajustaron por ecuaciones
polinémicas de segundo grado y tercer grado mediante el método de cuadrados
minimos. Sin embargo, los resultados estadisticos no fueron satisfactorios: los valores
de R? (coeficiente de correlacién lineal) obtenidos fueron de 0,824, 0,852 y 0,837 para
metanol, etanol e isopropanol respectivamente. Esto implica que estos modelos sélo
pueden explicar aproximadamente el 85% de la variabilidad en las respuestas, y el 15 %

restante se explica por los residuos.

3.8 - Optimizacion de la arquitectura de las redes neuronales artificiales (ANN)

Se aplico una red neuronal tipo "Back Propagation” para la respuesta del sistema, y
todas las neuronas se programaron con funciones de transferencia de tipo sigmoidea [1¢-
19]

La arquitectura de la red fue disefiada utilizando los tres factores (caudal del
solvente, concentracion alcohdlica en el solvente, y caudal de acetileno) como capa de
entrada. La capa de salida se compone de un solo valor: altura de pico medida.

Tipicamente, en este tipo de redes se utiliza una capa oculta. En este trabajo, se
utiliz6 sélo una capa oculta debido a que no se observaron mejoras significativas en la
performance incrementando este nimero.

Se realizaron varias pruebas con distinto numero de neuronas (de 2 a 100) para
determinar el nimero 6ptimo de neuronas en la capa oculta y asi obtener la estructura
optima de la ANN. Se utilizé el error cuadratico medio (MSE) como parametro a
minimizar y decidir cual es el nimero de neuronas 6ptimo. Los resultados para las tres

ANN se muestran en la Tabla 3.1.
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Tabla 3.1.- Error cuadratico medio (MSE) calculado para cada ANN con diferente

numero de neuronas en la capa oculta.

Numero de Metanol Etanol i-Propanol
enronas
N SE SE SE

2 7.03 107 2.69 107 7,80 107
5 3,60 107 9,41 107 454107
10 3,85 107 3,68 107 1,27 107
20 2,79 107 1,17 107 3,72 107
30 3,06 107 2,71 10® 9.18 10
40 1,47 107 3,09 107 7,22 10
50 1,94 107 8,76 107 1,39 107
60 2,63 10™ 9,49 107 4,60 10°
70 1,42 107 7,93 107 8,88 107
80 1,05 107 1,26 107 2,70 107
90 1,26 107 414 10™ 1,11 10
100 1,76 107 6,00 107 3,19 107

3.9 - Capacidad predictiva de los modelos LS y ANN

Con el objetivo de comprobar la capacidad de prediccion de ambos modelos
(LS y ANN), los resultados predichos fueron comparados con 28 corridas
experimentales (que no fueron utilizadas en la etapa de entrenamiento) seleccionadas
especialmente cercanas a los maximos encontrados para los diferentes caudales de
"carrier' de cada uno de los tres alcoholes. La Figura 3.9 presenta los resultados
obtenidos de graficar los valores predichos por la red versus los valores medidos

(arriba) y los valores predichos por LS versus los valores medidos (abajo).
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Figure 3. 9.- Performance de las predicciones realizadas con ANN para cada
uno de los alcoholes (arriba), y de las predicciones realizadas con LS para los alcoholes
(abajo). Las figuras grafican los resultados de la prediccion vs. el valor experimental

obtenido para el sez de prediccion

Se observa que los resultados predichos por LS muestran una baja concordancia
con las medidas experimentales en todos los casos. Esto se deberfa a que la interaccién
entre variables es muy fuerte y la superficie que se trata de ajustar demasiado compleja
para resolverse con polinomios sencillos.

En contraste, a pesar de existir unos muy pocos valores anémalos, se encuentra
una muy buena correlaciéon entre las predicciones hechas por las ANN vy los datos
experimentales, como los indican también los bajos valores de MSE, las pendientes y
coeficientes de correlacion cercanos a uno y las ordenadas al origen cercanas a cero. Por
lo tanto, a diferencia del modelo creado con LS, las predicciones obtenidas a partir de
redes neuronales artificiales pueden aceptarse como adecuadas para modelar la
sensibilidad analitica de la metodologia de TS-FF-AAS para el magnesio.

La Figura 3.10 muestra algunos resultados de las predicciones hechas con ANN

para los tres alcoholes bajo diferentes condiciones de operacion. Las figuras se
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presentan de dos maneras, una superficie 3D y un grafico de contorno. Los ejes X, Y y

Z representan el %v/v de alcohol, el caudal de acetileno (I min) y la altura de pico,

respectivamente.

Methanol Ethanol

i-Propanol

0,4 mL/min

0,7 mL/min

1,0 mL/min

1,4 mL/min

Figure 3.10. Resultado de las predicciones hechas por las ANN para cada uno de los

alcoholes a diferentes caudales. X representa %v/v del alcohol, Y representa el caudal

de acetileno (L min 1) y Z representa la altura de la sefial obtenida.

3.10 - Analisis de las condiciones optimas

Las Figuras 3.10 y 3.11 (parte superior) muestran que a medida que el caudal de

solucioén “carrier” aumenta, la maxima sensibilidad se alcanza a proporciones menores
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de solvente organico en la mezcla con agua. Se puede observar con claridad que a
medida que se produce un aumento del caudal de "wrrier” se aumenta
concordantemente la cantidad absoluta de alcohol que alcanza la celda. De esta manera,
la proporcion alcohol/agua puede reducirse manteniendo constante la cantidad total de
solvente organico sin provocar un dafio a la sensibilidad de la determinacién. La Figura
11 (parte inferior) muestra la influencia del caudal de "carrier' en los moles de oxigeno
consumidos en la combustiéon del solvente particular por minuto. Con el mismo
argumento que antes, en la medida que el caudal de “arrier” se incrementa, aquellos
alcoholes que presentan una mayor cantidad de atomos de carbono en la molécula
alcanzan un maximo de sefial a proporciones menores de solvente organico en la

mezcla con agua.
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Figura 3.11.- Arriba: Porcentaje de solvente en las condiciones del maximo a diferentes

caudales de muestra, Abajo: Moles de oxigeno consumidos en la combustién por el

solvente por minuto para diferentes caudales
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La Figura 3.12 considera la proporciéon de solvente en la mezcla y el caudal del
combustible (acetileno) bajo las condiciones 6ptimas establecidas para cada una de las
superficies de respuesta de la Figura 3.10. Cada uno de los puntos se corresponde con
un maximo a un dado caudal de muestra. Aunque no existe un valor fijo para todos los
maximos, la tendencia deja ver que una llama enriquecida en el combustible produce un
ambiente mas apropiado para la atomizaciéon de Mg cuando se usa metanol (de un solo
atomo de carbono) en la mezcla solvente. Por el contrario, serfa aconsejable una llama
mas pobre en acetileno conforme el nimero de atomos de carbono del solvente crece,

por ejemplo de etanol a isopropanol.

100 5 0
-
v
v g
9
u |
o W ~ J
£ =
- 'E
E » ; A
() 9
8 3 .
[=) T
-g ©w (o) v
- E { —— MO
[
v —o- a0
L - v
=
z |5 wioron
\
2 2

i3 i’ 19 il 23 i3 a3 b5 3
Caudal de acetileno (L min)

Figure 3.12.- Condiciones optimas a diferentes caudales de combustible de llama para

los tres alcoholes, los caudales de soluciéon "carrier’” alcohdlica aumentan en la direccion

de la flecha.
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La Figura 3.13 presenta la sefial analitica de Mg (expresada como altura de pico)
obtenida en condiciones de proporciones de solvente y estequiometria de llama 6ptimas
en funcién de diferentes caudales de muestra. La figura interior muestra la influencia de
la cantidad de solvente en la mezcla sobre el tamano de la gota de aerosol medida como
SMD.

