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Resumen

En este trabajo, se desarroll6 un método rapido para la determinacion de tributilestafio (TBT,
por sus siglas en inglés) y sus compuestos de degradacion dibutilestafio (DBT) y
monobutilestafio (MBT) en aguas naturales. Este nuevo procedimiento se basa en una
microextraccion dispersiva liquido-liquido empleando una mezcla de un liquido iénico y un
surfactante como agentes extractantes en lugar de solventes organicos. Ademas, se utilizé una
sonda de ultrasonido para acelerar la extraccién. La detecciéon se realizé por fluorescencia
molecular al formar un complejo entre los TBTs y la morina. Se optimizaron las variables mas
importantes de la microextraccion, como la concentracion y el volumen de la solucion de
morina, dos liquidos ibénicos diferentes, el volumen de liquido iénico y surfactante, el pH y el
tiempo de centrifugacién. El método fue aplicado a muestras de aguas naturales.
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Introduccion

El tributilestafio (TBT, por sus siglas en inglés) fue utilizado por mucho tiempo en pinturas anti-
incrustantes en barcos. Desde 2008, el TBT esta prohibido en gran parte del mundo
(Lagerstrom, et al., 2017) ya que causa graves efectos en ambientes marinos, sin embargo,
este aun permanece presente en sedimentos y ambientes acuaticos (Sabah, et al., 2016). Este
compuesto es un disruptor endocrino que altera los niveles normales de las hormonas
sexuales, dando lugar a efectos biolégicos como el fendmeno de imposex en gasterépodos,
entre otros, aun en bajas concentraciones (Mattos, et al., 2017). EI TBT es considerado uno de
contaminantes mas toéxicos para los ambientes marinos y esta incluido entre los contaminantes
prioritarios de legislaciones y convenios internacionales (European Directives).

Los compuestos organicos de estafio se pueden degradar en los ecosistemas acuaticos a
estafio inorganico (Furdek, et al., 2016). El TBT puede degradarse a dibutilestafio (DBT) y
luego, a MBT (monobutilestafio). Estos compuestos son utilizados como aditivos estabilizantes
contra los efectos de la luz y el calor en PVC (cloruro de polivinilo) (Quintas, et al., 2016).

Para la determinacién de estos la cromatografia gaseosa es la técnica mas utilizada (Bravo, et
al., 2017), aunque también se utiliza la fluorescencia molecular (Bravo, et al., 2013), siendo una
técnica mas econdmica y disponible en muchos laboratorios de rutina. A pesar de que los
compuestos organicos de estafio no son fluorescentes, forman un complejo fluorescente con
flavonoides, como la morina (Bravo, et al., 2013). Aunque la fluorescencia es una técnica
sensible, por la complejidad de las muestras y las bajas concentraciones de los compuestos
organoestannicos es necesario realizar una preconcentracion (Bravo, et al.,, 2017). Las
microextracciones son utilizadas con este propodsito y tienen la ventaja de utilizar pequefios
volumenes de solventes (Bravo, et al., 2017). Dentro de estas, la microextraccion dispersiva
liquido-liquido se basa en la adicion de un solvente extractante y un solvente dispersivo a la
muestra para formar un sistema turbio (conocido como punto nube o cloud point). En ese
momento, el analito puede transferirse de la muestra al extractante a través de finas gotas vy,
luego, precipitar por la accién de una centrifuga (Lemos, et al., 2012). Generalmente, se utilizan
solventes organicos, como metanol, cloroformo, acetonitrilo, etc. Sin embargo, pueden
reemplazarse por solventes considerados verdes como surfactantes y liquidos i6nicos (Bagda y
Tlzen, 2015). Recientemente, la energia de ultrasonido se comenzd a aplicar al proceso de
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dispersion debido a que la sonicacion genera una emulsion de finas gotas entre liquidos
inmiscibles y favorece la extraccién (Cortada, et al., 2011).

En este trabajo, se desarrollé y optimizé un método para la determinacion de TBT, DBT y MBT
en agua de mar utilizando una microextraccion dispersiva liquido-liquido asistida por
ultrasonido, con un liquido idnico y un surfactante como solventes de extraccion, y
fluorescencia para la deteccién.

Materiales y métodos

Todas las soluciones fueron preparadas usando reactivos de grado analitico y agua ultrapura
(18.0 MQ) producida por un sistema Milli-Q (Millipore, Bedford, USA).

Soluciones de TBT, DBT y MBT (1000 ug mL'1) fueron preparadas disolviendo las cantidades
apropiadas de TBTCI, DBTCI, y MBTCI; en metanol. Las soluciones de trabajo se prepararon
diluyendo la solucion en agua ultrapura.

Etanol, Tritbn X-100, hexafluorofosfato de  1-butil-3-metilimidazolio  ([Bmim]PFs),
tetrafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio ([Bmim]BF,4) y morina fueron comprados a Merck
(Darmstadt, Germany). La morina fue preparada en el dia en metanol.

Las soluciones tampén fueron preparadas usando acetato de amonio (1,0 mol L'1) y acido
acético en cantidades apropiadas, ambos adquiridos de Fluka (Bush, Switzerland).

Las extracciones asistidas por ultrasonido fueron llevadas a cabo usando un Sonics Vibra cell,
VCX130 con una sonda de titanio (9.5 mm de diametro, 130 W de poder nominal y 20 kHz de
frecuencia). Un espectrofluorémetro Jasco FP6500, con una fuente de luz de descarga de
xenén (150 W), y una celda de cuarzo de flujo de 150 uL fueron utilizados para obtener los
espectros. Se realizé un espectro de emision fijando la longitud de onda de excitacién en 425
nm y la longitud de onda de emisién entre 440 y 650 nm. Una centrifuga Rolco 2036, un pH-
metro Orion 710A y un agitador magnético con una placa caliente Cole Parmer model 4803-02
fueron utilizados.

