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RESUMEN

El antimonio esta presente en diferentes tipos de plasticos como residuo catalizador
y/o como retardante de fuego sinérgico; en particular, preocupan las
concentraciones relativamente altas de este elemento reportadas en botellas y
envases de tereftalato de polietileno (PET), asi como su migracion a los productos
comestibles. En este trabajo, la determinacion de Sb en dichos productos se ha
realizado mediante una técnica de espectrometria de emisién atémica con
excitacién de plasma de nitrégeno sostenido con energia de microondas utilizando
generacion de hidruros. Algunas de las ventajas de esta técnica son: (i)
procedimiento simple; (ii); rapida adquisicion de datos; (iii) uso de nitrdgeno como
gas para la generacion del plasma, esto permite minimizar costos de operacion.

Previamente al anadlisis por espectrometria, es necesario hacer un correcto
pretratamiento de la muestra que garantice la liberacién del analito de la matriz de
analisis. Debido a la diferencia que existe entre las matrices de interés, se decidié
estudiar dos modelos, uno para el andlisis en PET y otro en agua embotellada. La
mayoria de los estudios que involucran PET, utilizaron metodologias tipicas de
digestion con &acidos a temperatura y presidn elevada; ademas del uso de
sofisticados sistemas de descomposicion de muestra con energia de microondas.
Por lo tanto, para el andlisis y la determinacion de antimonio en muestras de PET,
se propuso como alternativa la hidrélisis alcalina bajo condiciones de reaccion
relativamente suaves y amigables al medio ambiente; mientras que para las
muestras de agua el analisis se realiz6 de manera directa sin etapa de

preconcentracion.

La cuantificacién se realiz6 mediante un método de calibracion multivariante,
usando regresidbn de minimos cuadrados parciales (PLS); tomando datos
espectrales en las cercanias (+1 nm) de la linea de emisién de Sb 217.581 nm. Para
PET, las soluciones de calibracion contenian plastico digerido libre de Sb y cubrian
el rango de concentracion de Sb 80 - 230 pg/L. Para el analisis del agua



embotellada, el rango de calibracion fue de 0.5 - 10 ug/L y se utilizaron soluciones

estandar acuosas.

El modelo PLS proporcioné una prediccion confiable, eliminando las interferencias
espectrales detectadas en el presente de los digestos de PET y compensando los
cambios espectrales observados en concentraciones bajas de Sb debido al uso de
HCI para la generacion de hidruros. Después de la adicion estandar a una muestra
adquirida en mercado local, los porcentajes de recuperacién de las cantidades
adicionadas del analito a la muestra fueron del 85.7 al 93.8 %, del 58 al 116 % para
PET y para agua embotellada, respectivamente. El limite de cuantificacion del
método para PET fue de 10 mg Sb/kg y para muestras liquidas correspondié a 0.20
Mg Sb/L. Las concentraciones de Sb determinadas luego del analisis en los
productos del mercado local fueron: 154-279 ug/g para botellas PET y 0.39-1.59
Mg/L para agua embotellada. Demostrando que los productos comercializados en

México estan dentro de estandares y normativas internacionales.

Mediante el paquete de Software PolyTools se identificarén los grupos terminales
en PET: glicol (C2Hs50), acido tereftalico (C10H9O4) e hidrégeno como componentes
finales, por otra parte, se calcularon automaticamente los valores de masa
molecular promedio en numero, masa promedio en peso, coeficientes de
polidispersidad y el grado de despolimerizacion, reconfirmando el proceso de

despolimerizacién alcalina después de 96 h.



1. INTRODUCCION

1.1.Materiales poliméricos

Los polimeros naturales siempre han estado al alcance del hombre a través de
diversos materiales, tales como las pieles, resinas naturales o la madera. Por otra
parte, los primeros materiales poliméricos sintéticos se obtuvieron al inicio del siglo
pasado y desde entonces, han estado en uso y en constante mejoramiento. Estos
productos sintéticos se obtienen a traves de diversas reacciones quimicas bajo
condiciones especificas y los productos se utilizan practicamente en todas areas de
actividad del hombre.

Gracias a su facil produccidén a gran escala, variedad estructural, baja densidad,
resistencia mecanica y estabilidad quimica, han llegado a sustituir otros materiales
que carecian de estas caracteristicas ademas de tener costos de produccién mas
elevados y/o presentar cierto grado de toxicidad al humano.

De acuerdo con la IUPAC, las moléculas de polimeros son estructuras de alta masa
molecular, compuestas con multiples unidades derivadas, real o conceptualmente,
de moléculas de baja masa molecular relativa (IUPAC, 2014). Las macromoléculas
de polimeros se obtienen a partir de moléculas de menor tamano llamados
mondmeros, mediante diferentes procesos de polimerizacion. Las propiedades de
polimeros sintéticos pueden ser manipuladas mediante seleccion del tipo de

mondmeros, método de polimerizacién, uso de aditivos, etc.

1.1.1. Clasificacion
Los polimeros, segun su estructura molecular y su comportamiento mecanico en
condiciones ambientales, se clasifican en termoplasticos, elastomeros vy

termoestables como lo muestra la Figura 1.
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Termoplastico Elastomero Termoestable

Figura 1. Clasificacion en funcién de comportamiento termo-mecdnico (Meira & Gugliotta, 2019)
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Los termoplasticos se caracterizan por baja ramificacion de las cadenas, con
prevalencia de estructuras lineales y rigidez a temperatura ambiente; sin embargo,
con el aumento de temperatura se vuelven deformables o flexibles y al enfriarlos,
se endurecen. Las cadenas estdn unidas mediante distintos tipos de fuerzas

intermoleculares como:

|.  Fuerzas débiles de Van der Waals en el polietileno (PE)
[I.  Interacciones fuertes dipolo-dipolo en el policloruro de vinilo (PVC)
[ll.  Enlaces intermoleculares fuertes como los puentes de hidrogeno en
poliamidas (PA)
IV. Interacciones n- entre anillos aromaticos en tereftalato de polietileno
(PET)
El aumento de temperatura causa ruptura de enlaces intermoleculares y con ello se
logra flexibilidad en la cadena, propiedad que les permite recalentarse y
remoldearse lo cual favorece la elaboracion de diferentes formas y el reciclaje.
(Meira & Gugliotta, 2019).

Los elastobmeros contienen cadenas flexibles con wun bajo grado de
entrecruzamiento por lo que son considerados materiales blandos con propiedades
elasticas. Los elastdmeros termoplasticos son una clase de polimeros con potencial
de ser reciclados, con caracteristicas hibridas termoplasticas y elastoméricas,
mientras que la mayoria de los elastdmeros son termoestables con marcadas

diferencias por el grado de entrecruzamiento (Juarez, et al., 2012).

Por su parte, los termoestables son altamente reticulados mediante enlaces
covalentes en la matriz polimérica. Dicha reticulacion hace a los polimeros mas
resistentes térmicamente, pero impide su fundicién, moldeamiento y por ello, su re-
uso (Scheutz, et al., 2019).
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1.1.2. Campos de aplicacion
Hoy en dia, existe una enorme variedad de polimeros, cada uno esta disefiado para
obtener caracteristicas especificas con el fin de cubrir diferentes campos de
aplicaciones en industria automotriz, aeroespacial y de construccién, ademas de

medicina, agricultura y embalajes.

Algunos ejemplos de aplicaciones de distintos tipos de materiales se presentan a

continuacién:

1. Polipropileno (PP) en envase de alimentos, envoltorio de snacks y dulces, tapas
con bisagras, contenedores de microondas, tuberias, piezas automotrices, billetes
de banco, etc.

2. Polietileno de baja densidad (LDPE) en bolsas, bandejas reutilizables, peliculas
agricolas y para el envasado de alimentos, etc.

3. Polietileno de alta densidad (HDPE) en juguetes, botellas de leche, botellas de
shampoo, etc.

4. PVC en marcos de ventanas, suelo y revestimiento de paredes, tuberias,
revestimiento de cables, mangueras de jardin, piscinas inflables, etc.

5. Poliuretano (PUR) aislamiento de edificios, almohadas, colchones, espumas

aislantes para neveras, etc.
6. PET en botellas para agua, refresco, vinagre, jugos, vinos, detergentes, etc.

7. Poliestireno (PS) en envasado de alimentos (pesca y lacteos), aislamiento de
edificios, equipos electrénicos, revestimiento interior para frigorificos, marcos de

anteojos, etc.

8. Acrilonitrilo butadieno estireno (ABS) en juguetes, partes internas de autos, etc.
9. Politereftalato de buteno (PBT) en fibras 6pticas.

10. Policarbonato (PC) en lentes para anteojos, laminas para techos.

11. Polimetil metacrilato (PMMA) en pantallas tactiles.

13



12. Politetrafluoroetileno (PTFE) en revestimiento de cables para comunicaciones,

utensilios de cocina y etc.

Cabe mencionar que también existe un amplio campo de aplicaciones para
copolimeros que se obtienen de dos o mas tipos de mondmeros, incluyendo la
industria aeroespacial, implantes médicos, dispositivos quirargicos, membranas,

valvulas y juntas, revestimientos protectores, adhesivos y etc.

Los polimeros han transformado la visibn general sobre seguridad, higiene,
comodidad y bienestar social de tal manera que hoy en dia tienen presencia en un
amplio rango de productos y aplicaciones. En el contexto de trabajo de tesis, hay
que resaltar el uso de polimeros en industria alimentaria, especificamente como
empagques para almacenamiento y comercializacion de diferentes productos frescos
y procesados, tanto liquidos como sdélidos.

Uno de los aspectos relacionados con la omnipresencia de los plasticos y su
persistencia en el medio ambiente, es la creciente contaminaciéon a nivel mundial
con estos materiales. En el caso de su uso como envolturas y/o envases de
alimentos, existe también preocupacién por la lixiviacién y migracion de algunas
especies quimicas potencialmente toxicas hacia los alimentos. La industria
polimérica, bajo el compromiso a nivel mundial contra la contaminacion por plastico
y responsabilidad por la inocuidad alimentaria dentro de los materiales, toma
medidas encaminadas a garantizar que su uso en alimentos no cause dafo al
consumidor independientemente del tipo de aplicacién del dicho material (Carro &
Gonzélez, 2012).

1.2. PET - un polimero termoplastico de amplio uso en industria
alimenticia
La produccién mundial de plasticos en general se distribuye entre los embalajes con

39.9 % de la produccidn total, la industria de la construccion con 19.8 % y la industria
automotriz con 9.9 %. Se estimé que, de los 360 millones de toneladas producidos
en el ano 2018, 51 % proviene de Asia, 22% de América, el 17 % de Europa y el

resto de los demas continentes. De la produccion mundial, aproximadamente 28
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millones de toneladas corresponde a polimero termoplastico PET (Europe & EPRO,
2019).

La estructura quimica de PET corresponde a un poliéster conformado por 130-150
unidades (Figura 2), el cual presenta alto grado de cristalinidad debido a
interacciones n-r entre los anillos aromaticos y su ordenamiento en macroestructura
(Figura 3).

O O

0 O—(CHy)
- -n

Figura 2. Estructura quimica de PET

At —< ./:_-:\ e
c—C_>—c
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Figura 3. Ordenamiento de grupos aromdticos en macroestructura de PET

En el contexto de la quimica de alimentos, un factor importante para conservar
productos por periodos de tiempo largo sin cambios de su composicion ni de su
valor nutricional es el correcto almacenamiento. Para ello, durante el
almacenamiento es necesario evitar reacciones quimicas o bioquimicas que
potencialmente deterioran la calidad y salubridad de los alimentos. Atributos
importantes que no deben sufrir modificacion alguna durante el almacenamiento de
los productos son: la textura, sabor, color y valor nutritivo. Debido a que el PET es
un material de envases que permite cumplir con estos requisitos, desde hace
décadas se esta utilizando comercialmente. Entre las ventajas del PET que lo hacen

especialmente util en la industria alimenticia hay que mencionar los siguientes:
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. Polimero transparente y ligero;

. No permite difusion de la humedad ni de gases;

. Excepcional estabilidad dimensional;

. Quimicamente inerte;

. Resistente a deformacion y rompimiento;

. No presenta desgaste con el tiempo en temperaturas ambientales;

. Fluencia muy baja en un amplio rango de temperatura;

0o N O 0o B~ WO N =

. Muy buena estabilidad de color;

9. No absorbe olores;

10. Muy buena apariencia estética (en comparacion con otros polimeros);
11. Disponibilidad econémica y capacidad de proceso facil;

12. Excelente reciclabilidad

El PET es utilizado principalmente en botellas desechables para agua, refrescos
carbonatados, jugos, salsas, aceites, vinagre, vino, entre otros. Otra aplicacion que
recibe el PET, mediante moldeo por inyeccion, estirado y soplado, es la fabricacion
de bandejas y ollas con mayor estabilidad térmica utilizadas para cocinar y calentar
alimentos en hornos de microondas (Gilbert, 2017). Aunque no es biodegradable, el
PET es totalmente reciclable.

