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Resumen

Se ha sintetizado y caracterizado el copolimero de poliestireno-anhidrido maleico
para preparar in situ un hidrogel sensible a los cambios de pH. El hidrogel generado se
ha utilizado por primera vez en el desarrollo y optimizacion de un método de
microextraccion analitica para siete contaminantes organicos de diferente naturaleza, en
combinacion con cromatografia liquida de alta resolucion con deteccion fluorescente. El
método analitico desarrollado se ha validado en términos de sensibilidad, precision,
eficacia extractiva y recuperacion relativa. Finalmente, el método se ha aplicado al

analisis de diferentes muestras de agua potable.

Abstract

The poly(styrene-alt-maleic) anhydride copolymer was synthesized and
characterized to prepare in situ a pH-responsive hydrogel. The hydrogel was used in the
development and optimization of a new analytical microextraction method in
combination with high performance liquid chromatography with fluorescence detection
to determine seven organic pollutants of different nature. The analytical performance of
the entire method was evaluated in terms of sensitivity, precision, extraction efficiency
and relative recovery. The developed method was applied to the analysis of different

drinking water samples.
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Introduccion

CAPITULO 1.- INTRODUCCION

1.1. Nuevos materiales en técnicas analiticas de preparacion de muestras

La etapa de preparacion de muestras cobra una gran relevancia en el
procedimiento analitico, ya que su principal objetivo es minimizar la complejidad de la
muestra y eliminar la mayor parte de las interferencias presentes en la matriz de la misma.
En algunas ocasiones, ademas, esta etapa implica una preconcentraciéon para mejorar la
sensibilidad del método analitico total. Asimismo, hay que considerar la dificultad que de
por si conlleva la determinacion de mezclas de analitos a muy bajas concentraciones en

matrices complejas (7).

Entre otras dificultades inherentes a la etapa de preparacion de muestras, cabe
sefalar el alto consumo de tiempo, el elevado coste, los problemas de contaminacion y lo
tedioso del procedimiento en algin caso. Por ello, las nuevas tendencias en Quimica

Analitica estan enfocadas hacia la mejora de los tratamientos de muestras.

Entre el grupo de alternativas propuestas para mejorar los procedimientos
convencionales, cabe sefialar la introduccion de nuevos materiales en los tratamientos de
muestras. La busqueda de nuevos materiales ha sido un campo de investigacion muy
fructifero en los ultimos afios y se ha dirigido hacia la sintesis de materiales con mayor
capacidad extractiva para analitos de interés que los materiales convencionales, con un
mayor rango de aplicabilidad en diferentes técnicas, y que, en conjunto, sean mas baratos,

faciles de sintetizar y menos contaminantes (2).

Ademas, las exigencias en el desarrollo de nuevos materiales con aplicacion
analitica han venido acompafiadas de la implantacion de los principios de la Quimica
Analitica Verde (GAC), que se dirigen hacia una disminucion en el consumo de reactivos
y en la generacion de desechos, y hacia una miniaturizacion de los métodos analiticos (3).
En este sentido, el auge producido por la incorporacién de nuevos materiales ha tenido
lugar paralelamente al desarrollo de técnicas de microextraccidn como procedimientos de
preparacion de muestras. Las técnicas de microextraccion se caracterizan por el uso de

pequenas cantidades de disolventes o materiales de extraccion (del orden de microlitros

1
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0 microgramos, respectivamente), lo que minimiza por un lado el consumo de tiempo, y
por otro el consumo de reactivos en la metodologia analitica con la consecuente

disminucién de residuos (4).

Cumpliendo con las tendencias en GAC, se han aplicado con éxito numerosos
materiales en diferentes técnicas de microextraccion. Entre ellos, es posible destacar a los
liquidos 1i6nicos (ILs) y sus derivados, los disolventes de punto eutéctico ultra-bajo
(DESs), los nanomateriales basados en carbono (fullerenos, nanotubos de carbono de
pared simple o multiple, grafeno...), los polimeros de impronta molecular (MIPs) y las
redes metal-organicas (MOFs). En la Figura 1.1 y la Figura 1.2 se muestran algunas

estructuras representativas de los materiales mencionados.

1.1.1. Disolventes utilizados como extractantes

Los procedimientos convencionales de preparacion de muestras se caracterizan
por la utilizacion de grandes volumenes de disolventes organicos, en su mayoria toxicos,
inflamables y volatiles. Estas caracteristicas de los disolventes convencionales
indudablemente no siguen los principios de la GAC, por lo que se intentan sustituir por
otros reactivos menos contaminantes. Los disolventes medioambientalmente sostenibles
con mayor aplicacion en técnicas de extraccion en los Ultimos afios son los ILs y sus

derivados, y mas recientemente los DESs (5).