El maximo obtenido en la Figura 3.13 se podria atribuir a una situacién de
compromiso: por un lado la sefal crece a medida que el caudal de “carrier” crece y por el
otro, la cantidad de solvente en forma de aerosol crece produciendo un descenso en la
temperatura en el interior de la celda y con ello una generacién de vapor atémico mas
pobre. En lo referente al didmetro de gota (interior de la Figura 3.13), la mayor
proporciéon de solvente organico en la mezcla con agua conduce a un menor tamafo de
gota con una mejor dindmica de desolvatacion/atomizacion y, por ende, una mejor

sensibilidad para la determinacion del analito.
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Figure 3.13.- Altura de pico en condiciones 6ptimas para diferentes caudales de
muestra. En la esquina superior izquierda se muestra el diametro medio calculado

(SMD) vs el porcentaje de alcohol en el solvente para los tres alcoholes.
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3.11 - Determinaciéon de magnesio en comprimidos vitaminicos

En la siguiente secciéon se probaran las bondades del método propuesto
mediante la determinacién de magnesio en un complejo vitaminico efervescente. Esta
determinaciéon se realiza comunmente mediante FAAS con una digestion previa en
acidos minerales debido a que la disoluciéon del comprimido en agua no es completa y
las particulas en suspensién obturan el capilar del nebulizador. Por el contrario, la
metodologfa de TS-FF-AAS admite el ingreso de sélidos en suspension, y entonces es
posible realizar la determinacién sin el paso previo de digestién, lo cual aumenta la
frecuencia analitica, disminuyendo los costos de reactivos al mismo tiempo que
previene la posible contaminacién atribuible a excesivo manipuleo. En la Tabla 3.2 se
muestran las cifras de mérito obtenidas para la determinacién de magnesio con las
condiciones optimizadas cuando se utilizan metanol/agua y etanol/agua como mezclas
solventes sin digestion previa de la muestra. En la misma tabla se comparan los

resultados con los obtenidos para FAAS.

Tabla 3.2.- Comparacién de las cifras de mérito para el analisis convencional por FAAS

y para las condiciones optimizadas para etanol y metanol en TS-FF-AAS

Sensibilidad (mg-L™) 1.707+ 0.06 0.086 + 0.04 0.063 + 0.05
Ambito Dindmico Lineal (mg-L™) 0.03-04 0.068 -5 0.09-5
%RSD (n=5) 2.60% 3.55% 4.02%
LOD (mg-L™) (3 ob) 0.009 0.021 0.027
LOQ (mg-L) (10 ob) 0.027 0.068 0.09

En la Tabla 3.3 se muestran los resultados de recuperacién obtenidos agregando

soluciones estandar a una suspension de pastillas vitaminicas analizadas por TS-FF-
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AAS. El porcentaje de recuperaciéon para ambos solventes se encuentra en el ambito de

98 - 101 %.

Tabla 3.3.- Resultados de experimentos de adicion estandar realizada en cinco muestras

de vitamina diferentes. Los resultados se expresan en porcentaje de recuperacion.

T5-FE-ARS (MeDH] 1014 1004 952 933 TOLT

T5-FFAAS ETOH) 9456 9.6 101.8 100.7 893

La Tabla 3.4 compara los resultados de la determinacién convencional por
FAAS con las metodologias aqui descriptas. No se encontraron diferencias
estadisticamente significativas entre las metodologfas para un 95% de confianza (test t,

n=>5).

Table 3.4.- Determinacién de magnesio en pastilla efervescente Berocca® mediante:

FAAS con digestion previa de muestra; TS-FF-AAS con introduccién directa de

muestra sin digestién previa, utilizando etanol y metanol en condiciones 6ptimas.

FAAS
102.3£02 99,1402 982202 1036402 978£02
Coa digeation de muestra
T5-FF-AAS {MeOH)
1011202 989102 100.220.2 1045202 97.310.2
Sin digestion e muestea
TSFF-AAS [EIOH)
508%02 1053202 984402 102102 95.6+0.2
S digestivin de musstra
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3.12 - Materiales y métodos
3.12.1.- Reactivos

Todas las soluciones fueron preparadas con reactivos calidad analitica. Agua
doblemente deionizada (DIW) fue obtenida de un sistema de purificacion Milli-Q (Millipore,
Bedford, MA, USA). El material de vidrio fue lavado con EXTRAN (Merk) 1%v/v y fue

mantenido en HCI 10%v/v, y antes de ser utilizado se enjuagé con DIW.

Las soluciones estandar de magnesio fueron preparadas diariamente por dilucion
apropiada de una soluciéon madre de 1000 mg L-1 (Merck). HNO;3 Suprapur (Merck) fue

utilizado en la mineralizacién de las muestras cuando fue requerido.

3.12.2 - Instrumental

En todos los experimentos se utiliz6 un espectrometro de absorciéon atémica Shimadzu
AAS 6800 (Kyoto, Japon) equipado con una lampara de catodo hueco de magnesio y una
lampara de deuterio para correccion de fondo. Las condiciones instrumentales fueron las

recomendadas por el fabricante.

Se utilizé una llama de aire/acetileno en diferentes relaciones combustible comburente: el
acetileno se vari6 entre 1 y 3,5 L min-1 mientras que el caudal de aire se mantuvo constante a 24
L minl. Los valores 6ptimos de acetileno fueron de 2,5 L. min! y 3,0 L min! para etanol y

metanol respectivamente. Estos valores fueron empleados en los experimentos.

Un horno de microondas del tipo "dosed wvessel” (MDS-2000, CEM Corporation, USA),
equipado con sondas de temperatura y presion, fue empleado en el procedimiento de digestion de

muestras. El programa de mineralizacién fue provisto por el fabricante.

El sistema TS-FF-AAS fue ensamblado utilizando una bomba peristaltica de ocho canales
(IPC, Ismatec , Glattbrugg-Zirich,Switzerland), una valvula rotatoria de seis puertos (Valco
Instruments, Houston, TX, USA), tuberias de 0.5 mm id. de PTFE®, un capilar ceramico
(0,5mm i.d., 6 cm de longitud) y un horno atomizador de niquel. .a composicion del niquel que

constituye el atomizador y sus dimensiones son las descriptas en el capitulo 1.
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Las mediciones de temperatura fueron realizadas con una camara digital Nikon D3100. La

metodologia empleada fue la misma descripta en el capitulo 1.
3.12.3 - Tratamiento de datos

Se realiz6 en la modalidad altura de pico tal como se indicara en los capitulos previos.
La programacion de las redes neuronales y el procesamiento de imagenes se realiz6 con

Matlab 8.0.
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Capitulo 4: Introduccion dinamica de muestras en DART-MS

“A thinker sees his own actions as experiments and questions--as attempts to find out something. Success
and failure are for him answers above all.”

— Friedrich Nietzsche

4.1 - Introduccion

La posibilidad de realizar el proceso de ionizacién a presion atmosférica fue sin
duda un punto de inflexién en el desarrollo de la espectrometria de masas debido a que:
permite la ionizacién superficial sin cerramientos, ionizacién directa con el minimo
pretratamiento de la muestra, la generaciéon suave de iones (con baja deposicion de
energfa interna) de tal manera que la mayorfa de los iones detectados se encuentran sin
fragmentacion -4 .