1.3. Antimonio en PET - procedencia, concentraciones, migracion,
normatividad
La sintesis de PET a nivel industrial se lleva a cabo mediante la policondensacion
entre el acido tereftalico y el etilenglicol, utilizando 6xidos o sales de metales como
catalizadores. Aunque se pueden utilizar compuestos de titanio, magnesio,
germanio y antimonio (Thiele, 2001), los mas utilizados son el triéxido de antimonio,
glicolato y/o acetato de antimonio.
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Figura 4. Mecanismo de sintesis de PET con Sb203 como catalizador (Mandal & Dey, 2019)

La sintesis de PET a nivel industrial requiere de Sb203 como catalizador (Mandal &
Dey, 2019), en este sentido, el antimonio permite disminuir de manera efectiva la
energia de activaciéon en la reaccién de policondensacion, sin participar en otras
reacciones laterales y sin introducir el color al producto final. Tal como lo muestra la
reaccion A en la Figura 4, el trioxido de antimonio se disuelve en etilenglicol, y en
forma de etilenglicolato se agrega a la mezcla de reaccion (Stanley et al., 2017).
Cabe sefalar que, de acuerdo con su papel de catalizador, el etilenglicolato de
antimonio no queda enlazado quimicamente en la estructura de PET. A pesar de
los obvios beneficios del catalizador en términos de produccién, en el producto final
se quedan residuos de antimonio en un intervalo reportado desde 100 y 300 mg/kg
(Cheng, Shi, Adams, & Ma, 2010). Puesto que el antimonio no forma parte de la
estructura de PET, puede migrar hacia los contenidos del envase y este proceso
depende de la composicidon quimica del producto almacenado en PET, de las
condiciones de pH, temperatura, tiempo y luz solar (Filella, 2020a).
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La Agencia Internacional de Investigacion en Cancer (IARC) ha informado evidencia
de carcinogenicidad de Sb203 en animales de laboratorio (DeMatteo et al., 2012).
El antimonio es también un contaminante de interés prioritario por la Agencia de
Proteccién Ambiental de los Estados Unidos (USEPA) y la Unién Europea (UE);
donde los niveles maximos permisibles de Sb en el agua potable se establecen en
6 y 5 ug/L, respectivamente (Filella, et al., 2002). En México, el antimonio no esta
incluido en la norma oficial que establece maximos niveles permisibles de
metales/metaloides en agua potable, pero nuestro pais es miembro de la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO), por lo que debe aplicarse el valor de

referencia de 6 pg/L recomendado por este organismo (Levresse et al., 2012).

Numerosos estudios han demostrado la presencia de antimonio en productos
embotellados, en concentraciones excesivas comparando con las normas para el
agua potable; este efecto ha sido asociado principalmente con la presencia y
liberacién de catalizador del PET (Kiyataka, et al., 2017). Cabe también mencionar
que el antimonio esta catalogado como un contaminante persistente en el medio
ambiente, acumulativo en los organismos vivos y toxico, siendo dicha toxicidad mas
severa para el Sb(lll) utilizado en la produccién del PET respecto al Sb(V) (Filella,
et al., 2002).

1.4.Determinacion de antimonio en PET y en materiales envasados
La presencia de Sb en envases y envolturas de PET, asi como su migracién a los
alimentos y bebidas almacenados en el mismo, ha despertado el interés en la

determinacién de antimonio en estos contextos con los siguientes retos a enfrentar:

(i) Disefno de tratamiento de muestra de acuerdo con el objetivo del andlisis y
adecuado para la matriz quimica de la muestra;
(il) Seleccion de una técnica analitica con poder de deteccion apropiado para los

niveles de concentracién de Sb presentes en la muestra;
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(iii) Eficiente control de posibles interferencias y aseguramiento de buena calidad
de los resultados

Tal como ya se ha mencionado antes, las concentraciones de Sb en PET varian
entre 100 y 300 mg/kg; mientras que las concentraciones en productos de consumo
liqguidos embotellados en PET deberian cumplir con normas de agua potable (5 - 6
pg/L). Para realizar el analisis cuantitativo en este intervalo de concentraciones, las
técnicas analiticas mas utilizadas han sido espectrometrias atomicas, incluyendo
las de absorcion, emision y fluorescencia atdmica (AAS, AES, AFS, por sus siglas
en inglés, respectivamente) y espectrometria de masas con ionizacion en plasma
acoplado inductivamente (IPC-MS). Cada una de estas técnicas requiere de un
adecuado pretratamiento de muestra para proporcionar datos confiables. En este
proyecto de tesis, para la determinacion de Sb se propone utilizar el espectrometro
de emisidén atomica con excitacidén de plasma de nitrdgeno sostenido por energia de
microondas (4100 MP-AES, Agilent Technologies).

1.4.1. Diferentes enfoques del analisis
Los diferentes aspectos y enfoques en el andlisis de Sb, relacionados con la
composicidén y usos de PET, se presentan de manera esquematica en la Figura 5.
Para la determinacién de Sb total en PET, es necesaria su digestion, tipicamente
mediante calentamiento con acido nitrico sélo o con adicién de otro agente oxidante.
Debido a altas concentraciones de Sb en PET, practicamente todas las técnicas de

espectrometria atdbmica pueden emplearse para la cuantificacion.
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Figura 5. Estrategias de estudio de Sb en PET

En el caso de bebidas y alimentos envasados, también el objetivo es determinar Sb
total; la seleccion de pretratamiento de muestra depende del estado fisico de la
muestra original (liquido o sélido) y de su composicion quimica (presencia de
proteinas, lipidos, azucares, etc.). En este caso, las concentraciones de Sb son
inferiores respecto al PET y se necesita un sistema de deteccidn/cuantificacion
mucho mas potente. Las técnicas analiticas utilizados en este tipo de analisis se
mencionan en la Tabla 1y 2.

Finalmente, existe interés en evaluar la migracion de Sb del PET a productos
envasados, asi como conocer el efecto de las condiciones de almacenamiento en
dicha migracién (tiempo, temperatura, luz, pH, etc.). Para ello, se envasa el agua,
una bebida o un alimento en recipiente de PET, bajo condiciones estrictamente
controladas y, después de determinado tiempo (0 en intervalos de tiempo), se
realiza la determinacién de Sb lixiviado. Puesto que se puede esperar el grado de
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migracion muy variable, es preferible utilizar una de las técnicas analiticas que
ofrecen bajo limite de deteccion para Sb.

En las siguientes secciones se presenta una revision bibliografica de
procedimientos propuestos para la determinacién de Sb en cada uno de los
enfoques que se presentan en la Figura 5.

1.4.2. Procedimientos analiticos utilizados en la determinacién de Sb
en materiales envasados y en estudios de migracion
En la Tabla 1, se presentan algunos ejemplos de procedimientos propuestos para
la determinacion de Sb en PET, enfatizando la etapa de pretratamiento de muestra,
la técnica analitica empleada para el andlisis y el método de cuantificacion. Como
se puede observar, en la mayoria de los estudios se realizé la digestion por via
huameda, utilizando el acido nitrico con agua oxigenada y la energia de microondas.
De esta manera se logro la degradacion de PET, obteniéndose la solucién acuosa
de Sb(V), misma que puede ser introducida a cualquier sistema instrumental de los
mencionados. En cuanto a las técnicas analiticas, es notoria la preferencia de
utilizar espectrometria de masas con ionizacién en plasma acoplado inductivamente
(ICP-MS), debido a su alto poder de deteccion, inexistencia de interferencias
quimicas y capacidad del andlisis isotdpico. Por otro lado, en varios estudios se optd
por espectrometria de emision atomica con excitacidbn en plasma acoplado
inductivamente (ICP-AES); aunque esta técnica ofrece mucho menor poder de
deteccion respecto a ICP-MS, es adecuada considerando relativamente las altas
concentraciones de Sb esperadas en PET, ademas de ser relativamente menos

sofisticada y econémicamente mas accesible.
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Tabla 1. Procedimientos de determinacion de Sb en PET — algunos ejemplos de estudios reportados

Tratamiento de Técnica | Métodos de Observaciones / Conclusién Referencias
muestra analitica | cuantificacién
Directo GFAAS | CE * 1 ng/L (LOD); 3.7 nug/L (LOQ) (de Jesus et al., 2015)
* Intervalo de concentraciones reportado en PET:194.0-
323.0 ug/kg
Digestién con HG-AFS | CE *0.113 pg/L (LOD); 0.377 pg/L (LOQ) (Chapa-Martinez et
HNO;:HCI (4:1 v/v) Preconcentrado al., 2016)
asistida por MW * 5.65 ng/L (LOD); 19.01 ng/L (LOQ) Concentrado
* Intervalo de concentraciones reportado en PET: 73.0-
111.3 pg/kg
Digestion con HNO; | ICP-MS | CE *0.05 pg/L (LOD) (Qiao et al., 2017)
y H,O» IS « Interval de concentraciones reportado en PET: 142.7-
215.52 pg/kg
Digestion con HNO; | ICP-MS | CE *0.003 pg/L (LOD); 0.009 ug/L (LOQ) (Dogan & Cebi,
y HCl (MW) « Intervalo de concentraciones reportado en PET: 2019)
199.0-325.9 ug/kg
Digestion con HNO3 | ICP-OES | CE *5 ug/L (LOD) (Zmit & Belhaneche-
y HO, Bensemra, 2019)
Digestion en sistema | ICP-OES | CE * 9 ng/L (LOD); 23.5 ug/L (LOQ) (Kiyataka, et al.,
de incineracién * Intervalo de concentraciones reportado en PET:272.0- | 2017)
presion elevada 650.0 ug/kg
Digestion con HNO3 | HG-AFS | MSA *0.003 pg/L (LOD); 0.010 pg/L (LOQ) para ICP-MS (Sanchez-Martinez,
Asistida por MW ICP-MS | CE *0.010 pg/L (LOD); 0.375 ug/L (LOQ) para HG-AFS | etal., 2013)
Digestiéon con H,SOs | GFAAS | CE * 8 ng/L (LOD) (Rungchang, et al.,
eIntervalo de concentraciones reportado en PET: 0.1 2013)
mg/kgy 216.5 mg/kg.
Digestion con H,SOs | HG-AFS | CE * 2.5 ng/Kg (LOD); 8.3 pg/kg (LOQ) (Carneado,
y HNO:s asistida por Hernandez-Nataren,
MW Lopez-Sanchez, &
Sahuquillo, 2014)
Digestion con HNO3 | ICP-MS | IS * 0.1 mg/Kg (LOD) (Gehring & Welle,
Asistida por MW 2017)
Digestion con HNO; | ICP-MS | IS *0.00196-0.012 pg/L (LOD) (Thiravetyan,
y HCl (MW) « Intervalo de concentraciones reportado en Inthorn, & Leechart,
PET:0.00986-63.10 mg/kg 2015)
Digestion con HNO3 | ICP-MS | IS *<0.10 ng/L (LOD) (Y.Y.Fanetal.,
y HO, * Interval de concentraciones reportado en PET: 104 - 2014)

166 mg/kg

CE: calibracion externa; IS: estandar interno; LOD: limite de deteccion; LOQ; limite de cuantificacion; MW: microondas; GFAAS:

espectrometria de absorcion atomica con atomizacion electrotérmica; ICP-OES:

espectrometria de emision atdomica con

excitacion en plasma acoplado inductivamente; HG: generacion de hidruros; AFS: espectrometria de fluorescencia atémica; ICP-
MS: espectrometria de masas con ionizacidn en plasma acoplado inductivamente.

En cuanto a los métodos de cuantificacion, el mas comun parece ser el de

calibracién externa. Sin embargo, cabe sefalar que en este método el ambiente

quimico del estandar de Sb es diferente en comparaciéon con la muestra, lo que

puede afectar la confiabilidad de resultados analiticos. Para asegurar la veracidad
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de los resultados, es recomendable realizar experimentos de recuperacion y llevar
a cabo la cuantificacidon por método de adicion de estandar. En técnicas con
capacidad multielemental, casi siempre se usa el estandar interno (IS).

Finalmente, es de notar que no se han encontrado estudios basados en el uso de
espectrometria de emision atémica con plasma de microondas. El instrumento
comercial MP-AES, fabricado por la compania Agilent Technologies y ya
mencionado anteriormente, mantiene las ventajas de un espectrometro de emision
atdbmica en cuanto a su poder de deteccion (adecuado para la determinacion de Sb
en PET) y en cuanto a su capacidad multielemental (para uso de un IS), pero

ademas, ofrece las siguientes ventajas:

() Plasma robusto, con buena tolerancia a la composicién de la solucién
aspirada (solidos totales y carbdén organico)

(ii) Sin necesidad de gases especiales (generador de nitrégeno disponible en
el laboratorio)

(i)  Costo del analisis significativamente mas bajo en comparaciéon con

cualquier otra espectrometria atémica.

Es por ello que, se ha planteado utilizar MP-AES en este trabajo para el analisis de
Sb total en PET.

1.4.3. Procedimientos analiticos utilizados en la determinacién de Sb
en materiales envasados y en estudios de migracion
En la Tabla 2, se presenta un breve resumen de estudios enfocados en la
determinacién de Sb en liquidos envasados en PET, mencionando tipo de material,
tratamiento de muestra y técnica analitica empleada para el analisis, el método de
cuantificacion, asi como observaciones importantes. En la mayoria de los estudios,
se analiz6 muestras de agua potable embotellada disponible en supermercados del
pais en cuestion; sin embargo, también se ha reportado el andlisis de vinagre,
bebidas alcohdlicas, refrescos y de aceites vegetales. Se puede notar que la etapa
de pretratamiento depende de tipo de muestra. Para matrices quimicamente
simples, como agua embotellada, en varios trabajos la muestra se introdujo al

sistema instrumental directamente o después de una dilucion, mientras que, en el
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analisis de aceites y refrescos, preferentemente se utiliza la digestiéon con acido
nitrico y energia de microondas. Al igual que los estudios enfocados en PET, la
técnica analitica de preferencia en es ICP-MS; en este caso sin embargo, su uso es
justificado debido a bajas concentraciones de Sb, en orden de partes por billén, que
se presentan tipicamente en materiales envasados en PET. Por esta misma razén,
se observa también el uso de espectrometria de absorcion atdmica con horno de
grafito, mientras que en relativamente pocos estudios se emple6 ICP-OES. Cabe
también destacar el uso de la técnica de generacién de hidruros (HG) reportado en
varios articulos (Tabla 2). El antimonio es uno de los elementos que forma un hidruro
volatil con punto de fusion en -89 °C y punto de ebullicién en -17 °C, el cual puede
ser separado de la matriz de muestra e introducido al espectrometro en fase
gaseosa, aumentando la eficacia de transporte y eliminando potenciales
interferencias causadas por los componentes de la muestra. Tipicamente, la
estibina se genera a partir de Sb(lll), utilizando borohidruro de sodio en el ambiente
acido, como sistema de reduccion (Xi, He, Wang, & Zhang, 2014).

BH4 + 3H20 + H* = H3BO3 + 8H"
2Sb3+ + 12H" = 2SbH3 + 3H2

Como se puede observar en Tabla 2, la generacion de hidruros ha sido utilizada
principalmente para introduccién de muestra en espectrometria de fluorescencia
atémica (AFS).