10 mL de muestra o estandar se colocaron en un tubo de centrifuga seguido por 100 uL de la
solucién tampén, 300 uL de la solucién de morina (3 x 10" mol L‘1) y 500 pL de una mezcla de
4,75% (m/v) de liquido i6nico y 6,90% (m/v) de surfactante en agua. El tubo se sumergié en un
bafo de agua caliente a 90°C y se le introdujo la sonda de ultrasonido. Se sonicé por 80s (59s
cada ciclo) a 117 W de potencia. Luego, el tubo se centrifugd a 1400 G por dos minutos.
Finalmente, se separaron las dos fases y a 50 pL de la fase rica en surfactante y liquido i6nico
se mezclaron con 60 yL de etanol. Esta solucién, se coloco en la celda de flujo con ayuda de
una jeringa y se midi6 la fluorescencia.

100 pL de buffer pH 4.0
300 uL de morina (3x 10*M)
500 pL de mezcla

Estindar de
MBT, DBT y/o TBT

10 mL de agua con LIITX-100
I | r .
e S — — — —_— T
| | || - | || - Fag
| 50 L + '
Centrifuga TR——
1:20 min 2 min Geumunl.o?e
—_— —_ » » + =
- 7(\\
/ @
/ / R %
o\ A B \
L / \,
O ) v, vV v v )/ N\

Figura 1: Procedimiento de la microextraccion dispersiva liquida-liquida asistida por ultrasonido
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Resultados

Para maximizar la eficacia de la extraccion, se estudiaron los parametros que podrian afectar
este proceso. Debido a que el método se aplicé en agua de mar, las pruebas se realizaron con
una soluciéon de cloruro de sodio de 3.5%. Primeramente, se evalué el solvente para la
disolucién de morina, su concentracion y el volumen necesario. La morina es un flavonoide que
forma un complejo fluorescente con los TBTs (Bravo, et al., 2013). Como solventes se
evaluaron agua, etanol y metanol con concentraciones entre 3x10™ y 0,25 mol L". Se utilizo
una solucion metanolica con concentracion 3x10™ mol L™ para los experimentos siguientes. Se
agregaron entre 200 y 500 uL de estas soluciones a 10 mL de muestra, escogiendo 300 uL
como valor ptimo.

Otro de los parametros mas significativos, como se establece en la literatura (Arain, et al.,
2015), es el pH, que cumple un rol muy importante tanto en la formacién del complejo como en
el proceso de extraccion y en la sefial fluorescente (Bravo, et al., 2013). El pH fue evaluado
entre 3,0 y 5,0, siendo 4,0 el pH 6ptimo para la microextraccion.

Como extractante se utilizé Tritdn X-100 y se evaluaron dos liquidos i6nicos que diferian en el
anién. El [Bmim][BF,] demostré6 mejores extracciones que el [Bmim][PFs]. Ademas, se evalué
las concentraciones del liquido i6nico y el surfactante en la mezcla con agua y la cantidad que
se debia agregar para realizar la microextraccion. Los valores 6ptimos fueron 4,75 y 6,90 %
(m/v) para el liquido iénico y el surfactante, respectivamente, y se agregaron 500 L.

También se evalud el tiempo necesario de centrifugacion para separar la fase acuosa de la
fase rica en surfactante. Aunque en muchos trabajos se evalia entre 5 y 10 minutos
(Paleologos, 2005), en este trabajo, se evalué entre 2 y 5 minutos. Sélo 2 minutos fueron
suficientes, logrando un método mas rapido.

Los valores éptimos (Tabla 1) obtenidos fueron agregar 300 yL de una solucién metandlica de
morina (3x10'4 mol L'1) y 500 pL de una mezcla de [Bmim][BF,] y Tritén X-100 (4,75 y 6,90
%(m/v), respectivamente) a un pH de 4,0. El tiempo de centrifugacion 6ptimo fue de 2 minutos.

Tabla 1: Parametros estudiados en la microextraccion y sus valores éptimos.

Parametro Intervalo Optimo Unidad
Solvente de la soluciéon | Agua — etanol — metanol Metanol

Concentracion de morina | 3x10™ — 0,25 3x10™ mol L™
Volumen de morina 200 - 500 300 uL

pH 3,0-5,0 4,0

Liquido iénico [Bmim][PFg] — [Bmim][BF4] [Bmim][BF 4]

Concentracion de Ll y 4,75y 6,90 -2,38y 3,45 4,75y 6,90 Y%(m/v)
Volumen de mezcla 300 — 500 500 pL
Tiempo de centrifugado |2-5 2 Minutos

El procedimiento se aplicd con resultados satisfactorios a muestras de agua de mar
enriquecidas con 30 pyg Sn L' de MBT, DBT y TBT, obteniendo recuperaciones de entre 88-
951>% con un RSD% menor al 15. El limite de deteccién para estos compuestos es de 0.9 ug Sn
L.

Conclusiones

Se desarrollé un método rapido para la determinacion de TBTs en aguas de mar. Se utilizaron
solventes verdes y se aplicé una sonda de ultrasonido para acelerar el proceso. Se optimizaron
los parametros mas importantes utilizando una solucién de cloruro de sodio 3.5%.
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