Una de las fuentes de iones a presion atmosférica mas utilizada es conocida bajo
el nombre de analisis directo en tiempo real (DART por sus siglas en ingles), que es una
fuente basada en la ionizacién por plasma a alta temperatura. El método de DART es
utilizado para el analisis rapido de diversos materiales, por ejemplo medicamentos,
explosivos, alimentos, entre otros [>>-71,

DART utiliza una descarga electrica sobre un flujo de helio (o nitrégeno) a
presiéon atmosférica conocida como glow discharge, formando un plasma de helio como se
representa en la Figura 4.1. El mecanismo mas comuinmente considerado en la
formaciéon de iones involucra un primer paso de colision de atomos de helio
electronicamente excitados metaestables con moléculas de agua presentes en la
humedad atmosférica para formar agrupamientos o "c/usters" de agua protonados (ver

reaccion 4.1), este mecanismo se conoce con el nombre de ionizacion tipo Penning [,

: Cimara de descarga Camarade
He /N, Lommiscente calentarmento

He /N,

Merzestable

Figura 4.1.- Esquema de funcionamiento de la fuente de DART.
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Luego, el calentador ceramico del DART incrementa la temperatura de los gases
de salida de la fuente. De esta manera, la desorcion del analito es mediada por procesos
de desorcién térmica, llevando a un incremento en la sensibilidad con un incremento en
la temperatura del gas mientras se evite la fragmentaciéon excesiva del compuesto
analizado. Posteriormente, se producen colisiones entre los analitos térmicamente
desorbidos con "e/usters" de agua protonada para formar el ion solvatado. Si la diferencia
de afinidad proténica (AP) entre estas especies que colisionan es favorable, la reaccién
de transferencia protonica procede (reaccion 4.3). Por ultimo, se produce la
desolvatacion del ion liberando al analito protonado que es la especie mas cominmente
observada en modo positivo por DART-MS (reaccion 4.4) 78, Un resumen del

mecanismo completo se muestra en la Figura 4.2.

He™ (g) + nHO(g) — He(g) + (Hy0)n1H'(g) + OH(g) + € [Reaccion 4.1]

M(S) — M(g) [Reaccion 4.2]
M (g) + (H20)n_1H+(g) - M(H20)n_2H+(g) + H,0 [Reaccion 4.3]

M(H20),H"(g) = MH*(g) + (Nn-2)HO(g)  [Reaccién 4.4]

Durante un analisis tipico por DART-MS, se monta la fuente de plasma a pocos
centimetros de la entrada al espectrometro de masas abierta al ambiente. Se coloca la
muestra sobre un soporte que puede ser un capilar de vidrio, una malla metalica, o
simplemente unas pinzas (dependiendo de las propiedades de la muestra). Se fija la
muestra con su soporte en algin punto del eje entre la salida del DART y la entrada al
espectrometro, usualmente la posicion de maxima sensibilidad es mas cercana a la
fuente de plasma debido a que la temperatura de desorcion se incrementa en esta zona,
pero dependiendo de las concentraciones y de las propiedades del analito esta posicion

puede variar 1 .
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Glasstube

L PYT) PA —
| Mys M M+H)*
DART Source j Misr——> a1 ——( J'em]—'l—'

MSinlet

‘HPG}HH-F {H?{)}rl

Figura 4.2.- Resumen grafico del mecanismo de ionizacién de analitos por
DART-MS. Donde M es la muestra, Pv es la presion de vapor, y PA es la afinidad

protonica.

El analisis por DART-MS mas frecuente consiste en la deteccion de las
moléculas protonadas de los analitos buscados. Por ejemplo, un control de calidad de
preparados farmacéuticos finaliza una vez que se encuentran los picos correspondientes
a los compuestos activos. Pero, aunque se considere que esta metodologia produce una

ionizaciéon relativamente suave [, mediante el analisis por DART-MS se suelen

>
encontrar otros iones inesperados, lo cual revela la presencia de otros componentes o
fragmentacion de los iones originales. Esta informacion adicional que puede complicar
el espectro de masas obtenido, suele considerarse como ruido de base y se descarta
aunque pueda corresponderse con informacién valiosa. Esto es debido a que
actualmente no existen métodos sencillos que permitan interpretar la informacién mas
facilmente.

En el presente trabajo se propone una introduccién dinamica de la muestra para
DART-MS en contraste con la introduccion estatica clasica. El procedimiento se trata
simplemente de, en lugar de dejar la muestra frente a la fuente de plasma fija durante el
analisis, mover la muestra en el eje entre la salida del DART y la entrada del

espectrometro de masas para aprovechar el gradiente térmico generado por la

temperatura del plasma. Esto promueve que distintos analitos, con distinta presiéon de
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vapor, se desorban de manera diferencial adquiriendo una sefial transitoria caracteristica
para cada uno de ellos. Luego, comparando el perfil de la sefial obtenida con el de los
otros picos encontrados en la muestra, es posible determinar la correlacion entre iones,
es decir, poder identificar fragmentos del i6n original generados en el proceso de
ionizacion.

Para probar las capacidades del método propuesto se analizaron muestras reales
de pastillas para el tratamiento de la tuberculosis.

Se mostrara como variaciones en la velocidad de la muestra producen distintas
rampas de temperatura para optimizar la diferenciaciéon entre los componentes de la
muestra. Luego, se proponen distintos algoritmos matematicos para la correlacion

automatica de fragmentos.

4.2 Analisis de la muestra por DARTMS: método estético

La droga anti tuberculosis examinada contiene cuatro ingredientes activos,
pyrazinamida (Mr 123), Isoniazid (Mr 137), ethambutol (Mr 204) y rifampicina (Mt
822). Durante un analisis estatico clasico, el soporte de la muestra se fija durante todo el
tiempo del experimento en una posicion cercana a la fuente de plasma, ya que es en esta
zona donde se produce mayor desorcion de los analitos.

En la Figura 4.3 se observa el espectro de masas de la droga analizada obtenido
mediante DART-MS. Se observa la apariciéon de tres de los cuatro principios activos
presentes en la droga, asignandose los picos correspondientes a la molécula protonada
[M+H]* de cada compuesto. Sin embargo, debido a que es una desorciéon térmica, los
analitos con masas elevadas y bajas presiones de vapor no son facilmente detectables

por esta metodologia. Este es el caso de la rifampicina que no pudo ser detectada.
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Figura 4.3.- Espectro de masas de una pastilla para el tratamiento de la tuberculosis

obtenido por DART-MS.

Ademas, en la Figura 4.3 se pueden observar varios picos no identificados que
podrian corresponder a compuestos presentes que no fueron identificados, o bien a

fragmentos de los analitos ya identificados.

4.3 Analisis de la muestra por DARTMS: método dinamico

Si en lugar de fijar la posicion de la muestra, se mueve el soporte a lo largo del
eje entre la fuente de plasma y la entrada al espectrémetro de masas, se registran perfiles
de intensidad en el tiempo que son caracteristicos de cada i6n. Esto se debe a que
mientras se mueve la muestra, esta atraviesa un gradiente térmico que produce una
desorcion diferencial de los analitos que poseen una variacion de la presion de vapor
con la temperatura de manera caracteristica.

El procedimiento consiste en colocar la muestra pulverizada en la punta de un
capilar de vidrio, y luego moverlo en el espacio entre la fuente de DART y la entrada al
espectrometro de masas para poder aprovechar el gradiente térmico generado en esta
zona. De esta manera se produce una desorcion diferencial de los distintos compuestos
que tienen presiones de vapor distintas a diferentes temperaturas.

En la Figura 4.2 se representa un diagrama del disefio experimental utilizado en

los experimentos, con la fuente de plasma a 400 °C.
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En la Figura 4.4 se muestra un diagrama del disefio experimental utilizado en los
experimentos, y un diagrama del gradiente de temperatura generado por la fuente de
DART. Ademas, en la base de la figura, se observan tres termografias que revelan el
cambio en la temperatura de la punta del capilar de vidrio posicionado a distintas
distancias de la fuente de DART.

Simplemente cambiando la velocidad del soporte de la muestra en este espacio,

es posible someter a la muestra a perfiles de temperatura muy reproducibles.

Sampling Position
I T 1

Sampling Position 0 cm Samplng Position 0.6 om Saenpling Postion 1.2 em

Figura 4.4: Arriba: Disefio experimental de un experimento de DART-MS con un
esquema del gradiente térmico generado por la fuente de DART funcionando a 400°C.
Abajo: Imagenes térmicas adquiridas con el capilar de vidrio en diferentes posiciones de

muestreo.