En cuanto a los resultados reportados en estudios de migracion y en la
determinacién de Sb en contenidos de envases PET, qued6 confirmada dicha
migracion; asi mismo, se mostré6 el efecto de diferentes parametros en dicha
migracién. En la mayoria de los estudios la liberacion de Sb se vio aumentada en
temperaturas elevadas (hasta 50 °C) y después de tiempos prolongados de contacto
con PET (aprox. 15 dias) llegando a las concentraciones en lixiviados que
excedieron los limites maximos admitidos por las normas. Por otra parte, también
en condiciones acidas se favorece la migracién de Sb, especialmente cuando son
largos los periodos de tiempo cuando el alimento o bebida esta en contacto con
PET. Los resultados encontrados en la revision bibliografica claramente demuestran
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la importancia de determinacién de Sb en productos de libre consumo, los que se

comercializan en envases de PET, ya que presentan un potencial riesgo a la salud.

De acuerdo con el planteamiento del proyecto de tesis, en el analisis de los
contenidos de envases, también se pretende utilizar la técnica MP-AES; sin
embargo, su poder de deteccion no es adecuado para analisis cuantitativo a nivel
de trazas de Sb. Para eliminar esta limitacién, se propone integrar en el
procedimiento analitico la etapa de generacion de hidruros. De esta manera se va
alograr la separacion de Sb a partir de la solucién de la muestra en forma de estibina
(SbHs) para su transporte al plasma en fase gaseosa.

La técnica de generacion de hidruros mejora la eficacia de transporte del analito,
comparando con el proceso convencional de introduccion de muestras liquidas,
obteniendo mucho mas bajos limites de deteccion para varios elementos, entre ellos
antimonio (Fujihara & Nishimoto, 2020). Puesto que la técnica MP-AES tiene
capacidad multielemental, como aporte original de este proyecto, se propone
explorar la factibilidad de emplear Te (IV) como estandar interno. La principal
ventaja del uso de IS es mejorar el desempefio de un procedimiento de
cuantificacion, mediante la eliminacion de errores sistematicos y aleatorios. Para
ello, el IS tiene que presentar propiedades fisicoquimicas similares que el analito
para asegurar un igual comportamiento de los dos en cada una de las etapas del
procedimiento analitico; de esta manera las senales del analito y de IS sufren las
mismas fluctuaciones debido a imprecisiones y/o errores sistematicos. Al normalizar
la senal del analito por la sefal de IS, se eliminan dichas fluctuaciones mejorando
la precision y exactitud de los resultados (Burns & Walker, 2019)
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Tabla 2. Algunos ejemplos de estudios enfocados en la determinacion de Sb en diferentes tipos de liquidos envasados

Material Tratamiento | Técnica Meétodos de Observaciones / Conclusion Referencias
analizado de muestra analitica cuantificacion
Agua mineral Directo; HG-AFS CE * Efecto significativo de migracion Sben T>60°C | (Carneado et
(diferentes tiempos después de 15 dias. al., 2014)
y temperatura de * Con T <40 °C migracion de Sb de PET en agua se
contacto con PET) mantiene debajo de 5 ug/kg
Agua Directo; GFAAS CE * Intervalo de concentraciones en extractantes (Rungchang,
Acido Acético 4 % reportado:0.3-1.6 pg/kg Numthuam,
Etanol 50 % * Mayor migracion de Sb en acido acético 4 %. Qiu, Li, &
* Menor migracion de Sb en agua. Satake, 2013)
Agua destilada Directo; HG-AFS MSA « Intervalo de concentraciones en extractantes (Sanchez-
Acido Acético 3 % ICP-MS CE reportado: 0.5-1.2 pug/L Martinez,
¢ Incrementa la concentracion de Sb en botellas de Perez-Corona,
Etanol 10 % Dilucién con PET de re-uso con Acido Acético 3 % Camara, &
Etanol 20 % agua * Vinagre de manzana: 0.45 pg/L Madrid, 2013)
desionizada * Vinagre de vino: 0.5 pg/L
Aceite de oliva
Aceite de flor de Digestién con
girasol HNO; (MW)
Vinagre de vino
Vinagre de Directo;
manzana
Refresco Directo GFAAS CE * Muestras con exposicion a 60 °C por mds de 15 dias | (de Jesus et al.,
Agua mineral superan el limite de 5 pg/L 2015)
Vino
Refrescos Desgasificacién | ICP-OES CE » Migracion de Sb a extractantes con exposicion a 35 | (Kiyataka,
y dilucién con °C por mas de 180 dias no se observo Dantas, Albino,
20% HNO3 & Pallone,
2017)
Agua mineral Directo; ICP-OES CE ¢ Intervalo de concentraciones en extractantes (Zmit &
reportado:0.5-1.12 pg/kg Belhaneche-
* A mayor temperatura y tiempo de exposicion mayor | Bensemra,
migracién de Sb. 2019)
Agua embotellada | Directo; ICP-MS CE « Intervalo de concentraciones en extractantes (Dogan & Cebi,
reportado:0.45-1.3 pg/kg 2019)
* Mayor migracion de Sb con mayor tiempo de
almacenamiento.
Agua potable Directo; ICP-MS CE * Intervalo de concentraciones en extractantes (Qiao et al.,
Agua mineral IS reportado:0.09-0.16 pg/kg a < 40 °C 2017)
» Concentracion de Sb a extractantes > 40 °C no
supera limite 5 pg/L
* Concentracion de Sb es independiente del pH entre
6.87 - 8.02. En pH < 4 podria favorecer la migracion.
Agua potable Dilucién HPLC - MSA *0.083 pug/L (LOD); 0.25 (LOQ) Sb III (Marcinkowska,
Agua mineral ICP-DRC- |CE (M) *0.038 ug/L (LOD); 0.11 (LOQ) Sb V Lorenc, &
(embotelladas en MS  Concentracion de Sb en aguas comerciales < 1 ug/L | Baralkiewicz,
PET, vidrio y latas * Concentracion de Sb en agua embotellada aumenta a | 2016)

de aluminio)

mayor pH.
* Sin presencia de As III
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Agua embotellada | Preconcentraci | HG-AFS CE * Intervalo de concentraciones en extractantes (Chapa-
comercial; 6n (Dowex reportado:0.28-2.30 pg/kg Martinez et al.,
1X8-100); * Factores estudiados (pH, temperatura y tiempo de 2016)
Experimentos de almacenamiento) son significativos
migracion; Agua * Mayor efecto de la temperatura en migracion de Sb
(diferentes a extractante. Rango de Sb varfade 1.1 a 18.5 ug/L en
condiciones) S dias, 75°Cy pH 7.
Agua embotellada | Digestiéon con | ICP-MS CE * Efecto significativo de migraciéon Sben T > 44°C. | (Payan et al.,
HNO; ¢ Concentracién maxima admisible de Sb en T= 60 °C | 2016)
después de 15 dias
* Intervalo de concentraciones en extractantes
reportado: 3.05-47.5 ug/kg
Agua embotellada | Digestiéon con | ICP-CRI- IS * 0.8-3.0 ng/L (LOD) (Rowell,
HNO;3; MS MSA ¢ Intervalo de concentraciones en extractantes Kuiper, &
reportado: 0.040-2.92 pg/k Preud'Homme,
2016)
Agua embotellada | Digestiéon con | ICP-MS MSA * Intervalo de concentraciones en extractantes (Al-Otoum, Al-
HNO; reportado:0.221-2.281 pg/kg a 24° C Ghouti, Costa,
« Intervalo de concentraciones en extractantes & Khraisheh,
reportado:0.23-6.11 pg/kg a 50 C 2017)

CE: calibracién externa; CE(M): calibracion externa con simulacion de matriz de muestra; IS: estandar interno; MSA:
método de adicion de estandar; LOD: limite de deteccidon; LOQ: limite de cuantificacion; MW: microondas; GFAAS:
espectrometria de absorcion atémica con atomizacién electrotérmica; ICP-OES: espectrometria de emisidén atdmica
con excitacion en plasma acoplado inductivamente; HG: generacion de hidruros; AFS: espectrometria de fluorescencia
atdmica; HPLC: cromatografia de liquidos de alta resolucidn; CRI: interface colision/reaccién; DRC: celda de reaccién
dinamica; ICP-MS: espectrometria de masas con ionizacidn en plasma acoplado inductivamente.

1.5. Aplicaciones de MALDI-TOF MS en el analisis de polimeros
Los polimeros presentan una gran diversidad estructural; ademas de diferente
composicién a nivel de mondémeros, se pueden encontrar conformaciones lineales,
ciclicas y ramificadas, copolimeros con diversas arquitecturas, dendrimeros y
polimeros estrella con diferente numero de brazos. Dicha diversidad depende de
varios factores, como lo son el tipo de los monémeros, las técnicas utilizadas en
polimerizacion y el uso de catalizadores; obviamente, todos estos parametros se
afinan para lograr las propiedades finales deseadas de los materiales poliméricos.
Es por ello que, una parte importante en estudio de polimeros es su caracterizacion
estructural. Una vez tomada la muestra de polimero, en primer lugar, se hace una
evaluacién de la masa molecular promedio en numero (Mn), masa promedio en
peso (Mw) y masa promedio en viscosidad (Mv), lo que permite caracterizar la
distribucién de masas para conocer la polidispersidad del polimero. Cabe aclarar
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que Mn se obtiene sumando masas de todas las moléculas poliméricas contenidas
en una muestra y dividiendo el resultado por el numero total de dichas moléculas
poliméricas de dicha muestra de tal manera que todas las cadenas tienen la misma
importancia a la hora de estimar Mn. Por su parte, el parametro Mw se sustenta en
el hecho de que una molécula mas grande contiene mas de la masa total de la
muestra polimérica que las moléculas pequenas; este parametro refleja la

contribuciéon de las cadenas de alta masa molecular.

Finalmente, Mv se obtiene por la medida de viscosidad en disolucion; puesto que
las moléculas poliméricas mas grandes forman una solucién mas viscosa que las
moléculas pequenas, el valor Mv se acerva mas a Mw que a Mn. En la Figura 6 se
presenta la llamada curva de distribucién de pesos moleculares en un polimero;
como ya se ha mencionado, la relacion entre Mw y Mn sirve para obtener el indice

de polidispersidad.

pese molecular
promedio en mamers

peso molecular 1
promeddio en viscosidad Y,
AT
LW
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i |

pesn muolecular

pezo molesular

Figura 6. Curva de distribucion de pesos moleculares en un polimero (Mathias, 2021)

Aunado a estos parametros de masa, se realiza la determinacién de la estructura
de unidades repetidas, el anélisis de secuencia de copolimeros, la identificacién del
grupo final y la deteccién e identificacién de impurezas y aditivos.

Los avances en la espectrometria de masas molecular logrados en las ultimas
décadas, han permitido explorar la estructura de compuestos en un amplio intervalo
de propiedades fisicoquimicas, asi como de diferente composicion y masa
molecular. Entre los integrantes de la familia de técnicas de espectrometria de
masas que permiten llevar a cabo el analisis de masas moleculares y estructural de

polimeros (S. M. Weidner & Trimpin, 2010), de interés en este trabajo es la
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espectrometria de masas con ionizacion / desorcion laser asistida por matriz y con
analizador de masas de tiempo de vuelo (MALDI-TOF MS). Cabe senalar que, los
datos MS pueden ser complementados por datos de otras técnicas analiticas tales
como NMR, técnicas electroanaliticas o algunas tradicionales (mediciones de

dispersion de luz, sedimentacién, viscosidad, etc.).

En MALDI-TOF MS, una pequena porcién de muestra (a menudo sin tratamiento
previo), se deposita directamente en la placa de MALDI agregando una matriz
quimica adecuada y obteniendo un residuo seco en la etapa de co-cristalizacion. La
matriz quimica empleada es un pequefio compuesto aromatico con alta absortividad
molar en la region espectral cercano a la longitud de onda del haz de laser, la cual
se agrega a la muestra en un exceso de 50 a 1000 veces sobre el analito de interés.
De esta manera, la energia emitida por el laser es absorbida por la matriz y se
transfiere a las moléculas que componen la muestra, provocando su liberacidén a
fase gaseosa y ionizacién, tipicamente mediante transferencia de protén o un cation
del metal alcalino (en el modo de ionizacion positiva). Como resultado, se forman
iones de moléculas de analito en fase gaseosa; estos iones se denominan "aductos”
o0 "iones cuasimoleculares". Después de formarse, los iones se aceleran en un fuerte
campo eléctrico del orden de 20 kV para su ingreso a un analizador de tiempo de
vuelo, donde son separadas y posteriormente detectadas con base en su relacién
masa/carga (m/z) (Jurgen & Klaus, 2000). Los eventos que ocurren en MALDI-TOF

MS convencional se muestran esquematicamente en la Figura 7.
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Figura 7. Esquema de generacion y masa de iones por MALDI-TOF-MS (Schiller et al., 2004)

La seleccidbn de matriz y adecuacién de condiciones de co-cristalizacidon son

aspectos muy importantes para obtener espectros de masa de polimeros de buena

calidad; ademas de absorber eficientemente la energia emitida por laser, se buscan

las siguientes propiedades de la matriz:

1) no forma iones aductos con el polimero en fase gaseosa,;

2) presenta buena estabilidad de vacio;

3) es soluble en disolventes organicos que pueden también disolver el analito;
)

4) provee una co-cristlizacion homogénea con polimero (Schiller et al., 2007)
Entre las ventajas de sistema MALDI-TOF MS en el contexto de analisis de
polimeros, hay que mencionar: (i) muy suave ionizacién por lo que los espectros de
masas contienen principalmente iones de moléculas no fragmentadas; (ii) sin
requerimientos en cuanto a polaridad de compuestos analizados; (iii) muy amplio
intervalo de m/z con capacidad de obtener espectros de masas para compuestos
con masa molar de hasta cientos de kDa; (iv) fuerte prevalencia de iones mono-
cargados; (v) posibilidad de fragmentacion de iones precursores; (vi) rapidez de
adquisicién de datos (Milica et al., 2021; Steffen & Sarah, 2010)

Gracias a estas capacidades de MALDI-TOF MS, los espectros adquiridos para
polimeros contienen iones de cadenas intactas y, mediante determinacion de masa
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exacta, es posible inferir la masa molar; aunado a la masa exacta y perfil isotdpico;
la fragmentacion de iones precursores proporciona los datos que permiten la
caracterizacion estructural de oligomeros individuales. MALDI-TOF MS proporciona
también la identificacion de los grupos terminales de la cadena sin restricciones de
polaridad, incluidas las especies presentes en cantidades menores en una muestra
de polimero.

En particular, la identificacion del grupo final es crucial en el analisis de polimeros,
ya que proporciona informacion sobre sus propiedades, reactividad, uso de agentes

de proteccidn y/o aditivos, posibles aplicaciones, etc.

La técnica MALDI-TOF MS demostré su utilidad en el andlisis de muy diferentes
estructuras de polimeros: polimeros de estireno y sus derivados, polimeros acrilicos
y metacrilicos, otros polimeros de puro carbono, polimeros con heteroatomos en la
cadena: polisiloxanos, poli (silsesquioxano), polisilanos, poliéteres, poliésteres,
policarbonatos, poliamidas y poliimidas, polimeros con un anillo aromatico en la
columna vertebral y copolimeros, entre otros (Murgasova & Hercules, 2003; K. Wu
& Odom, 1998).

En el contexto de este trabajo de tesis, parece interesante obtener datos sobre
masas moleculares, polidispersion y estructura de PET utilizado en envases de
alimentos en el mercado de nuestro pais. Para este fin, se propone emplear MALDI-
TOF MS, dado su demostrada utilidad en la caracterizacién de polimeros y de su
degradacion (Montaudo, et al., 2005). Uno de los puntos de interés es evaluar si el
envase ha sido elaborado del polimero sintetizado a partir de los monémeros o si
proviene de reciclaje. Cabe mencionar que Roméo y col. han demostrado la
factibilidad de la técnica MALDI-TOF MS en este tipo de analisis (Roméao et al.,
2009).
Los retos principales en esta parte de trabajo son:

() Seleccionar y/o adecuar las condiciones de tratamiento de muestra.

(ii) Obtener co-cristalizacion homogénea de la muestra con matriz quimica

en la placa.
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(i) Ajustar las condiciones instrumentales para obtener datos espectrales
confiables y utiles en la caracterizacion del polimero.
(iv)  Realizar el andlisis de datos y analisis estadistico.

Para realizar los experimentos, se utilizarda el equipo MALDI-TOF MS, modelo

AutoFlex speed de Bruker junto con el programa PolyTools.

1.5.1. El estado de arte en el analisis de PET por MALDI-TOF MS
Como resultado de una revisién bibliogréfica, en la Tabla 3 se recopilaron algunos
estudios recientes sobre la implementacién de MALDI-TOF MS en estudios de PET,
mostrando el tipo de hardware y de software implementados para la adquisicion y
procesamiento de informacion, y también algunas de las condiciones
instrumentales. Cabe sefalar que el espectrometro AutoFlex de Bruker con el

paquete de software FlexControl ya ha sido utilizado en el analisis de PET.

Tabla 3. Recopilacion de datos obtenidos por Software de PET

Hardware | Analizador/ Observaciones Tipo de Analisis Referencia
Adquisicién
de datos
AutoFlex | FlexControl e Laser de nitrégeno (337 nm) Masa molecular (1000 (Jirgen & Klaus,
Bruker FlexAnalysis | e Reflector en condiciones de modo “extraccion kDa) y mapeo proteico. 2000; Payne &
retrasada” Distribucion de masa Grayson, 2018)
molecular de polimeros.
Analisis de grupos
funcionales.
Ultraflext | N/D ¢ Adquisicion de datos en modo de ionizacidn Determinacion de masa (Zhou et al.,
reme positivo y negativo ® Rango de relacion (m / z) 100- | molecular y grupos 2019)
Bruker 2000 Da funcionales.
MassLynx | PLS-Toolbox | ¢ Adquisicion de datos en modo de ionizacién Determinacidén de grupos | (Romao et al.,
4.1v. 4.02 para positivo funcionales. 2009)
Waterse | Matlabv. e Laser de nitrégeno (337 nm)
Micromas | 7.0.1. ¢ Tiempo de escaneo de 2s
S * Resolucién de aprox. 10,000 en el modo "V"
¢ Umbral de activacién de 700 mV
¢ Sensibilidad de sefial de 80 mV
¢ Fotomultiplicador de placa de microcanal
ajustado a 2100 V
rapifleX FlexControl e Laser de nitrogeno (337 nm) Determinacién de masa (P.Wuetal,,
MALDI e \Voltaje de aceleracion de 19 kV molecular (Mny Mw) y 2020)
Bruker ¢ Tension de reflexién de 21 kV polidispersidad.
¢ Tension de extraccion retardada de 18,56 kV
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Modo de reflexidn y lineal

JMSS3000
spiralTOF
JEOL

MS Tornado

msRepeatFin
derver. 2.1.0

Laser Nd: YFL (349 nm) y un
Analizador spiralTOF
Rango de m / z 800-3000 Da

Determinacién de masa
molecular y grupos
funcionales.

(Nakamura,
Fouquet, &
Sato, 2019)

La preparacion de la muestra y su co-cristalizacion con adecuada matriz son sin
duda puntos muy importantes en el analisis de polimeros por MALDI-TOF MS tal
como ya se mencion0 anteriormente, la matriz quimica debe cumplir con una serie
de requisitos incluyendo la cationizacion del polimero. Los parametros importantes
para lograr una buena calidad de espectros, con alta relacién entre seial y ruido, es
la cantidad de muestra depositada en la placa y la relacién entre la cantidad de

matriz y de la muestra.

La adquisicion de datos también requiere la optimizacion de varios parametros,
entre los cuales los mas importantes incluyen el modo de ionizacion (positivo o
negativo), el modo de operacion del instrumento (lineal versus reflector), el voltaje
de aceleracion y el tiempo de retardo de extraccidn de iones. Cabe sefalar que en
el modo Reflectron, se duplica la distancia de vuelo de los iones al detector y se
logra un mejor enfocamiento de iones con el mismo valor m/z, aumentando la

resolucion.

Otros parametros que requieren el ajuste en busqueda de una buena relacién
sefial/ruido es la fluencia de laser, numero de disparos utilizados para integracion
de picos, numero de repeticiones y modo de movimiento de laser sobre la superficie
del pocillo en la placa. Al ajustar todos estos parametros, se minimiza el efecto de
cualquier falta de homogeneidad en el depdsito de muestra con matriz. Cuando se
optimizan los parametros de adquisicién, a menudo se puede lograr la resolucién
isotépica para iones con masas superiores a 10,000 Da, aunque esto también
depende de la longitud del tubo de vuelo y del disefio del instrumento. La mayoria
de los compuestos organicos que contienen al menos un heteroatomo son
propensos a formar complejos con cationes alcalinos como litio, sodio y potasio.
Muchos de los metales alcalinos son monoisotépicos o de pocos is6topos estables
y, por lo tanto, no tienen efecto notorio sobre padron isotdpico del compuesto.
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Otro aspecto en el analisis por MS, incluyendo MALDI-TOF MS, es la necesidad de
calibracién de masas. Para ello, se coloca un estandar que genera uno o mas iones
con masa exacta conocida, estable y con el valor m/z cercano al del analito y se
adquiere su espectro junto con set de las muestras, generando un archivo de
calibracién. Por otro lado, a menudo se puede lograr una mayor precision mediante
calibracion interna, que implica mezclar el calibrante con la muestra en la placa,
obteniéndose los registros de ion(es) de calibrante y de(los) analito(s) en un solo

espectro.

Como un ejemplo de calibracion interna, se puede mencionar el estudio realizado
por Eun Kyung y col., el cual fue enfocado en politereftalato de trimetileno (PTT).
Este polimero se produce a través de un proceso de condensacion o
transesterificacion de los dos mondmeros, que son 1,3-propanodiol y &cido
tereftalico o tereftalato de dimetilo y es un producto similar al tereftalato de
polietileno. El calibrante era una soluciéon mixta de angiotensina Il (m/z 1046 Da),
péptido sintético P14R (1533 Da), ACTH fragmento 18-39 (2465 Da) y cadena de
insulina B oxidada (3494 Da), 20 nmoles / ml cada uno en TFA) mezclada 1:1 con
la solucién de matriz (10 mg de CHCA en 1 ml de TFA / ACN). Se disefié una punta
de sonda MALDI de modo que dos muestras diferentes pudieran cargarse y
analizarse consecutivamente sin romper el vacio o cambiar las condiciones
experimentales simplemente girando la punta de la sonda 180 grados. (Eun-Kyung,
Sung-Woo, Young-Dal, Eun-Kyung, & Chan-Ryang, 2011)

Por otra parte, Florczak y col. usaron calibracién externa con polietilenglicol (PEG)
en el analisis de oligdmeros sintéticos del acido lactico con masa de hasta 8000 Da.,
logrando la precisidén de asignacién de masa del orden de 1.5 Da. (Florczak et al.,
2016)

La calibracion de masa es de importancia vital en el andlisis de polimeros de
composicién quimica compleja, por ejemplo de copolimeros. En estos casos, es
necesaria la asignacion completa para una gran cantidad de iones presentes en el
espectro de masas. Un programa de analisis de datos apropiado ayudaria a la
seleccion de sefales, sin embargo, este tipo de programas también requieren la
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calibracién de masa. Con el fin de facilitar el tratamiento de los datos evitando el
riesgo de la asignacion de picos incorrecta, Nakamura y col. propusieron una serie
de técnicas avanzadas de analisis con el objetivo de mostrar un grafico de grado de
polimerizacién (DP) como una visualizacién grafica instantanea de distribucion de
comonomeros utilizando calibracién de masa con un estandar de PMMA (Nakamura
et al., 2019)

Finalmente, una vez que se adquirieron los conjuntos de datos calibrados y
optimizados, los datos se analizan para proporcionar informacion estructural sobre
las muestras de polimero. El espaciado entre monomeros dentro de la distribucién
de iones del polimero puede proporcionar una medicion precisa de la masa unitaria
repetida. Los clusteres de senales, con ayuda de un paquete de software adecuado,
tal como lo es Polytools, permite hallar los valores Mn y Mw para calcular el indice
de polidispersidad. (Payne & Grayson, 2018).

1.5.2. Preparacion de muestra para MALDI-TOF MS
Dada la importancia de la matriz quimica y del modo de co-cristalizacién con
muestra, estos aspectos se han estudiado extensivamente. En la Tabla 4 se
muestran diversos protocolos para la preparacion de muestras de PET recopilados
de diferentes estudios por NIST.

Las matrices mas implementadas con PET son; 1,8,9-Antracenetriol (ditranol),
Acido dihidroxibenzoico (DHB), acido trans-indol-3-acrilico (lAA), 2,4,6-
Trihidroxiacetofenona, 4,4° Dihidroxioctafluoroazobenceno por tener buenos

resultados en absorcidn, estabilidad, solubilidad y miscibilidad con el analito.

En cuanto a los agentes de cationizacién, generalmente se escogen por excelencia
yoduros de los principales elementos alcalinos, aunque parece clara la preferencia
por sodio por su alta afinidad con la superficie del polimero. Cabe resaltar que es
muy deseable lograr la cationizacién del polimero con un solo ion metalico para

simplificar el espectro de masas y tener una mayor facilidad de su interpretaciéon
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(recordando que el polimero no presenta una sola masa sino una distribucion de

masas).

Finalmente, una decisién muy importante es en cuanto al tipo de disolvente en el
que se prepara PET. Ademas de solubilizar el polimero, dicho solvente tiene que
ser miscible con la solucién de la matriz MALDI, tiene que presentar alta limpieza y
estabilidad para evitar espectros ruidosos. Los protocolos presentados en Tabla 4
permitiran elegir condiciones de analisis de PET en este trabajo de tesis.
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Tabla 4. Diferentes protocolos de preparacion de PET para el andlisis por MALDI-TOFMS: Datos de NIST Polymer

Polimero

Matriz quimica

Tipo de sal

Solvente

Preparacion

Referencia

PET

1,8,9-Antracenetriol (ditranol)

Nal

1,1,1,3,3,3-Hexa-
fluoro-isopropanol

* Una solucion 0.2 uLde Nal (10 mg/mL en acetona) aplicada a la
muestra con la matriz antes de aplicar a MALDI.
Muestra y matriz disuelta en HFIP 10 mg/mL 1:10 (v/v)

(Anthony T. Jackson" et al., 1996)

PET

Acido dihidroxibenzéico (DHB)

N/A

TFA (para analito);
Cloroformo/acetona
metanol (para matriz)

¢ Se disuelve 0,1 g de la muestra de PET en 1 mL de TFA.

e La solucion se diluye con 8 mL de cloroformo mas 2 mL de
acetona con agitacion continua.

¢ La solucion de PET se separa del polimero precipitado mediante
filtracién al vacio.

 La solucion con los oligdmeros extraidos (1 uL) se deposita
directamente sobre una placa MALDI y se seca.

e La muestra se cubre con una solucién de matriz recién preparada
de DHB (154 g/L) en metanol.

(Romdo et al., 2009)

PET

2,5- Acido dihidroxibenzoico

(DHB)

acido trans-indol-3-acrilico

(1AA)

N/A

Hexafluoro-
isopropanol (HFIP)

¢ Se disuelven 2 mg de PET en 1 mL de hexafluoro-isopropanol
(HFIP) y se utiliza como matriz acido 2,5-diidroxibenzoico (DHB) o
acido trans-indol-3-acrilico (IAA) (0,5 M en HFIP como disolvente).
¢ Se mezclan volumenes apropiados de solucién de polimeroy
solucién de matriz para obtener unarelaciéon 1: 1, 1: 2y 1: 3v/v.
e Se coloca 1 pL de cada mezcla de muestra / matriz en la placa
MALDI y se seca lentamente para permitir la cristalizacién de la
matriz.