Se registraron la temperatura y la intensidad de la sefial de un i6n durante una
trayectoria tipica de la muestra para poner en evidencia la relacién existente entre las
posiciones de muestreo, la temperatura a la que se somete la muestra y el perfil de
intensidad de los iones detectados por DART-MS, la temperatura en la punta del

capilar. Los resultados se muestran en la Figura 4.5.
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En la figura se puede observar que cuando la posicion del capilar de vidrio esta
alejado de la fuente de DART, la temperatura es minima y se obtiene una linea de base
en el espectro de masas. A medida que la muestra se acerca a la fuente de plasma, la
temperatura se incrementa, aumenta la presiéon de vapor de cada uno de los compuestos
presentes en la muestra de manera caracteristica, y se evidencia un incremento en la
intensidad de las sefiales adquiridas. Cuanto mas cercana se encuentre la muestra a la
fuente de DART, mas se eleva la temperatura y las moléculas menos volatiles pueden
ser desorbidas, incrementandose aun mas las sefiales. Las diferentes velocidades de las
trayectorias producen desorciéon de los analitos en diferentes cantidades segin su
correspondiente presion de vapor. Como resultado se obtiene un perfil de desorcion
diferente para cada compuesto que es registrado por el espectrometro de masas.
Entonces todos los fragmentos derivados del mismo compuesto deben tener el mismo

perfil de intensidades.

En la Figura 4.6 se muestra una comparacion de los perfiles de intensidad de la
sefial en el tiempo para los iones precursores y para tres iones no identificados. Puede
observarse que existe una gran semejanza en el perfil registrado de los iones
identificados con algunos de los iones desconocidos, lo cual sugiere que deben ser
fragmentos del i6n original que se producen en la fuente de ionizacién o en la interfaz

de presion atmosférica del espectrémetro.

Esta alta correspondencia se utilizé para asignar fragmentos a los iones
precursores y asi poder identificar la molécula de la cual proviene cada fragmento sin
usar experimentos de masa tandem, simplificando la interpretacién de los espectros de

masas obtenidos.
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Figura 4.5: Relacion entre el tiempo (eje x), la posicion de la muestra (0 cm es delante

de la entrada del espectrémetro de masas, y 1,2 cm es delante de la fuente de plasma), la

temperatura de la punta del capilar, y el perfil temporal de la intensidad de los iones

pyrazinamide protonada ([M+H]*= 124, linea roja), isoniazid ([M+H]*= 138, linea

verde), ethambutol (([M+H]™= 205, linea azul).
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Figura 4.6: Comparacion entre el perfil temporal de intensidad de iones precursores
(m/z: 124,138, 205) y de algunos iones no identificados (m/z: 97, 121, 116) obtenidos

mediante la metodologia de DART-MS con muestreo dinamico.

4.4 Métodos estadisticos para la correlacion de fragmentos

Debido a la gran cantidad de fragmentos que se encuentran en las muestras
complejas como esta, la inspeccion visual de todos los fragmentos resulta una tarea que
consume mucho tiempo, en este caso se encontraron 12 fragmentos que se
discriminaban del ruido de base. Entonces, se buscaron métodos que permitieran la
identificaciéon de iones de manera rapida y efectiva. Estos métodos deberian poder
correlacionar de manera automatica los fragmentos con los precursores. En este trabajo
se probaron distintos métodos estadisticos que requerian distinto grado de supervision

por parte del analista. En las siguientes secciones se describiran los métodos empleados.
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4.4.1 Matriz de Correlacion

Excepto por el de la inspeccion visual, el método mas sencillo utilizado consiste
en realizar una matriz grafica donde cada posiciéon de la matriz es un grafico de
intensidad de un i6n respecto de intensidad de otro. Entonces, cada columna de esta
matriz contendrd a un mismo i6n en todos los graficos de la misma columna en el eje x,
y cada fila contendra a un mismo i6n en el eje y de todos los graficos en esta fila. De
manera tal que, en cada posicién de la matriz se encuentre graficado un par de sefiales
de iones, y a lo largo de toda la matriz se podra encontrar cualquier par deseado. Si
existe una relaciéon entre los iones se evidenciara a través de una tendencia lineal en

dicho grafico.

En la Figura 4.7 se observa este tipo de matriz grafica aplicada a los perfiles de
las sefiales de los seis iones mas intensos. Se puede observar que la mayoria de los
graficos en la matriz muestran una distribucion de puntos muy dispersa donde no se
encuentra ninguna correlaciéon evidente entre las sefiales de los iones. Sin embargo,
existen algunos pocos graficos que muestran una clara tendencia lineal. Tal es el caso de
los graficos lineales de la diagonal, circunstancia esperable debido a que se grafica en
ambos ejes la senal obtenida para el mismo i6n. Pero también se observa una clara
tendencia lineal en las posiciones resaltadas sobre la matriz grafica de la figura. Esto
indica que el perfil de desorciéon de ambos iones es semejante, y por lo tanto es
probable que provengan del mismo compuesto. De esta manera es sencillo evaluar

graficamente correlaciones entre fragmentos.

Sin embargo, debido a que la matriz grafica se agranda como el nimero de iones
al cuadrado, cuando se tiene una muestra compleja con muchos iones resulta lento y

tedioso analizar todas las posiciones.
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Figura 4.7.- Matriz grafica obtenida para seis iones (m/z 97, 116, 121, 124, 138, 205).

Con el fin de acelerar este proceso, se decidi6 utilizar el coeficiente de
correlacién de Pearson (r). Se trata de un valor entre cero y uno que indica que cuanto
mas cercano a uno se encuentre, mayor es la probabilidad que exista una relacion lineal
entre las variables. La ecuacion 4.1 muestra la férmula para calcular dicho coeficiente,
donde xi es el valor de intensidad de la sefial del analito que corresponde al eje x a un
tiempo 1, yi es el analogo para el analito que corresponde al eje y, y n es la cantidad de

tiempos registrados.

, = nYXiVi-YXX;XY; Be. 4]

j[n S x?— (£x)?] [n S¥2- (Tv)?]
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Entonces se construyo una matriz de correlacion para reemplazar la evaluacion
grafica de correlacion por una evaluacion numérica. La matriz de correlacion se

I
r

construye calculando este coeficiente para cada par de iones y ubicandolo sobre
cada posicion de la matriz. Al igual que la matriz grafica, la matriz de correlacion es una
matriz simétrica cuya diagonal siempre es igual a uno. La Figura 4.8 muestra, por
razones de simetria, una mitad de la matriz de correlacion para los 12 iones que se
diferenciaron del ruido de base. Ademas, se colocaron uno al lado del otro los iones

con coeficiente de correlacion mas elevado, y se agregé una escala de colores para

facilitar la interpretacion de los resultados.

m ] 1.00
py n,_sn 075
124 | 09182 s
79 | 08129 | 08035 | 0.8400 | 08145
93 | 07041 | 06600 | 07103 | 0.8434 | e
111 | 06813 | 06315 | 07013 | 08261 | | J 000
121 | 06753 | 08440 | 06937 | 06277 | |
123 | 0.7315 | 0,6657 | 0.7082 | 05430 39
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Figura 4.8.- Los iones se agruparon segun el mayor coeficiente de correlacion. Se agrego
una escala de color para simplificar la interpretacion. Se resaltaron los iones precursores

identificados.

En la Figura 4.8 se pueden observar secciones triangulares verdes que, no sélo
muestran una alta correlacion entre los precursores y los fragmentos, sino también una
buena correlacion entre los fragmentos de un mismo grupo. Ademas, las secciones
rectangulares rojas indican una baja correlacion entre iones de distintos grupos. A partir

de esta figura se detectan tres grupos o "custers" de iones, observandose ademas que
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cada uno de los iones padre identificados se encuentran en distintos grupos. Por lo
tanto se puede inferir que cada uno de los iones detectados dentro de un grupo son

fragmentos del i6n padre de mayor m/z en el grupo.