* Los mejores espectros de masas, se obtienen utilizando IAA
como matriz y una relacién analito / matriz de 1: 3 en volumen.

(Samperi, Puglisi, Alicata, &
Montaudo, 2004)

PET

Ditranol

Lil, Nal, KI, Rbl,
Csl

Tetrahidrofurano
Acetona (para sal)

e Se depositan aproximadamente 0.2 pL de 10 mg/mL de Nal en
acetona sobre la placa MALDI.

 El polimero y la matriz se disuelven por separado en 1,1,1,3,3,3-
hexafluoroisopropanol obteniendo la concentracién de cada uno
de ellos de 10 mg/mL.

e Las soluciones de polimero y matriz se mezclan en una
proporcion de 1:10 (v / v) y se depositan sobre la placa cubierta
con la capa de la sal.

(Jackson, Yates, MacDonald, &
Scrivens, 1997)

PET

2,4,6-Trihidroxiacetofenona

N/A

Hexafluoro-
isopropanol (HFIP)
Etanol/agua v/v 1/1

Se prepara la solucidn del polimero a una concentracién de 0.1 g/
mL de HFIP.

La Solucion se diluye en 8 mL de Cloroformo y precipita con 2 mL
de Acetona y agitacion.

El polimero precipitado es separado por centrifugacién.

La solucién remanente contiene oligdmeros y se introduce a
MALDI.

10 mg de matriz se disuelve en etanol/agua v/v 1/1) y se deposita
sobre la solucién de oligémero.

(S. Weidner et al., 1997)
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2,5-Acido dihidroxibenzoico

* Primero se deposita sobre la placa la matriz quimica, que
consiste en una solucion de 2,4,6-trihidroxiacetofenona a una
concentracion de 10 mg / ml (en etanol / aguav /v 1/1).

(S. Weidner, Kiihn, Friedrich, &
Schriider, 1996)

PET (DHB) N/A Cloroformo ¢ Una vez evaporado el solvente, se agrega la solucién de la
muestra de PET.
* El disolvente se evapora de nuevo.
* Para seleccionar el solvente, se examinaron los siguientes: (Somogyi et al., 2007)
i 2356 r2],3,5]:|6—tetrafluorofenc|>l(I(-iTFFlE)), per:jtaflu]fl)rofenol (PFF)(,TFA) X
L4~ T exafluoroisopropano , acido trifluoroacético y bis
PET Dihidroxioctafluoroazobenceno N/A Tetrafluorofenol (para (3,5-trifluorometil) fenol (BTFF).
analito) . L . .
® La matriz quimica se disuelven en tetrahidrofurano (THF)
(aproximadamente 0.1 M).
¢ El polvo seco de PET se disuelve en 0.5 mL de (Eberl et al., 2009)
hexafluoroisopropanol (HFIP)/CH,Cl; (30:70, v: v).
Trifluoroacetato | Hexafluoroisopropanol | e Se utiliza ditranol como matriz en una concentracion de 5 mg/mL
PET Ditranol de sodio /diclorometano (30:70 | y se prepara NaTFA a una concentracion de 0.1 mg/mL.
(NaTFA) Viv) e Las soluciones se mezclan en una proporcionde 1: 1: 1y 1 uL de

la mezcla se deposita sobre una placa MALDI de acero inoxidable y
se seca al aire libre.
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2. OBJETIVO GENERAL

Desarrollar procedimientos analiticos que proporcionen datos sobre la estructura de
PET y datos cuantitativos sobre el contenido de antimonio en este material y en

productos envasados en él.

2.1.Objetivos especificos
Determinar las condiciones instrumentales para la determinacion de Sb con
generacion de hidruros.
Poner a punto las condiciones del procedimiento analitico en base a MP-AES y
realizar el analisis de muestras de PET y agua embotellada evaluando diferentes
métodos de cuantificacion.
Emplear el sistema MALDI-TOF MS con el programa PolyTools (Bruker) en el
analisis de PET.

3. PARTE EXPERIMENTAL

3.1.Instrumentacion
Para la determinacién de Sb, se utiliz6 el espectrémetro de emision atdmica Agilent
4100 MP-AES equipado con un automuestreador SPS3, con generador de
nitrogeno Agilent 4100, el médulo de control de gas externo (EGCM). Fue utilizado
el sistema de introduccion de muestras multimodo (MSIS) y una cdmara ciclonica
de un solo paso, controlado por Agilent MP Expert Software (actualizado a partir de
MP-AES 4200).

La generacion de hidruros se lleva a cabo en el interior de la cAmara MSIS como se
muestra en la Figura 8; la solucién de calibracién acidificada o muestra que contiene
HCI 1 M, se introdujo mediante una conexion “Y”, a través de una linea de fondo de
MSIS como se muestra en la Figura 8b; mientras que la solucién reductora (NaBH4
1,5% m/v + NaOH 1.0 % m/v) se bombeé a través de la linea superior (Figura 8c);
para ambas soluciones, el caudal de 1 mL/min fue controlado por una bomba
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peristaltica. Las condiciones de funcionamiento del instrumento se resumen en la

Tabla 5.

NaBH, 1.5%
NaOH, 1%

c)

——tMP-AES

Nebulizer

' | | o)
.'I:—- | [
-4}

@

Drain

Nebulizer
Gas Line

HCI 1 mol/L
Sample Line
Fitting
Muestra

10 % CH,0H
% HC

N 4

Figura 8. Sistema de introduccion de muestra multimodo (MSIS) para generacion de hidruros. a) Zona de reaccién b)
Linea de alimentacion con muestra y HCl 1M c) Linea de alimentacion con NaBH 4

Tabla 5. Condiciones instrumentales de operacion del sistema MP-AES

Parametros

Presion de nitrégeno
EGCM®@
Nebulizador/camara de
niebla

Presién de nebulizador
Posicién de visualizacién
Tiempo de integracién
Longitud de onda de
deteccion

Correccion de fondo

Numero de pixeles

140 psi
No
Sistema de introduccién de muestra multimodo (MSIS)

240 kPa

20

5s

217.581 nm*/ 217.581 + 1 nm**

ninguno*/ninguno™*
3

(@ — Mddulo de control de gas externo para inyeccion de aire

* - para calibracién univariante; ** - para PLS
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El andlisis de PET se realiz6 en un espectrometro de masas con sistema de
desorcién/ionizacion laser asistido por matriz quimica y con analizador de masas de
tiempo de vuelo, equipado con un laser smartbeamTM-1I Nd:YAG (335nm,532 nm,
1064nm), MALDI-TOF MS, modelo AutoFlex speed de Bruker Daltonics. Se utilizo
la placa tipo “ground steel” y el &cido 2,5-dihidroxibenzoico como la matriz quimica.
Los espectros se adquirieron en modo lineal, para PET en el intervalo de m/z 700-
4500 y en el intervalo m/z 350-5000 para hidrolizados de PET. El software para
analisis de datos fue FlexAnalysis 3.4 y PolyTools 1.0 (Bruker)

3.2.Reactivos
Todos los productos quimicos eran de grado de reactivo analitico. Se utilizé6 agua
desionizada 18.2 MQ (Labconco, EE.UU.), metanol y cloroformo de grado analitico
de Sigma (Milwaukee, EE.UU.). El estdndar de antimonio (Ill) para espectrometria
de absorcién atémica, 1000 mg de Sb/L se comprd a Sigma-Aldrich; las soluciones
estandar de stock de Sb (V), 1000 mg de Sb/L, fueron preparados disolviendo
antimonato de hexahidréxido de potasio (Sigma-Aldrich).

Se utilizaron los siguientes reactivos Sigma: acido trifluoroacético, yoduro de
potasio, acido ascérbico, acido clorhidrico, hidréxido de potasio, borohidruro de
sodio.
3.3.Muestras

Cinco botellas de agua natural fueron compradas en el mercado local una semana
antes de su andlisis, seleccionando aleatoriamente diferentes marcas. Todas las
botellas estaban hechas de PET incoloro, contenian 500 ml de agua natural y tenian
la fecha de vencimiento en 2023; las muestras del polimero se anotaron como
PET1-PET4. Las muestras de agua tomadas de estas botellas fueron anotadas W1-
W4. Adicionalmente, con 6 meses de anticipacion (junio-noviembre 2021) se
adquirieron dos botellas de agua de marca PET2. Una de ellas se envolvi6 en papel
de aluminio y se mantuvo a 4 °C (W2A), mientras que otra botella se expuso a la luz
natural a temperatura ambiente de 26 a 30 °C (W2B). Después de almacenamiento,
se determind el Sb en W2A y W2B. También con 6 meses de anticipacién, en

botellas de polipropileno se colocaron aproximadamente 2 g de pequenos trozos
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(0,5x 0,5 cm) de PET, PVC y caucho y a cada uno de los frascos se agregaron 500
mL de agua desionizada. Después de 6 meses a temperatura ambiente y exposicion
a luz solar, se tomaron alicuotas de agua para la determinacion de Sb; estas
muestras fueron identificadas como DW-PET, DW-PVC, DW-rubber,

respectivamente.

3.4. Analisis de datos y analisis estadistico
Los espectros de emisidn registrados se guardaron en Excel (Microsoft 365) y se
importaron directamente a The Unscrambler 7.0 (CAMO). Este software se utilizd

para realizar una regresion de minimos cuadrados parciales (PLS).

Para la calibracion univariante y para el método de adicidén estandar, se realizd sin
correccidn de linea base y se utilizé la altura del pico como sefal analitica; Las
funciones de regresidn lineal se calcularon utilizando Microsoft Excel (Microsoft
365).

Todos los analisis se realizaron por triplicado; las desviaciones estandar y los
valores medios se calcularon usando Microsoft Excel (Microsoft 365).

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Puesta a punto del sistema de generacion de hidruros para la
determinacion de antimonio por MP-AES
En la primera etapa del trabajo, se procedi6 con la seleccion de los parametros
instrumentales del MP-AES adecuados para el analisis de Sb, utilizando para su
ajuste y para la adquisicion de datos el programa Agilent MP Expert.

Se tomaron en cuenta las intensidades de diferentes lineas de emisién del Sb, las
potenciales interferencias y se examinaron diferentes condiciones del MP-AES,
algunas establecidas por el usuario y otras utilizando las opciones de optimizacién
que ofrece el software del equipo. El criterio de seleccion era obtener la mayor

posible relacién senal/ruido.
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Los parametros importantes en el procedimiento de optimizacién incluyen: (i)
presion de gas de nebulizador, (i) posicién de vista, (iii) tiempo de integracién y (iv)
tipo de ajuste de linea base. Adicionalmente, se puede optar por el uso del sistema
EGCM el cual introduce aire como gas adicional cuando hay compuestos organicos
volatiles; se ajustan también flujo de gas del plasma y tiempo de realizacién de la

lectura.

La presion del gas de nebulizador es el parametro responsable de dar uniformidad
al tamano vy distribucion de las gotas de aerosol, lo que tiene un impacto directo
sobre la magnitud de la senal analitica.

La posicion de visualizacion se refiere al lugar donde se coloca un espejo para
recoger los fotones emitidos; dicho parametro es importante porque la intensidad de
la emisidn a una determinada longitud de onda varia segun la regién del plasma.
Ademas, la posicién de visualizacion 6ptima varia para diferentes tipos de muestras

y también para diferentes condiciones de funcionamiento del instrumento.

A partir de esto, la optimizacion de los dos parametros antes mencionados se logra
mediante el monitoreo automético de un parametro conocido como SRBR (signal-
to-root-background ratio), correspondiente a la relacion sefial con respecto a la
senal de ruido (S/N). El valor maximo de este parametro es determinado por medio
del Software del equipo a partir de una indicacién dada por el usuario; al optimizar
individualmente la presién de nebulizacion y posicién de visualizacién. Por lo tanto,
es necesario realizar este proceso tres veces para cada una de las longitudes de

onda que se van a estudiar.
Tal como ya se mencion6 antes, es muy importante seleccionar la linea de emision

del elemento libre de interferencias espectrales (Kmetov, Kiryakova, Varbanova,
Simitchiev, & Canals, 2021).
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En base a las consideraciones que se acaban de mencionar, se realizd el ajuste de
parametros con el sistema de introduccion de muestra convencional y probando el
método de calibracion externa en un rango de 0.1 y 10 mg Sb /L, usando diferentes
longitudes de onda de Sb como se muestra en los espectros de emision en la Figura

9.

(a) Sb (287.792 nm) (b) Sb (206.833 nm)
3000 6000
= 2000 ! = 4000
E E 2000
0 ,.'-J/.,,\.' L
2064 2066 2068 207 2072
Longitud de onda, nm Longitud de onda, nm
(c) Sb (231.147 nm) (d) Sb (217.581 nm)
) 8000
E 5000 ! E 4000
= = 2000
0 N D N T 0 SEN
230.7 231.2 217.2 217.7
Longitud de onda, nm Longitud de onda, nm

Figura 9. Espectros obtenidos para las soluciones de calibracién (0.1 y 10 mg Sb /L) con el ajuste automdtico de linea base.
a) Antimonio a 287.792 nm b) Antimonio a 206.833 nm c) Antimonio a 231.147 nm d) Antimonio a 217.581 nm

Las longitudes que fueron descartadas son: (a) La linea 287.792 nm, dado que tiene
interferencias espectrales con muchos elementos, asi mismo, como se puede
observar la Figura 9a, tiene la menor linea base estable, contiene la mas baja senal
de intensidad y alto ruido en su espectro de emision lo cual desfavorece totalmente
la cuantificacidén del analito; (b) la linea 206.833 nm, la cual presenta un espectro de
emision con baja sefal de ruido, pero no es lo suficientemente confiable por su baja
intensidad ademas que puede tener interferencia con Ge, elemento propuesto para
usar como Sl; (c) la linea 231.147 nm usada en mayoria de trabajos para la
determinacién de Sb, tiene la mas alta senal de intensidad, sin embargo, como se
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observa en la Figura 9c, su espectro de emisién es acomparnado de alto ruido. Por
su parte, se puede observar en la Figura 9d la linea 217.581, como la longitud de
onda de emisién con menos interferencias y mas estable linea base, aunque no la
de mayor intensidad. Cabe también mencionar que esta linea es acompanada por

otra de menor sensibilidad (217.919 nm), misma que se observa en la Figura 9d.

En consecuencia, mediante el proceso de comparacién de sensibilidad y
potenciales interferencias de las diferentes lineas atémicas, se encontr6 la linea de

Sb 217.581 nm como mejor opcidn.

Por otro lado, se prepar6 una solucién de Sb a una concentracion de 0.1 mg Sb /L
Sb que fue ingresada al sistema y se esper6 durante un lapso de 20 min para que
el plasma lograra estabilidad. Seleccionando las opciones “Optimizacion de presion
de nebulizacién” y “Optimizacion de posicidn de vista”, el software indica los valores
de los parametros a utilizados, 240 kPa y -20 respectivamente. En cuanto a “Tiempo
de lectura” se selecciond 5 s, sin la opcion de “Background Correction” y se ajusto
la bomba peristaltica a una velocidad de 1 mL/min utilizando mangueras de un

diametro de 1 mm.

De acuerdo con los estudios reportados en tabla 1, la concentracion esperada de
Sb en agua embotellada en PET se encuentra en el intervalo entre 2y 10 ug/L y
para Sb en PET entre 100 y 300 mg/kg. Para el caso de las determinaciones de Sb
en PET, el principal desafio es el pretratamiento de muestra mientras que para
determinaciones a nivel ultra trazas como lo son lixiviados de Sb en agua, es
necesario realizar la generacion de hidruros como el que se muestra en la Figura 8.
Al poner a punto el procedimiento de generacion de estibina, es importante recordar
que el Sb (lll) forma hidruro de manera mas eficiente respecto Sb(V). Es por ello,
que era necesario asegurar que todo Sb en la muestra se encuentre en forma de
Sb(lll). Inicialmente, en la etapa de pre-reduccion, se utilizé HCI 8 M debido a su
caracter reductor, seguido por la adicion de NaBHa4 al 1.5 % m/v en NaOH al 1% m/v

con el fin de convertir Sb(lll) presente en la soluciéon en fase gaseosa (Chapa-
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Martinez et al., 2016). Dichas condiciones tomadas de estudios anteriores no
arrojaron buenos resultados probablemente debido al uso de alta concentracion de
HCI, por lo tanto, se hicieron experimentos sistematicos para obtener mejores

senales analiticas.

Se comenzé probando diferentes condiciones experimentales usando una curva de
calibracién de Sb (Ill) de 25 y 1000 ug Sb/L buscando lograr los mejores valores
S/R y una buena linealidad de la funcién de regresion lineal. De manera que se
probaron dos distintos acidos; (i) HCI variando sus concentraciones en el intervalo
1M — 8 My (ii) acido malénico 1 M (Nakahara & Kikui, 1984). En la Figura 10 se
muestran los espectros de emisién adquiridos. Se puede observar una linea base
muy estable para acido malénico (Figura 10a), en contraste a los resultados
presentados en Figura 10b para HCI al 8 M. Por otro lado, al bajar la concentracién
de HCI hasta 1M (Figura 10c), se logré mejorar la magnitud de las sefales con mas
altos valores S/R entre todas las condiciones examinadas. Finalmente, se decidié
utilizar HCI 1 M. En cuanto a NaBH4, se utilizd la solucién 1.5 % en NaOH al 1 %
basandose en los experimentos de Nakahara y Kikui (Machado, Amaral, Nobrega,
& Araujo, 2017). En resumen, en la tabla 5 y la Figura 8, podemos encontrar las
condiciones experimentales e instrumentales de operacion implementadas para

este proyecto.
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Figura 10. Espectros obtenidos para soluciones de calibracién (25 - 1000 ug Sb/L) por HG-MP-AES utilizando
linea de emision 217.581 nm (sin ajuste automadtico de linea base). a) Acido Malénico 1 M b) HCI 8 M ¢) HCI 1 M

Debido a que el HCI 8M no fue adecuado para lograr la pre-reduccion de Sb(V)
potencialmente presente en las muestras analizadas y asegurar que el elemento se
encuentra en su totalidad como Sb (lll), se adoptaron las condiciones reportadas
previamente, consistentes en la adicién de acido ascorbico y yoduro de potasio a
una concentracion final de 40 mM y 0.15 M, respectivamente (Chapa-Martinez et
al., 2016; El-Hadri, Morales-Rubio, & De-la-Guardia, 2000). Se prepararon dos
series de las soluciones de calibracion en el intervalo de concentraciones 0.5 -11.5
ug Sb/L, utilizando estandar de Sb(lll) o de Sb(V). En las soluciones de Sb(V) se
llevd a cabo la pre-reduccién y se ingresaron ambas series de las soluciones al
sistema HG-MP-AES. Para mayor claridad de la presentacion, en la Figura 11 se
muestra las funciones de regresion lineal obtenidas para las dos series de
soluciones utilizando las condiciones finales del procedimiento (método PLS). En
esta Figura se observa una buena linealidad tanto para Sb (1) como para Sb(V) con
R?>0.997 en ambos casos; la diferencia entre las pendientes obtenidas para los dos
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estados de oxidacion es de 7.9%, lo que muestra una efectiva pre-reduccion de
Sb(V). Las condiciones de pre-reduccién examinadas fueron posteriormente

utilizadas en el andlisis de muestras de agua.
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Figura 11.Curva de calibracion externa Sb (1ll) y Sb (V) (para claridad de la presentacion, se presentan las ecuaciones de
regresion obtenidas utilizando las condiciones finales del PLS para agua)

4.2. Evaluacion de diferentes métodos de cuantificacion
La propuesta inicial era realizar la cuantificacion mediante calibracion externa con
un adecuado estandar interno, considerando un elemento que forma un hidruro
volatil en condiciones similares a Sb y que no esté presente en las muestras
(Guerrero Esperanza et al., 2017). En base a estos criterios, se probaron Ge y Te.
Para ambos la generacion de hidruros funciond y se realiz6 una curva de calibracion
usando las mismas condiciones de generacién de hidruros empleada para Sb
(Kmetov et al., 2021; Machado et al., 2017). Sin embargo, para mezclas Sb-Te y
Sb-Ge las senales bajaban significativamente como se muestra en la Figura 12.
Este efecto se debidé a interferencias en la etapa de generacion de hidruros, de
acuerdo con algunos reportes anteriores (Kumar & Riyazuddin, 2010). Por lo tanto,

se decidié trabajar sin estandar interno.
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Figura 12. Espectros de emision para: a) Germanio a 265.902 nm; b) Telurio a 237.578 nm. linea negra - blanco, linea gris - estdndar del
Ge o de Te, 500 pg/L en presencia de 500 ug/L de Sb.

Para evaluar la factibilidad de calibracion externa sin IS, se utilizaron las soluciones
con concentraciones de Sb en el intervalo de 10 hasta 1000 pg Sb/L (A = 217.581
nm). De manera de ejemplo, en la Figura 13 se presenta una de las curvas de
calibracién obtenidas. Aunque la linealidad en base a todos los puntos de calibracion
es aceptable (R?< 0.9988), en la region de concentraciones bajas se aprecia un
cambio de la pendiente y R?=0.9732. Cabe también sefalar que, para
concentraciones elevadas de Sb, el plasma era inestable y las sefales
irreproducibles. Estos efectos que se acaban de mencionar se relacionaron en
primer lugar con la presencia de dos lineas de emision de Sb en la ventana de
adquisicion de datos espectrales (217.581 nm, 217.919 nm) y, en segundo lugar,
por la capacidad de Sb para captar/neutralizar radicales libres, misma que permite
utilizar compuestos de Sb como retardadores de flama. En particular, el Sb como
aditivo retardante del fuego actua en sinergia con un material halogenado como HCI
formando oxicloruro de antimonio, SbOCI, y de esta manera se evita la
formacién/propagacién de radicales libres en flamas (Babushok, Deglmann,
Kramer, & T., 2017; Hastie, 1973).
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Figura 13. Ejemplo de curva de calibracion externa obtenida por HG-MP-AES en el intervalo 25-1000 ug Sb/L (217.581

nm).

La calibracién externa es el método de cuantificacion mas comun; sin embargo, en
este método el ambiente quimico del analito en las soluciones estandar es diferente
comparando con la muestra, lo que puede causar errores analiticos. Por otra parte,
los métodos de calibracién multivariable representan una alternativa interesante de
cuantificacion, sobre todo tratdndose de matrices quimicamente complejas y con
interferencia por fluctuacion de linea base (Felipe-Sotelo et al., 2006). Es por ello por
lo que en este trabajo se opté por utilizar el método PLS (método de minimos
cuadrados parciales). El algoritmo PLS toma los espectros de las soluciones de
calibracién adquiridos en la vecindad de linea de emisién de Sb y utiliza estos datos,
seleccionando aquellas sefales que presenten una posible correlacién mayor con la
concentracion de Sb en la solucién aspirada. En PLS no es necesario el ajuste de
linea base a la hora de construir el modelo de calibracién y los resultados de
prediccion en muestras reales son menos susceptibles a posibles interferencias,
respecto al método de calibracién externa. Por otro lado, la composiciéon de las
soluciones de calibracion en PLS deberia ser muy similar a la composicion de
muestras.

Para demostrar el potencial del PLS, los espectros obtenidos para una curva de
calibracién presentada en Figura 13, se importaron a Unscrambler 7.0 y se obtuvo el
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Figura 14. Modelo PLS obtenido usando datos espectrales de curva de calibracién (10 y 1000 ug Sb/L)

modelo PLS, el cual se presenta en la Figura 14. El grafico “Score” de la Figura 14a,
muestra un inusual ordenamiento de las soluciones de calibracion en el espacio de
los dos primeros factores. Dicho ordenamiento se marca en la Figura con flechas y
sugiere tres diferentes mecanismos de atomizacion/excitacién de Sb, dependiendo
del intervalo de sus concentraciones. Este resultado confirma lo antes observado
en la Figura 13; aparentemente, para bajas concentraciones se tiene una influencia
de la fluctuacién de linea base y de distribuciéon de la senal entre dos lineas de
emision. Hay que enfatizar que en el grafico de coeficientes de regresion (Figura
14Db), se detectan tres regiones espectrales (217.6 nm, 217.7 nm y 217.9 nm), para
los cuales existe alta correlacidn entre intensidad de emision y concentracion de Sb.
Mientras que calibracidén univariante considera solamente la sefal en 217.581 nm,
el PLS usa todas las sefnales para construir la funcién de regresion lineal. El grafico
de porcentaje de varianza cubierto por el modelo (Figura 14c) sustenta la seleccién
de dos factores para la construcciéon del modelo ya que estos dos primeros factores
explican practicamente el 100% de la varianza de datos. Finalmente, el la Figura
14d, se presenta el modelo de calibracién y de validacion, observandose una buena
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linealidad (R? > 0.998), pero el error relativamente alto en ambos casos
(RMSEC>10).

En base a estos resultados, se decidié disminuir en intervalo de concentraciones a
0.5-10 ug Sb/L en el andlisis de agua embotellada en PET. Por otro lado, se decidi6
también eliminar altas concentraciones de Sb en la calibracion para PET, para evitar

inestabilidad del plasma.

4.3. Tratamiento de muestras reales y composicion de las soluciones de
calibracion para la determinaciéon de Sb por PLS

Se decidié preparar dos modelos PLS, uno para el andlisis de PET y otro para el
agua embotellada. Tal como ya se mencion0 anteriormente, las concentraciones de
Sb esperadas en agua embotellada estan en el intervalo entre 2 y 10 ug/L y para
Sb en PET entre 100 y 300 mg/kg. En el caso de agua, la matriz quimica es simple
pero el desafio consistié en la determinacion de muy bajas concentraciones de Sb
y en la posible presencia de sus dos estados de oxidacion. En el caso de PET, los
retos eran diferentes: (i) poner a punto un simple y efectivo pretratamiento de
muestra y (ii) lograr que la composicién de las soluciones de calibracién y de las
muestras reales fuera similar.

Antes de seguir con el analisis por PLS, era necesario establecer las condiciones
de tratamiento de muestra para el PET y para el agua embotellada en PET.

4.3.1 Procedimiento propuesto para la extraccion de Sb del PET

En la revision bibliografica se encontr6 que, los procedimientos de digestion de PET
para la determinacién de Sb se basan en condiciones muy agresivas, debido al uso
de los acidos inorganicos concentrados, asi como el calentamiento prolongado a
alta temperatura y presion (Tabla 1). Con el fin de proponer un procedimientos mas
simple y amigable al medio ambiente, en este trabajo se planteé la hidrdlisis alcalina
reportada anteriormente para el reciclaje de PET (Ben-Zu, Chih-Yu, & Wu-Hsun,
2000). En el trabajo citado, se logré un rendimiento de despolimerizacién del 95%
después de calentar PET con solucién etandlica de hidréxido de sodio al 5% m/v
con adicién de metoxido de sodio 0.5% m/v y de carburo de calcio 0.5% m/v, durante
48 h a 60 °C.
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Se realizé una serie de experimentos en los que se tomaron 10 mg de la muestra
de PET. Al considerar la concentracion promedio de Sb en PET de 200 mg/kg, si se
toman 10 mg de muestra y el volumen final después de hidrélisis se ajusta a 25 mL,
la solucién de la muestra introducida al sistema instrumental deberia tener una
concentracion de aproximada de 80 upg Sb/L — la cual es adecuada para el
procedimiento HG-MP-AES. Con estos ajustes, se vari6 el volumen y la
concentracion de la solucion de KOH, asi como el tiempo y temperatura del
calentamiento. En cada uno de los casos se adquirié la sefial de Sb en el extracto
obtenido, tomando como criterio de seleccidén la maxima magnitud de dicha senal.
Cabe también sefalar que, en presencia de metanol la magnitud de la sefal de Sb
era mas alta respecto a la solucion acuosa, por lo que se decidi® mantener la
concentracion de metanol de 10% v/v en todas soluciones de calibracion y en las
muestras.