4.4.2 Analisis jerarquico de clusters - distancia angular

En esta seccion se emplea un enfoque distinto para agrupar los iones detectados.
A continuacién se muestra la aplicacion del método de analisis jerarquico de grupos o

“elusters" para comparar los resultados con el método antetior.

El agrupamiento jerarquico es un método de analisis de grupos que busca
construir una jerarquia de grupos para decidir cuantas categorfas existen, que
componentes deberfan ser considerados dentro de una misma categoria y cuales
corresponden a categorias distintas. Esto se logra mediante el uso de una medida
apropiada (medida adecuada de similitud o disimilitud entre pares de observaciones), y
un criterio de enlace que especifica la disimilitud de conjuntos como una funcién de las
distancias dos a dos entre observaciones en los conjuntos. Existen dos grandes grupos
de medidas de similitud para variables continuas. Uno de ellos se basa en la medicién de
la distancia Euclideana entre dos objetos en el espacio multidimensional para verificar la
cercania entre vectores. El otro grupo se basa en medidas de distancia angular para
comparar entre las proporciones de los elementos que componen los vectores. La
distancia angular entre objetos es el angulo que existe en el espacio multidimensional

entre dos objetos cualesquiera [,

Luego los resultados se suelen presentar en un dendrograma o representacion
grafica en forma de arbol que organiza los datos en subcategorias 1. Este tipo de
representaciéon permite analizar claramente las relaciones de agrupamiento entre los

componentes e incluso entre grupos distintos.

Debido a que se desea agrupar los elementos en funcién de la forma del perfil
de intensidad de la sefial, la distancia euclidianas clasica no es una medida de similitud
adecuada ya que agrupara en funcién de la intensidad promedio de las sefiales en lugar
de agrupar por la forma. Para lograr esto se decidi6 aplicar una medida de las
proporciones de la sefial, como por ejemplo la distancia angular. La ecuaciéon 4.2

muestra como se calcula esta distancia, donde d es la distancia angular.
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X;Y;

\/(XiX}) (Yivy)

deg =1 — [Ec. 4.2]

La Figura 4.9 muestra el dendrograma obtenido para todos las sefales
detectadas en la muestra. Si bien es empirico, puede observarse que si se establece un
limite de distancia en 0,2, se logra una divisiéon en tres grupos constituidos por los
mismos componentes que los que se obtuvieran en el analisis mediante la matriz de

correlacion.
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Figura 4.9.- Dendrograma obtenido utilizando la distancia angular como medida de

similitud entre el perfil de los iones detectados.

4.5 Analisis de la fragmentacion de los compuestos

Una vez obtenidos los iones que componen un mismo grupo, y ya que se

conoce a que compuesto pertenece cada grupo, se decidié estudiar la fragmentacién de
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los analitos. La Figura 4.10 muestra la interpretacion estructural del patrén de
fragmentaciones obtenido para cada uno de los compuestos, lo cual justifica las
agrupaciones que se realizaron mediante los métodos estadisticos de manera

independiente.
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Figure 4.10: Patrén de fragmentacion detectado para la pyrazinamide, isoniazid y

ethambutol.

4.6 - Materiales y métodos
4.6.1 - Instrumentacion

Una fuente de DART (IonSense) fue acoplada a un espectrometro de masas
cuadrupolo- tiempo de vuelo (micro TOF Q-II, Bruker) usando un tubo separador gas-
i6n (gas ion separator tube - GIST, IonSense). Se utiliz6 una camara termografica
(Thermocam T400series, FLIR) para la obtencion de las imagenes térmicas del sistema.
Sobre una plataforma motorizada de microscopio (OptiScan II, Prior Scientific), se
monté un brazo de aluminio que sostiene al capilar en la regiéon de ionizacion. De esta
manera, mediante la programacion de la plataforma, se pudo controlar el movimiento y
la velocidad de la muestra dentro del gradiente de temperatura. La comparacién de los

perfiles de las sefales de los iones fue realizado utilizando MATLAB 8.0.
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4.6.2 - Procedimiento para la introduccion dinamica de muestras

El procedimiento consiste en colocar la muestra pulverizada en la punta de un
capilar de vidrio, y luego moverlo en el espacio entre la fuente de DART vy la entrada al
espectrometro de masas para poder aprovechar el gradiente térmico generado en esta
zona, y de esta forma producir una desorcion diferencial de los distintos compuestos

que tienen presiones de vapor distintas a diferentes temperaturas.

En la Figura 4.2 mostrada mas arriba, se representa un diagrama del disefo

experimental , utilizando el calentador de la fuente de plasma a 400 °C.
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“Any sufficiently advanced technology is indistinguishable from magic.”
— Arthur C. Clarke, Profiles of the Future: An Inquiry Into the Limits of the Possible

5.1 - Introduccion

Con el desarrollo de las técnicas de ionizacién a presion atmosférica [1-2]) la
generacion de imagenes moleculares por espectrometria de masas (MSI) ha evolucionado
como una poderosa herramienta de analisis de superficies. Durante un experimento de
MSI, los datos de espectros de masas son adquiridos en funcién del tiempo mientras que la
informacién espacial también se registra en forma sincronizada. Entonces, mediante el
dominio del tiempo, la informacién espectral es correlacionada con la posicion espacial

para crear una imagen quimica al nivel molecular.

La resolucién obtenida para datos de MSI es generalmente determinada por el
tamafio del haz que impacta sobre la superficie (por ejemplo el enfoque del laser, la pluma
del aerosol, el haz de iones, etc.). La informacioén espacial mas especifica se puede obtener
con resolucién espacial muy alta, pero con el costo de un detrimento en la sensibilidad.
Esto se debe a que una menor area muestreada implica una menor cantidad de material

desorbido y detectado.

Las técnicas de ionizacién al vacio como desorcién/ionizacion laser asistida por
matriz (MALDI) Bl, o espectrometria de masas por i6n secundario (SIMS) M proveen
imagenes de alta resolucién espacial (10 um o 100 nm, respectivamente), pero requieren
que las muestras sean planas, delgadas y compatibles con el vacio del espectrémetro. Los
métodos de MSI a presion atmosférica son menos restrictivos por el tamafio y la forma de
la muestra, y al mismo tiempo reducen las etapas previas de preparacion de la muestra .
Estas dltimas incluyen técnicas basadas en micro-extraccion liquido-solido seguidas por
ionizacién por electrospray como en el caso de "desorption electrospray ionization” (DESI) [5-6],
y "liguid microjunction surface sampling probe” (LM]-SSP) Il La técnica de ablacion laser puede

ser acoplada a varias fuentes para la generaciéon de imagenes, como en "laser ablation
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electrospray ionization" (LAESY) B o "infrared laser ablation metastable induced chemical ionization"

(IR-LAMICI) Pl entre otros [,

Alternativamente, el muestreo de una superficie puede ser desacoplado del evento
de ionizaciéon mediante el uso de una pequefia sonda, como una aguja sélida utilizada en

"probe electrospray ionization” (PESI) 19111 en el cual se basa el siguiente trabajo.

La informacién de MSI se adquiere tipicamente para muestras planas
bidimensionales, debido a la necesidad de consistencia de la geometria de la interaccion
superficie-sonda. El analisis por MSI de objetos mas complejos puede ser realizado de una
de las siguientes maneras: (1) imagenes 2D de serie de secciones de la muestra seguida por
una representacion en computadora de una imagen 3D o (2) imagenes seriadas de capas

superficiales.

En este trabajo, se presenta un sistema robotizado de introduccién / ionizacién de
muestras para espectrometria de masas (MS), para la obtencién de imagenes de superficies
no planas de muestras sin procesar, in situ y a presion atmosférica. El sistema funciona
mediante el sondeo de la superficie de la muestra con una aguja de acupuntura, seguido de

ionizacion quimica por plasma acoplada a un espectrémetro de masas por tiempo-de-vuelo

(TOF).

DART fue seleccionado como fuente de ionizaciéon por su capacidad de ionizar
tanto analitos polares como no polares y por su region de ionizacién relativamente amplia
[12-15], F] gran espectro de analitos ionizables y la implementacién de una sonda roboética
que permite el muestreo remoto, amplian las posibles aplicaciones de esta novedosa técnica
de analisis de superficies. Por ejemplo, este sistema seria propicio para el analisis en tiempo
real de metabolitos en muestras biologicas, como en el caso del analisis de tejido durante
una cirugfa para diferenciar regiones sanas de regiones tumorales, dada la naturaleza poco

invasiva de la aguja de acupuntura utilizada como sonda.

Otra ventaja del acoplamiento de la sonda robética a una fuente de ionizacion

DART, es que la muestra no necesita contener una cierta cantidad de agua u otro fluido
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para la ionizacién efectiva debido a los mecanismos de ionizacién inherentes de las

metodologias basadas en plasma [16-191 ] como si es el caso del PESI.
5.2 - Generacion de imagenes 3D de supetficie no plana

La Figura 5.1 muestra un esquema del procedimiento de analisis propuesto. En la
posicion inicial, el brazo robdtico que sostiene una aguja de acupuntura maniobra para
introducirla en una posicion precisa de la superficie de la muestra, que esta montada fuera
de la region de ionizacion. Entonces, se colecta una pequena cantidad de analito. La aguja
es luego posicionada en la zona de ionizacion a la salida del caudal de gas ionizante que sale
de la fuente de DART. La intensidad de un i6n seleccionado puede observarse para cada
uno de los pasos del analisis descrito. Como es de esperarse, se observa una variacion de la
sefial s6lo cuando la sonda se posiciona en la zona de ionizacion, registrando el espectro de
masas como se muestra en la Figura 5.2. Luego, como se representa en la dicha figura, se
muestrean diversos sitios sobre la superficie analizada, y el espectro de masas adquirido es
correlacionado con la posicién (x, y, z) del muestreo. Finalmente, de acuerdo a la
intensidad del 16n analizado, se utiliza una escala de colores para graficar la imagen quimica
obtenida. Denominaremos a esta metodologia espectrometria de masas por sonda roboética

acoplada a ionizacion por plasma del inglés "robotic plasma probe ionization mass spectrometry"

(ROPPI-MS).

En los primeros ‘Sers” de experimentos se utilizé el brazo robético Lynxmotion
AL5A-5. Este robot posee cinco grados de libertad de movimiento, pero al ser un modelo
poco sofisticado, presenta una precisiéon de 5 mm. Por ello, se intenté minimizar los grados
de libertad utilizados para reducir la influencia de varios de los motores y asi incrementar la
precisién. Entonces, usando solo dos grados de libertad se mejoré la precision a 3 mm.
Con este sistema, la muestra se mont6 sobre una plataforma que se mueve con tornillos
micrométricos en 3 ejes con 0,01 mm de precision cada uno, para controlar la posicion de
muestreo. Entonces, el robot fue programado para muestrear una unica coordenada x, y, z
especifica, ortogonal a la plataforma, y luego la plataforma se movié mediante tornillos

micrométricos para que nuevas regiones puedan ser muestreadas. El control manual de la
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plataforma permite una programacion mas simple del robot, ya que debe repetir una
misma secuencia de movimiento. Para este “sez” de experimentos, se utiliz6 como muestra
de prueba una hemiesfera de poliestireno (13 mm de diametro, Figura 5.2) pintada con

rodamina 6G (m/z 443,2335) y Azul Nilo (m/z 318,3645) en tres filas de ocho bloques

equiespaciados.

Posiciéndel robot Sefal
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Figura 5.1.- Esquema de movimiento del brazo robético Lynxmotion AL5A-5 y el
cronograma obtenido para el i6n de m/z 443 cuando el robot se encuentra en distintas

posiciones.
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Figura 5.2.- Esquema de obtencion de la imagen quimica. Arriba: imagen 6ptica de la

muestra con distintos sitios de muestreo (circulos verdes). Las flechas muestran los
espectros adquiridos en dos sitios ejemplo y la estructura del colorante detectado. Abajo se
obsetvan los cronogramas obtenidos para el Azul Nilo a (m/z = 318) y rodamina 6G
(m/z = 443). Abajo a la derecha se muestra la imagen quimica generada. Los puntos
marcan los sitios muestreados cuyo color depende de la intensidad de la senal detectada.

En escala de rojo para la Rodamina 6 G y azul para el Azul Nilo.
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Debido a que el area muestreada por la aguja de acupuntura (180 pm) es mas
pequena que el espaciado entre sitios muestreados (>3 mm), en la Figura 5.2, la sefial
observada fue graficada en circulos cuyo diametro refleja la precision del muestreo, y cuyo
color esta relacionado con la intensidad detectada en ese punto. Para simplificar la
visualizacién de los distintos colorantes, se graficaron los resultados en escalas de color
separadas, la escala purpura denota la intensidad para el colorante Azul Nilo y la escala roja
corresponde a la rodamina 6G. Estos puntos son superpuestos mostrando la distribucion

teérica del colorante sobre la superficie.

El tiempo total de analisis por ROPPI-MS depende de tres factores: la velocidad del
robot, el nimero de posiciones muestreadas, y el tiempo de desorcién/ionizacién de los

analitos en la superficie de la aguja.

La velocidad de movimiento es una variable que depende del robot utilizado.
Cuanto mas sofisticado sea el brazo robético utilizado se podran alcanzar velocidades
superiores con la misma precision espacial. Utilizando un robot comercial como el que se
mostrara en la siguiente seccién, y posicionando la muestra cercana a la zona de ionizacién
de manera que el movimiento del brazo robético no sea demasiado extenso, se puede

lograr que este factor contribuya muy poco al tiempo total del analisis.

El nimero de posiciones muestreadas dependera de la resoluciéon que se quiera
alcanzar. La resoluciéon aumenta cuanto mayor sea la cantidad de puntos muestreados
homogéneamente distribuidos sobre una misma superficie, hasta que la distancia entre
puntos sea igual a la precision espacial del robot. Es decir, que es posible incrementar la
resolucion maxima alcanzada mediante el uso de un dispositivo robdtico de mayor
precision espacial. Sin embargo, esto es cierto hasta un punto, el limite tedrico para la

resolucion maxima alcanzada depende del tamano de la punta de la aguja de acupuntura.

Por dltimo, el tiempo de desorcidon/ionizacién dependera de las propiedades
fisicoquimicas de los analitos, y es el paso mas lento del analisis (en el orden de los

minutos). Por lo tanto, este paso es la variable limitante de la velocidad ya que es necesario
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esperar hasta que la sefial vuelva a linea de base para asegurar que no existe contaminacion
entre sitios muestreados. La duraciéon de este paso puede ser optimizada variando la
temperatura del caudal de gas proveniente del DART para inducir una desorcién mas

rapida del material depositado en la aguja de acupuntura.

Para optimizar la temperatura del DART, una superficie de poliestireno plana fue
coloreada con un marcador negro. La superficie fue muestreada robdticamente y la sefial
del pico base (m/z 303,4819) fue registrada en diferentes posiciones en la region de
ionizacién, y utilizando varias temperaturas del DART entre 200°C y 400°C. La
sensibilidad maxima se observé cuando la punta de la aguja se colocd a 1 mm de la salida
de gases de la fuente de DART. Esto se debe a que, como se mostré en el capitulo
anterior, esta es la regiéon mas caliente del caudal de gas, aumentando la presién de vapor
de los analitos, y habilita una desorcién mas rapida resultando en sefiales mas intensas y
angostas. Por otro lado, en la Figura 5.3 se muestran los perfiles de intensidad del pico base
a distintas temperaturas. Ciertamente, como se observa en esta figura, la sefial analitica mas
alta se observo a 400°C con una fragmentacion por induccién térmica despreciable.
Entonces, se eligié 400°C como la temperatura de operacioén del calentador del DART, ya

que habilita una sensibilidad mayor y una frecuencia de analisis superior.