El protocolo final de tratamiento de PET se muestra esquematizado en la Figura 15
y es el siguiente: Alicuotas de 10 mg de PET cortado en trozos pequerios (aprox
5x5 mm) se colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 mL, a cada tubo se agregaron 500
uL de KOH 5% m/v en metanol que contenia ademas el metoxido de sodio 0.5% y
carburo de calcio 0.5% m/v. Las mezclas se calentaron a 60 °C durante 48 h (bloque
de calentamiento, Labnet). Como resultado, se obtenia una solucion del PET
parcialmente despolimerizado. Una vez enfriado a temperatura ambiente, se
agregaron 500 pL de agua desionizada a cada tubo, las muestras se agitaron en
vortex seguido por la adicién de 200 yL de HCI 8 M. De esta manera el PET
parcialmente hidrolizado form6é una espuma facil de retirar, mientras que los
pequenos fragmentos del polimero solubilizados se extrajeron con 400 pL de
cloroformo debido a que el acido tereftalico en estos fragmentos se mantuvo no
disociado. La mezcla se centrifugé (12000 g, 5 min) y se recogi6é la fase agua-
metanol que contenia antimonio y glicol. A continuacién, se agregaron
sucesivamente dos porciones de agua mili-Q para asegurar la recuperacién
completa de Sb; los extractos acuosos se combinaron en matraces volumétricos de
25 mL y se completé el volumen con HCI 1 M en agua desionizada con 10% v/v de

metanol.
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Figura 15. Protocolo de extraccion de Sb en PET

4.3.2. Soluciones de calibracion para la determinacion de Sb en el PET por
PLS

Para construir el modelo PLS que permitiera la prediccion de la concentracion de
Sb en PET, se decidié preparar las soluciones de calibracion siguiendo el mismo
protocolo que para muestras de PET. Para ello, se necesitaba tener el PET libre de
Sb. Se llevo a cabo el siguiente procedimiento de limpieza de PET: se tomaron
aproximadamente 0.5 g de pequenos trozos de PET y se disolvieron en 5 mL de
acido trifluoroacético (agitacion, 30 min). El polimero fue precipitado con 10 mL de
una mezcla fria de agua desionizada con metanol (1:1). El precipitado se separé por
filtracion al vacio y se lavo con 50 mL de HCI 1M y con 50 mL de metanol frio.
Finalmente, el PET se secd al aire durante 48 h; en dicha muestra, el contenido de
antimonio estuvo por debajo del limite de cuantificacion del procedimiento
propuesto. Los pasos del procedimiento de limpieza del PET se presentan
esquematicamente en la Figura 16.

54



50 mL HCI 50 mL
1 mol/L CH,OH
mu:\a \

10 mg PET vacio
SmLTFA
PET lavado
Secado por 48 h
a25°C

Agitacién por SmL H20 +
30mina25°C SmL CH,0H
.

=d A

TFA, H20

& J L

Figura 16. Protocolo de eliminacion de Sb en PET

Las soluciones de calibracion se prepararon tomando 10 mg de PET libre de Sb y
antes de su hidrolisis, a los tubos Eppendorf se agregaron alicuotas de solucién
estandar de Sb para obtener las concentraciones de 80, 130, 180 y 230 yg Sb/L
(para el blanco no se agregé la solucién de Sb). Se siguid el mismo protocolo como

para las muestras de PET (seccidn anterior).

4.3.3. Procedimiento propuesto para la determinaciéon de Sb en agua
embotellada en PET por PLS

En la preparacion de muestra para la generacién de estibina, era necesaria la
adicion del HCI para tener una concentraciéon final de1M y la pre-reduccién de
antimonio asegurando que solamente este presente en forma de Sb(lll). Al mismo
tiempo, debido a las bajas concentraciones de Sb esperadas, se procuro evitar la
dilucion de las muestras. De este modo, el protocolo era el siguiente: las alicuotas
de 1600 uL de muestras se colocaron en tubos Eppendorf agregando a cada uno
de los tubos 400 pL de una solucién que contenia Kl 0.8M, acido ascorbico 0.16mM
y HCI 5M en agua:metanol (1:1). Las soluciones se agitaron en vortex.

Las soluciones de calibracién se prepararon siguiendo el mismo protocolo, pero en
lugar de muestra se tomaron alicuotas de estdndar de antimonio, obteniendo las
concentraciones de 0, 0.5, 2.5, 5.0 y 10 ug Sb/L. Tal como se mencion6 antes, la
presencia de metanol al 10% v/v favorecié la magnitud de la sefial analitica en

comparacion con agua pura.
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4.4. Modelos PLS para el analisis de agua embotellada y para PET.

A partir de las soluciones de calibracion y de las muestras reales, se procedi6é con
su introduccion al sistema HG-MP-AES, registrando los espectros de emision en la
vecindad de linea emisién de Sb (217.6 + 1nm). Para soluciones de calibracién, se
obtuvo una tabla de dos columnas correspondientes a longitud de onda en el
espectro y a la intensidad de emisidén en esta longitud de onda, respectivamente.
Dicha tabla se importé al paquete de software Unscrambler 7.0 para realizar el
andlisis de regresion PLS. En la construccion del modelo, para cada solucion de
calibracién, los datos de intensidad de emisién fueron normalizados por la
desviacion estandar calculada para las intensidades en todas las longitudes de
onda. La tabla similar se obtuvo para muestras reales y estos datos se utilizaron
para realizar la prediccion de concentracion de Sb en base a modelo PLS obtenido.

4.4.1. Modelo PLS para la determinacion de Sb en agua
El modelo PLS obtenido para antimonio reducido con un intervalo de
concentraciones 0.5-10 ug Sb/L, con adicidon de metanol y de mezcla Kl + acido

ascorbico, se presenta en la Figura 17.

Factors Reference Y (Conc (ug/L Sb). Factor-3)

Figura 17. Modelo PLS obtenido para el andlisis de agua embotellada (0.5-10 ug Sb/L)
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En esta ocasion, el modelo fue construido en base a tres primeros factores, los
cuales permitieron cubrir al 100% la varianza de datos. En el grafico de coeficientes
de regresion, se observan las regiones espectrales, donde las sefales de emision
se correlacionan con la concentracion de Sb y contribuyen en la funcién de
regresion. Dichas funciones obtenidas en la etapa de calibracion (azul) y validacion
(rojo) presentaron aceptable linealidad (R? =0.997). De manera mas importante, se
obtuvieron bajos e iguales errores con el valor de 0.2152 para RMSEC y RMSEP
(root mean square error of calibration; root mean square error of prediction, por sus
siglas en inglés) asi como muy bajo valor de “bias” en la validacion (-1.16x10), lo
que confirma una buena calidad predictiva del modelo. Cabe mencionar que la
validacion del modelo se realiza mediante el re-calculo de modelo después de sacar
un punto de calibracién a la vez.

Para visualizar los datos que se utilizaron en el modelo PLS, en la Figura 18 se
presentan espectros de emision adquiridos en el proceso de calibracién realizado.
La Figura 18a muestra espectros obtenidos a partir de estandar de Sb(lll) mientras
que la Figura 18b muestra espectros obtenidos tomando estandar de Sb(V).
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Figura 18. Espectros de emision utilizados para construir modelo PLS para andlisis de agua embotellada: a) estandar de
Sb (11l) (0.5-10 ug Sb/L) b) estandar de Sb (V) (2-11.5 ug Sb/L) c) adicién de estdndar para muestra W1 (0, 0.5, 1.5, 2.5 ug
Sb/L)

En primer lugar, se observa una buena concordancia entre estos dos gréaficos
confirmando la efectiva pre-reduccion de Sb(V) a Sb(lll). Por otro lado, se puede
notar que las diferencias entre intensidades de las sefales adquiridas para las
soluciones individuales de calibracidn son muy pequefias. Dichos cambios son
insuficientes para la calibracién univariante, como lo muestra la Figura 18, pero el
método PLS, al considerar de manera global todos los cambios dentro de las
regiones seleccionadas del espectro, realiza correctamente el analisis de regresion
(Figura 17). Especificamente, las funciones de regresion lineal obtenidas en etapas

de calibracion utilizado estos datos se presentaron en la Figura 11.
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Figura 19. Funcidn de regresion lineal obtenida en el proceso de calibracién univariante en Sb(V) (2-11.5 ug Sb/L, 217.581
nm)

Para examinar la exactitud de la prediccién por PLS, se prepar6 la muestra de agua
W1 con adiciones de estandar utilizando concentraciones de 0, 0.5, 1.5, 2.5y 5.0
Mg Sb/L. Los espectros adquiridos en este experimento se presentan en la Figura
18c. Cada uno de los espectros de calibracion y de adicidén de estandar a la muestra
W1, se sometieron al modelo PLS para la prediccion de las concentraciones de Sb.
En la Tabla 6 se presentan los resultados obtenidos. Los porcentajes de
recuperacion se encontraron dentro del intervalo 58-116 %. De manera general,
para las concentraciones mas altas que 1 pg Sb/L, el procedimiento provee una
buena precisién (CV en intervalo entre 1.4 % hasta 12 %) y aceptable exactitud.

Tabla 6. Porcentajes de recuperacion de Sb obtenido para las soluciones de calibracion y para adicion de estandar a
muestra W1, utilizando el modelo PLS desarrollado para agua embotellada.

Experimento Sb agregado, pug/L Prediccién PLS, ug/L | Recuperacién, %
Calibracién Sb(lll) 0 <LD
0.5 0.34 +0.08 68.0
2.5 2.32+0.28 92.8
5.0 5.00 £ 0.11 100
10 9.82 +0.14 98.2
Calibracién Sb(V) 0 <LD -
2 1.85+0.15 92.5
4 3.90 £ 0.08 97.5
6.5 5.95+0.13 91.5
11.5 10.76 £ 0.21 93.7

59



Adicién de Sb agregado, Prediccién Concentracién en | Recuperacion,
estandar, W1 pg/L PLS, pg/L muestra, pg/L Y%
0 0.31 £0.08 0.39£0.10
0.5 0.60 £0.14 0.75+0.18 58.0
1.5 1.59+0.19 1.98+0.24 85.3
2.5 2.61+£0.20 3.26 £ 0.25 92.9
5.0 6.10 £ 0.31 7.63 £ 0.39 116

Para evaluar los limites de deteccion (LOD) y de cuantificaciéon (LOQ) del método
PLS, se hizo la prediccion de la concentracion de Sb en cinco réplicas del blanco vy,
en base a los valores obtenidos, se obtuvo la desviacion estandar de 16 ng Sb/L.
(Zhang & Harrington, 2015). Adoptando el criterio de tres y diez desviaciones
estandar para LOD y LOQ, respectivamente, estos limites fueron de 48 ng Sb/L y
0.16 ug Sb/L en soluciones de calibracion. Para el método, dichos valores fueron
60 ng Sb/L para LOD y 0.25 ug Sb/L para LOQ.

4.4.2. Modelo PLS para determinacion de Sb en PET

El modelo PLS obtenido para el analisis de PET se muestra en la Figura 20. Se
utilizaron los dos primeros componentes principales, logrando cubrir por completo
la variabilidad de los datos. En la grafica de “Scores” se observa una buena
separaciéon de las soluciones de calibracion y su ordenamiento de acuerdo con
crecientes concentraciones de Sb. En la grafica de coeficientes de regresion, se
aprecian aquellas longitudes de onda para las cuales las senales de emisién
presentardn una buena correlaciéon con la concentracién de Sb. Para las etapas de
calibracién y de validacion, se obtuvieron coeficientes de linealidad > 0.99, valores
similares de RMSEC (5.571) y RMSECV (5.952) y el bias de prediccion 0.573,
indicando la buena capacidad predictiva del modelo.
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Figura 20. Modelo PLS obtenido para el andlisis de PET (80-230 ug Sb/L)

Utilizando el modelo de regresién PLS obtenido, se realizd la prediccion de

concentraciones de Sb en cada una de las soluciones de calibracion que contenian

PET libre de Sb con adicion de estandar de Sb(lll). Los resultados se muestran en

la Tabla 7. En la misma Tabla 7 también se incluyen los resultados de prediccion

para muestras de PET sin y con adicidn de estandar; en este caso, los porcentajes

de recuperacion fueron entre 85.7% y 93.8% reconfirmando la confiabilidad del

modelo.

Tabla 7. Porcentajes de recuperacion de Sb obtenidos agregando diferentes concentraciones de estdndar de Sb(lll) al PET
purificado del Sb, utilizando el modelo PLS desarrollado para el PET

Experimento Sb agregado, pg/L Prediccién PLS, ug/L | Recuperacion, %
Calibracién Sb(lll) 0 <LD -
80 80.3+2.6 100
130 124 £ 4 96.1
180 1823 101
230 228+ 4 99.1
Adicién de Sb agregado, Prediccién Recuperacion, | Concentracion en
estandar, PET2 pg/L PLS, pg/L % muestra, mg/kg
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0 111 x4 - 277 + 11
50 158 £ 6 93.8 395 +£15
100 202 +5 91.2 505 +12
150 239+6 85.7 598 + 15

Los espectros de emision de Sb utilizados para construir el modelo se presentan
en la Figura 21a y en la Figura 21b se muestran los espectros obtenidos en

experimento de adicién de estandar a la muestra PET2.
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Figura 21. Espectros de emision adquiridos en el andlisis de PET: (a) soluciones de calibracion en presencia de PET libre de
Sb (lineas de creciente intensidad de sefial corresponden a 0, 80, 130, 180, 230 ug Sb/L, respectivamente) y (b) muestra
de PET2 con adiciones de estdndar de Sb(lll) muestras de calibracion (lineas de creciente intensidad de sefial

corresponden a 0, 50, 100, 150 ug Sb/L, respectivamente)

De manera similar como para el modelo PLS anterior, se calcularon los limites de
deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) en base a la prediccidon de la
concentracion de Sb en cinco réplicas del blanco, calculando la desviacién estandar
cuyo valor fue de 0.40 ug Sb/L. (Zhang & Harrington, 2015). Adoptando el criterio
de tres y diez desviaciones estandar para LD y LC, respectivamente, estos limites
fueron de 1.21 ug Sb/L y 4.06 pg Sb/L en soluciones de calibracion. Para el método,
se obtuvo el limite de deteccion 3.0 mg Sb/kg en PET vy el limite de cuantificacién
de 10 mg Sb/kg.
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4.5. Analisis de muestras reales

El procedimiento HG-MP-AES con la cuantificacién por PLS fue utilizado para la
prediccion de concentraciones de Sb en una serie de muestras reales. En el caso
del PET, se analizaron cuatro diferentes marcas de botellas mostrando los
resultados obtenidos en tabla 8. Los resultados estan dentro del intervalo 154 - 279
mg Sb/kg, en concordancia con los valores reportados para PET por otros autores
(Filella, 2020b; Haldimann et al., 2013; Sanchez-Martinez et al., 2013; Westerhoff,
Prapaipong, Shock, & Hillaireau, 2008). Cabe sefalar que la precision de la

prediccidn en estas muestras era buena con valores de CV entre 2.7% y 5.4%

Tabla 8. Concentraciones de Sb encontrados en muestras de PET y en agua embotellada. Se presentan valores promedio
con respectivas desviaciones estdndar en base a tres réplicas de cada andlisis.

Prediccion en la solucion, Concentracion en la muestra

Muestra ug Sb/L (mg Sb/kg para PET y ug Sb/L para agua)
PETA 61.5+£28 154 7

PET2 1126 279 £ 15

PET3 81.8+t4 204 £10

PET4 88.5+22 2216

Wi1 0.31 £0.08 0.39£0.10

w2 1.27 £0.12 1.59£0.15

W3 0.41 +£0.09 0.51 +0.11

W4 0.94 £0.08 1.18 £ 0.10

W2A (4 °C) 1.58 £0.13 1.98 £ 0.17

W2B (25 °C) 1.79+0.18 2.24 £0.22
DW-PET 424 +£0.13 5.30 £ 0.16
DW-PVC 2.81+£0.22 3.51+£0.28
DW-Rubber 246 £0.19 3.08 £0.24

En la tabla 8 se muestran también los resultados obtenidos para Sb en agua tomada
de las botellas PET1-PET4, las cuales fueron marcadas como W1-W4. Las
concentraciones encontradas en estas muestras fueron en el intervalo de 0.31 - 1.59
ug Sb /L, indicando que todas las muestras cumplieron con la normatividad para
agua (Westerhoff et al., 2008). Debido a mucho més bajas concentraciones de Sb
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en agua respecto al PET, la precision de prediccion fue baja en este caso.
Especificamente, los valores CV sobrepasaron 20% para concentraciones < 0.5 ug
Sb /L mientras que, para concentraciones > 1.0 ug Sb /L, se obtuvo el intervalo de
CV 3.0-9.8%. Es relevante que las concentraciones de Sb en agua W1-W4 y en
PET1-PET4 mostraron una buena correlacion (0.955), indicando que el Sb migra
del PET al agua embotellada en este material, de acuerdo con varios estudios
previos, discutidos en la parte de introduccién. Para confirmar que dicha migracion
aumenta con la temperatura y el tiempo de contacto, se compraron dos botellas del
agua de marca 2 con medio afo de anticipacién; una de ellas se mantuvo en
refrigeracion y protegida de luz (W2A) y la otra botella se guard6 a temperatura
ambiente en exposicion a luz solar de manera natural (W2B). Los resultados
obtenidos para estas dos muestras se incluyen en la Tabla 8, donde puede
observarse que la concentracion del Sb en W2B fue incrementada respecto W2A
por aprox. 13%. Este resultado no solo confirma estudios anteriores sobre la
migracion de Sb del PET, sino que también demuestra que el procedimiento
propuesto permite detectar diferencias en la concentracion de Sb causadas por

fendmeno de migracion.

Adicionalmente al PET, el fendmeno de migraciéon ha sido reportado para otros
materiales como PVC o caucho. Por ello, se tuvieron sumergidos aprox. 2 g de PET,
del PVC y del caucho en 500 mL del agua desionizada por medio afo en exposicidén
natural a la luz solar y en temperatura ambiente. El Sb no fue detectado en agua
desionizada, pero si en las soluciones obtenidas en este experimento (DW-PET,
DW-PVC, DW-rubber en la tabla 8). Debido a la presencia de una alta cantidad de
dichos materiales utilizados en contacto con agua y por un periodo largo de tiempo,
las concentraciones en estas muestras fueron mas altas respecto a las
determinadas en agua embotellada. Nuestros resultados confirman que los restos
de diferentes materiales tirados a sistemas acuaticos son una importante fuente de
contaminacion con Sb (Alassali et al., 2019; Y.Y. Fan et al., 2014; Filella, Belzile, &
Chen, 2002; James & Turner, 2020).
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4.6. Analisis de PET por MALDI-TOF MS

En un primer experimento, el objetivo era ver la factibilidad de caracterizar PET
proveniente de una botella de agua (PET1), utilizando las herramientas disponibles
en el laboratorio. En base a reportes anteriores, la solubilizacion de PET se obtuvo
utilizando el &cido trifluoroacético, siguiendo protocolos recomendados por la NIST.
En concreto, se disolvié 0.1 g de PET en 1 mL de TFA y una alicuota de esta
solucion se mezcld 1:1 con el acido 2,5-dihidroxibenzoico 0.5M (matriz quimica). Un
microlitro de la mezcla se deposit6 en la placa de acero y se dej6 secar para lograr
la co-cristalizacion. Se utilizé el espectrémetro de masas MALDI-TOF MS AutoFlex
speed, seleccionando modo positivo de ionizacion, adquisicidn de espectro en modo
lineal en un intervalo de m/z 700-4500. De manera de ejemplo, en la Figura 22 se
presenta uno de los espectros obtenidos, donde las sefiales cubren el intervalo de
700 hasta 3500 y la distancia entre los picos representa la masa monoisotépica del
mondmero (m/z 192.43 correspondiente a la formula C10HsOa4).
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Una vez abierto el espectro en el programa FlexAnalysis, se sustrajo la linea base
y se importaron los datos al programa PolyTools. En Polytools, se definieron varios
parametros tales como; tolerancia de masa 0.8, intensidad de grupos terminales (H,
OH, CHB3, C10H904, C2Hs0) y sodio como catién, arrojando los resultados que se

presentan en la Figura 23.
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Figura 23. Captura de pantalla del programa PolyTools con los resultados del andlisis de la muestra PET1.

Como se puede observar, el software detectd seis diferentes estructuras del
polimero, cada uno de ellos marcado con otro color en el espectro y en la tabla de
la Figura 23. Para cada estructura, se calcularon automaticamente los valores de
masa molecular promedio en numero (Mn), masa promedio en peso (Mw),
coeficiente de polidispersidad (pd), el grado de polimerizacion (DP) y la distribucidn
relativa de cada una de las estructuras calculada como porcentaje de abundancia
total de iones cubierta sumando cada serie de iones (%). Con estos resultados se
abre un nuevo tema a retomar en estudios futuros, centrado en la evaluacion de

estructuras de PET y de otros polimeros del uso comun, mediante MALDI-TOF MS.

A continuacion, se utilizé el mismo sistema instrumental para confirmar que, en
condiciones empleadas para el tratamiento de muestra, ocurrio la hidrolisis de PET.
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Para ello, se vari6 el tiempo de hidrélisis, obteniéndose muestras para 24, 48 y 96
horas de calentamiento de PET con KOH 5% m/v en metanol en presencia de del
metdxido de sodio 0.5% y carburo de calcio 0.5% m/v. Una vez depositadas las
muestras en la placa de acero, se adquirieron espectros en el intervalo de m/z 200-
4500. Como primera evidencia de despolimerizacidn se debe mencionar que, en los
espectros obtenidos no se presentaron iones de m/z mayor de 1100. Por otro lado,
con aumento del tiempo de hidrolisis aparecen sefiales con menores valores m/z
reconfirmando el proceso de despolimerizacién (Ben-Zu et al., 2000). Uno de los
iones abundantes en PET despolimerizado corresponde a m/z 552. En base a un
estudio previo reportado por Badia y colaboradores (Badia, Stromberg, Ribes-
Greus, & Karlsson, 2011), este fragmento podria corresponder a la forma ciclica de
dos mondmeros con una molécula de tereftalato, cationizada con sodio, como lo
muestra Figura 24a. Cabe mencionar sin embargo que, debido a falta de calibracion,
el error de masa es muy alto, es necesario retomar el analisis en un trabajo futuro.
En la Figura 24Db, se presenta cambio de la abundancia del ion m/z 552 con el tiempo
de hidrdlisis; la tendencia creciente afirma el progreso de dicho proceso con el
tiempo de calentamiento. Para fines de extraccidon de Sb, se adopté el tiempo de 24
h, tal como se describe en las secciones anteriores.
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Figura 24. Efecto de tiempo de calentamiento durante hidrolisis alcalina en la despolimerizacion del PET. (a) estructura
sugerida del ion m/z 552; (b) cambio de abundancia del mismo ion con el tiempo de calentamiento del PET

5. CONCLUSIONES

En el presente trabajo de tesis se ha desarrollado un procedimiento analitico
para la determinacién de antimonio en PET y en agua embotellada en PET. La
importancia de dicho analisis se debe al amplio uso de PET para envasar
bebidas y empacar alimentos, y al fendmeno de migracion de Sb del polimero a
estos productos. El antimonio es un contaminante que representa el riesgo a la
salud y en diferentes regiones del mundo se establecié su concentracion maxima
en agua potable.

El procedimiento propuesto consiste en un pretratamiento de muestra, la
generacion de estibina para su introduccion a un espectréometro de emision
atébmica con excitaciéon en plasma de microondas (MP-AES) y el uso del método

de regresion por minimos cuadrados parciales (PLS) para la cuantificacién.

Cabe mencionar que los importantes desafios en el caso del agua embotellada
fueron: (i) bajas concentraciones de Sb esperadas en las muestras y (ii) posible
presencia de dos estados de oxidacion de Sb. Para PET los retos fueron: (i)
lograr una eficiente extracciéon de Sb a partir de PET vy (ii) asegurar el mismo

ambiente quimico del analito en las soluciones de calibracién y en las muestras.
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La aportacién original del trabajo se resume a continuacion:

1.

Puesta a punto de las condiciones experimentales e instrumentales del
sistema HG-MP-AES.

Aplicacion de hidrdlisis alcalina en la etapa de pretratamiento de muestras
de PET, para la extraccién de Sb. En contraste a los procedimientos de
digestion del PET reportados en literatura, dicha hidrolisis se realiza en
condiciones de reaccion relativamente suaves, amigables al medio
ambiente.

Obtencion y uso de PET libre de Sb para llevar a cabo el proceso de
calibraciéon en presencia de matriz quimica de muestra.

Aplicacion del método PLS en la etapa de cuantificacion, generando dos
modelos de calibracion, para PET y para agua embotellada,
respectivamente.

El uso del PLS para el andlisis de agua embotellada arrojé el limite de
cuantificacion del método 0.20 ug Sb/L, permitiendo la determinacién de Sb

directamente, sin necesidad de preconcentracion.

Los parametros de los modelos PLS y los resultados de su aplicacién en la

determinacién de Sb en dos tipos de muestras se resumen brevemente en la

siguiente Tabla 9.

Tabla 9. Principales pardmetros de los modelos PLS construidos para la determinacion de Sb en PET y en agua

embotellada.

Parametro PLS - agua PLS - PET
embotellada

Composicién de soluciones de HCI 1M, K1 0.15M, PET libre de Sb, HCI 1M,

calibracion acido ascérbico 40nM, metanol 10% v/v

metanol 10% v/v

Intervalo de calibracién, ug Sb/L 0.5-10 80-230
Linealidad (R?(cal)/ R3(val) 0.9965/0.9966 0.9953/9940
RMSEC/RMSEP 0.2152/0.2152 5.5712/5.9519
Bias en validacién -1.16x10°® 0.5729
LOD del método 60 ng Sb/L 3.0 mg Sb/kg
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LOQ del método 0.20 ug Sb/L 10 mg Sb/kg
Intervalo de CV, % 2-23 2-5.4
Intervalo de recobro, % 58-116 85.7-101

En el caso del agua embotellada, al utilizar los datos espectrales en la vecindad
de linea de emisién de Sb (217.6 £ 1nm) para construir el modelo PLS, se
incluyeron las dos senales del doblete de Sb (217.581 nm, 217.919 nm) y se
elimin6 el efecto de fluctuacion de linea base, arrojando muy bajos limites de
deteccion y de cuantificacion.

En el caso del PET, las soluciones de calibracion contenian la misma cantidad
de polimero (libre de Sb) que las muestras reales y en ambos casos se utilizo el
mismo protocolo de hidrolisis y extraccion de Sb antes de introducir las
soluciones al sistema HG-MP-AES. De esta manera, se obtuvo muy buena
calidad predictiva del modelo de regresion PLS.

Los resultados obtenidos en el andlisis de muestras reales fueron en
concordancia con las concentraciones de Sb en PET y en agua embotellada en
PET reportados previamente en varios estudios. Adicionalmente, se ha
confirmado que el proceso de migracién de Sb del PET y de algunos otros
materiales progresa con el tiempo de contacto y con incremento de temperatura.
El procedimiento propuesto mostré suficiente sensibilidad para detectar cambios
en la concentracién de Sb en agua debidos a dicha migracion.

La hidrdlisis del PET en el procedimiento propuesto ha sido confirmada mediante
el andlisis por MALDI-TOF MS con aplicacién del software PolyTools de Bruker
Daltonics.

En un trabajo futuro es necesario profundizar el estudio de la estructura de
polimeros y de su despolimerizacion mediante el uso de diferentes técnicas de
espectrometria de masas, principalmente ESI-QTOF-MS y MALDI-TOF MS.
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