En un experimento de DART-MS tipico se utilizan temperaturas menores que las
optimas desarrolladas en este método. Esto se puede atribuir a que en un experimento
tipico se suele utilizar un capilar de vidrio porque mantiene la temperatura en la punta del
capilar (donde se localiza la muestra) eficientemente. Pero la conductividad térmica del
acero inoxidable de la aguja de acupuntura es quince veces mas alta que el vidrio ?l, lo que
resulta en una disipacion de calor mas rapida a lo largo de la aguja, produciendo entonces

una vaporizaciéon menos efectiva de los analitos depositados en la punta de la aguja.
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Figura 5.3.- Intensidad normalizada (dividida por la intensidad maxima registrada) para la
sefial obtenida del pico base detectado en el marcador negro utilizado a diferentes

temperaturas de trabajo entre 200 °C y 400 °C.

La secuencia de movimiento se inicia manualmente para cada posiciéon muestreada
cuando la sefial de todos los iones vuelve a linea de base, indicando que se desorbieron
completamente todos los componentes y garantizando que no se contaminaran otros sitios

de anilisis.

El limite tedérico de resoluciéon espacial de esta técnica es determinado por el
diametro de la sonda de muestreo, que en el caso de la aguja de acupuntura es 180 um. Sin
embargo, el brazo robético Lynxmotion es el limitante de la resolucion espacial debido a su

baja precision. Por esta razén, los experimentos preliminares fueron realizados
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muestreando sélo un punto por cada bloque pintado con colorante (Figura 5.2),
introduciendo la punta de la aguja 2 mm dentro de la superficie de poliestireno. Este ‘ez
up” experimental representa una simple prueba de principios que ofrece una sensibilidad

suficiente para el analisis, pero con grandes limitaciones en la resolucién espacial.
5.3 - Imagen de muestra real

En esta seccién se analizara una muestra de tomate cherry que fue pintado en dos
regiones distintas con isoproturon como se muestra en la Figura 5.4. El isoproturon es un
herbicida selectivo utilizado para el control de pasto y malezas de hoja ancha en cultivos

alimenticios.

Debido a que la plataforma utilizada se mueve con tornillos micrométricos que
tienen 13 mm de recorrido total en los ejes X, y o z, s6lo es posible analizar superficies de
dimensiones menores al recorrido. Pero el tomate cherry utilizado como muestra tiene 2,9
cm de largo y 1,6cm de ancho. Para poder analizar esta muestra se dividi6é al tomate en

cuatro cuadrantes y cada uno de ellos fue muestreado en seis puntos (ver Figura 5.4).

Figura 5.4.- A la izquierda: Imagen 6ptica de la muestra de tomate cherry, con la division
en cuadrantes imaginarios (linea punteada negra), los sitios de muestreo (puntos azules), y

los sitios con isoproturon impregnado (manchas amarillas). A la derecha: Imagen quimica
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de la superficie del tomate generada para el ion principal de isoproturon ( [M+H]*= 207).

Con los puntos de los sitios de muestreo en escala de color segin la intensidad de la sefal.

En la Figura 5.4 se muestra la imagen 6ptica del tomate utilizado como muestra, la
separacion de los cuadrantes imaginarios, con una representacion de los sitios muestreados
y de las gotas de isoproturon depositadas sobre su superficie. Sobre el lado derecho de la
misma figura se muestra la imagen quimica obtenida para el isoproturon en la que puede
observarse la correcta identificacién de los sitios marcados. Puede notarse que, mediante
esta metodologfa de generar cuadrantes imaginarios que permitan subdividir la superficie
total de la muestra en secciones mas pequefias que las posibilidades de la plataforma, es
posible analizar superficies mas extensas y complejas mediante esta metodologia simple

aunque las imagenes sigan siendo de una resolucién pobre.

5.4 - Obtencion de imagenes de mayor resolucion

Siguiendo estos experimentos iniciales, y con la finalidad de aumentar la
resolucion espacial de las imagenes obtenidas, se implement6 el brazo robotico Kuka KR5
sixx R650 que se muestra en la Figura 5.5. Este robot de alta precisién presenta seis grados
de libertad, un mayor rango de movimiento (650 mm) para permitir el andlisis de muestras
mas grandes sin necesidad de la implementacién de cuadrantes, y una precisiéon de 0,02
mm. Se programoé este brazo robético para muestrear la superficie con un procedimiento
analogo al de las secciones anteriores pero sin la necesidad de mover manualmente la

plataforma, haciendo el analisis mucho mas rapido y automatico.
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Figura 5.5.- Esquema de movimiento del brazo robético Kuka KR5 sixx R650 y el

cronograma obtenido para el ién de m/z 443 cuando el robot se encuentra en distintas

posiciones.

Como complemento, para permitir seleccionar posiciones de muestreo de manera

mas automatica al mismo tiempo que se mejora la repetitividad del posicionamiento del

robot, este sistema robotico se acoplé con un sistema de visualizacion 3D de la superficie

que fue montado sobre el brazo robético (Figura 5.6). Este tipo de censado novedoso se

logra utilizando una camara tipo RGB-D, que suplementa una imagen de camara color con

informaciéon de la profundidad de localizacion del pixel detectado mediante una camara

infrarroja, es decir, que no solo registra las dos dimensiones tipicas de una camara sino que

ademas es capaz de capturar la profundidad. Este tipo de sistema de visualizacion se utiliza

ampliamente en el contexto de la robodtica ya que aporta un sistema de referencia para

facilitar la programacion y asegurar la precision de los movimientos del robot, y ademas

genera una nube de puntos de donde la sonda recogera la muestra.
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Aguja de acupuntura N |

Figura 5.6.- A la izquierda: Esquema del extremo del brazo robético con la camara de
visiéon 3D (negro) y la aguja de acupuntura (rojo). A la derecha: generaciéon de nube de

sitios de muestreo sobre la muestra.

Luego de ser adquiridos, los espectros de masas son convertidos en una superficie
en 3D integrando el area del pico obtenido para cada sitio muestreado y asociandolo con
las coordenadas x, y, z. Esta informacién es luego graficada con Matlab y se muestran los

sitios muestreados con puntos sobre la superficie obteniéndose la Figura 5.7.
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Figura 5.7.- Arriba a la izquierda se muestra la nube de sitios de muestreo 3D sobre la
superficie de poliestireno pintado. A la derecha y abajo: vista lateral y superior de imagenes

quimicas generadas con el robot Kuka KR5 sixx R650

Aunque el brazo robdtico tenga una precision de 0,02 mm, que representa la
maxima resolucion espacial alcanzable por esta técnica, la resolucion de la imagen 3D
adquirida con el sistema de visualizacion de la muestra admite puntos separados por 1mm

de distancia entre ellos.

Utillizando el sistema de visualizacion 3D, las nuevas coordenadas x, y, z son
especificadas para cada secuencia de analisis para que el robot muestree la siguiente
posicion automaticamente. Esto elimina la necesidad del ajuste manual que era necesario
en los experimentos anteriores debido a que el robot actual es capaz de producir
movimientos complejos y precisos utilizando una programacién mas avanzada. A pesar de

las multiples ventajas del brazo robético y de la sofisticacion del sistema de visualizacion, el
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sensor 3D esta limitado en la resoluciéon de la dimensién de profundidad z (1 mm en la
configuraciéon 6ptima). Esto resulta en una generacion de sitios de muestreo imprecisos,

particularmente en los limites de la muestra.

Ademas, como la aguja penetra la muestra siempre ortogonal a la plataforma que la
soporta, se generan diversos angulos de contacto entre la sonda y la muestra dependiendo

de su geomettria, resultando en un muestreo poco reproducible.

Este nuevo ‘Sez” de experimentos de muestreos en 3D fue realizado sobre una
hemiesfera de poliestireno de 30 mm de diametro que fue pintada con los mismos
colorantes. La vista superior a través del sistema de vision 3D vy el area muestreada se
muestran en la Figura 5.7, respectivamente. La superficie se analizé mediante 128 sitios de
muestreo homogéneamente distribuidos que fueron graficados en Matlab siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion anterior, resultando en la Figura 5.7. La variabilidad
en la intensidad detectada dentro de una misma region pintada, se atribuye principalmente
a que el colorante se encuentra inhomogéneamente distribuido. Por otro lado, la deteccion
del colorante por fuera del area intencionalmente pintada, se atribuye al sangrado de la

solucion del colorante a lo largo de las grietas del poliestireno.

5.5 - Materiales y métodos

Una fuente DART (Ion Sense, modelo SVP100) acoplado a un espectrometro de
masas Q-TOF (Bruker mictOTOF-QII) se utilizé para todas las mediciones en modo de

iones positivos utilizando He como gas de soporte (1 L min-!).

La temperatura del gas conjunto DART fue variada entre 200°C y 400°C para
determinar los efectos de la temperatura de la forma de la traza de iones. El voltaje de la
aguja de la fuente de DART para producir la descarga luminiscente “glow discharge” se f1j6 a -

3500 V.
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Se utilizaron agujas de acupuntura de acero inoxidable Millenia (0,18 mm x 13 mm)
para el muestreo de superficie montandas sobre un bloque de PEEK hecho a medida, que

fue fuertemente sostenido por la pinza del robot.

La puesta a punto de los primeros experimentos se realizé con un brazo robético
Lynxmotion AL5A (Swanton, VT, EE.UU.) con 5 grados de libertad. El alcance del brazo
fue de 14,60 cm y 113,40 g de capacidad de levantamiento. Solo el servo de la “mufieca” y
los actuadores de base fueron utilizados a fin de maximizar la precision. El robot fue
movido manualmente a posicion inicial, muestreo y analisis almacenados en un programa
de trazado de movimiento (Lynxmotion RIOS SSC-32V1.006). Esta secuencia fue repetida
para cada posicion de muestreo. Para la toma de muestras y analisis de posiciones, la
muestra se movié manualmente usando el 3-axis RollerBlock (Thorlabs, Newton NJ) que

tiene 13mm de recorrido total en el eje x,y 0 z.

El segundo manipulador utilizado fue un robot KUKA KR5 sixx R650 (Shelby
Township, MI, EE.UU.), una plataforma orientada hacia manufactura ligera y tareas
industriales. Cuenta con 6 grados de la libertad con un alcance maximo de 650 mm, una
carga util de 5 kg, y una velocidad maxima de 7,6 m s1. El control de movimiento del robot
fue programado mediante un sistema operativo personalizado conocido como ‘“mwbot

operating systemr” (ROS) con una interfaz con el controlador de KUKA.

Se realizé la percepcion del robot utilizando un sensor 3D de corto alcance
PrimeSense (San Jose, CA, EE.UU.) Carmine 1.09 montado en el efector final del robot,
justo por encima de la plataforma de muestreo, calibrado al marco de referencia del robot,
y el paquete software Point Nube Library (PCL). Utilizando técnicas de vision por
computadort, la biblioteca toma datos desde el sensor y crea una nube de puntos 3D del

medio ambiente.

El software de visualizacion rviz (también disponible en ROS) se utiliz6 para
visualizar puntos de muestreo sobre la superficie y asi proporcionar una interfaz para el

operador humano que especifique la ubicacién en la que el robot muestree. Luego, el area
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del pico fue extraida del cronograma de iones, todas las imagenes fueron procesadas en

Matlab 8.0® (Mathworks, Natick, MA, EE.UU.).
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Conclusiones

“But I don’t want to go among mad people," Alice remarked.

"Oh, you can’t help that," said the Cat: "we’re all mad here. I’'m mad. You’re mad."
"How do you know I’'m mad?" said Alice.

"You must be," said the Cat, "or you wouldn’t have come here.”

— Lewis Carroll, Alice in Wonderland

6 - Conclusiones

En el presente trabajo de tesis, se elaboré por primera vez un modelo tedrico de
funcionamiento de la técnica de TS-FF-AAS. Utilizando tanto simulaciones
computacionales como medidas experimentales se corroboré la validez de este modelo,
ya que explica la forma de las curvas de absorbancia - caudal de muestra, puede explicar
la distribucién de temperatura observada sobre la superficie del atomizador a distintos
caudales y predice la presencia de zonas de desolvatacién y atomizacion preferencial
que fueron encontradas mediante los experimentos de enfriamiento del atomizador.
Este modelo aporta herramientas teéricas para la optimizacién de nuevos analitos por
esta técnica.

Se demostréd que cuando se utiliza cuarzo como material del atomizador, se
amplifican las sefiales obtenidas respecto de los atomizadores tradicionales de niquel
para los analitos mas comunmente utilizados en TS-FF-AAS, comprobandose entonces
que la superficie interna del atomizador influye la sensibilidad analitica. Ademds, se
mostraron los efectos de controlar la dispersion radial del vapor atémico utilizando
celdas de atomizacion de menor diametro interno. Mediante la utilizacion de estas
herramientas se alcanzaron limites de deteccién comparables con los obtenidos en
hornos de grafito cuando se las aplicé a la valoraciéon de oro. También se implement6
como prueba de concepto, un sistema de preconcentraciéon por extraccion en fase
solida en linea con deteccion por “thermosrpay”, mostrando una optimizacién del limite
de deteccion pero con una disminucién de la frecuencia analitica.

También se ha trabajado sobre el control del ambiente interno de la celda de
atomizacion del ‘“Zhermospray” con el objetivo de aumentar el nimero de analitos que
puedan ser valorados por esta técnica. Se utiliz6 magnesio como analito testigo. La
seleccion adecuada del solvente de la muestra —ajustado al “carrier’™ y de la relacion
combustible/comburente de la llama, permitieron controlar el entorno rédox en el
seno de la celda, influenciando los mecanismos de atomizacién de magnesio. Estos
estudios permitieron obtener una sefial analitica para magnesio por la técnica de TS-FF-
AAS que no ha sido informada en la literatura hasta el momento. Ademas, recurriendo
a nuevas metodologias de disefio experimental exploradas en este trabajo de tesis
(MBBD) y al desarrollo de redes neuronales artificiales, fue posible optimizar una
superficie de respuesta compleja generada por las distintas variables operativas
(estequiometria de llama, mezcla solvente, caudal de ingreso de muestra), con una
minima cantidad de experimentos.



https://www.goodreads.com/author/show/8164.Lewis_Carroll
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Conclusiones

En los estudios dedicados a espectrometria de masas, se aproveché el gradiente
térmico generado por una fuente de ionizacion por plasma como lo es el DART-MS, y
se desarroll6 un sistema de introducciéon de muestras dinamico. Este método de
introducciéon de muestras tiene la ventaja de poder agrupar, mediante métodos
matematicos, los iones provenientes de un mismo analito y asi poder identificar
rupturas y “clusters” relacionados. Esto no sélo simplifica la interpretacion de un
espectro de masas obtenido por DART, sino que también permite realizar analisis
estructural sin la necesidad de un instrumento en tandem MS-MS.

Por dltimo, se desarrollé un sistema para la generaciéon de imagenes moleculares
por espectrometria de masas a presiéon atmosférica que, a diferencia de todas las
técnicas de MSI, permite el analisis de muestras con superficies de topologias
complejas. A pesar de que las resoluciones mostradas no son comparables con las
metodologias actuales, esta aproximacion se presenta como prueba de principio. Sin
embargo la resolucién puede ser mejorada ya que el limite tedrico de resolucion viene
dado por el tamano de la aguja de acupuntura , que condiciona el tamafio del “pixe/”.
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