1.1.1.1. ILs y sus derivados

Los ILs son un grupo de disolventes no moleculares con puntos de fusion
inferiores a 100 °C, constituidos generalmente por cationes organicos voluminosos y
asimétricos, y por aniones inorganicos u orgéanicos (6). Estos materiales presentan una
presion de vapor despreciable a temperatura ambiente, por lo que no generan compuestos
organicos volatiles (VOCs) en condiciones habituales. Por ello, se consideran disolventes

sostenibles (7). Existe ademas una tendencia actual que se dirige a la utilizacion de
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cationes tipo morfolinio o guanidinio, y aniones que incorporan grupos ésteres en su

estructura, para asegurar la baja citotoxicidad de estos compuestos (8—10).

ILs y derivados

IL “convencional” C,MIm-PF MIL Py ¢ 6 6-FeCly

Aniéon: RF Anion:
hexafluorofosfato FBF tetracloroferrato
F ﬁ/» @®P
\/\/\/

N
I/
—~ \/ Cl, ClI

-n

N

Cation: © Cation: C?fFé N
butilmetilimidazolio tetrahexil fosfonio

PIL poly(ViPy)-NTt, Surfactante basado en IL C3Gu-Cl

Cation: Anion:

poli(vinilpiridinio) Wn cloruro cl®
N © NH,

Anion: Cation:
bis[(trifluorometil)sulfonil]imida octilguanidinio
DESs
DESs “convencionales” DESs naturales (NADESS)
_\—\e N7
SN HO >®~
\—\_ ©
Cl
Aceptor de enlaces de hidrégeno: Aceptor de enlaces de hidrogeno:
TBAC (cloruro de tetrabutilamonio) cloruro de colina
O
HO™ "N \)J\OH
OH
Dador de enlaces de hidrégeno: hexanol Dador de enlaces de hidrégeno: acido lictico

Figura 1.1. Estructuras representativas de ILs, sus derivados y DESs utilizados en
técnicas de microextraccion analitica en los ultimos afios.
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| Nanomateriales basados en carbono |

[ Namtabesds carbons

Ceo
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.
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O——)
0 o 0 o
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N A\ AN ™ Z
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[ \
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Cavidades con la forma Imagen SEM de un MIP
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Metal: Cu
Ligando: acido trimésico

MIL-101(Cr)
Metal: Cr
Ligando: acido tereftalico

MOF-5
Metal: Zn
Ligando: acido 1,4-bencenodicarboxilico

Figura 1.2. Estructuras representativas de nanomateriales basados en carbono, MIPs, y
MOFs utilizados en técnicas de microextraccion analitica en los Gltimos afios.
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Aparte de estas ventajas medioambientales, los ILs presentan muchas otras
caracteristicas que justifican su amplia utilizacion en métodos de microextraccion. Entre
ellas, se destaca su elevada estabilidad quimica, térmica y mecanica, su alta conductividad
ionica, y su alta capacidad de solvatacién para compuestos de naturaleza organica e
inorgéanica (/7). Asimismo, los ILs se consideran disolventes de disefio, ya que la
incorporacion de pequefias modificaciones en su estructura genera grandes cambios en
las propiedades fisico-quimicas de los ILs, tales como la solubilidad, la conductividad y
la viscosidad. La introduccion de grupos funcionales en el cation o la variacioén de la
naturaleza del anidn constituyen otro de los aspectos mas ampliamente estudiados en los

ultimos afios, con el objeto de disefiar ILs para aplicaciones especificas (/2).

La versatilidad sintética de los ILs ha dado lugar asimismo al desarrollo de
diferentes derivados de estos compuestos, también de enorme importancia por su
aplicabilidad en microextraccion analitica en los ultimos afios. Entre ellos, destacan los
polimeros de liquidos i6nicos (PILs), los liquidos i6nicos magnéticos (MILs) y los

surfactantes basados en ILs.

Los PILs son un grupo de polielectrolitos polimerizados a partir de mondémeros
de ILs. Estos polimeros, al incorporar unidades repetitivas de ILs en sus cadenas
poliméricas, conservan algunas de las propiedades mas caracteristicas de los ILs (como
por ejemplo su alta capacidad de solvatacion), ademas de presentar aquellas propiedades
que son mas propias de los polimeros (/3). Los PILs se caracterizan por poseer una mayor
estabilidad térmica y mecanica que los ILs convencionales, y presentan propiedades
superficiales que favorecen su utilizacion como sorbentes en técnicas de microextraccion
analitica (/4, 15). Los PILs son los unicos derivados de ILs que no se utilizan como
disolventes, pero se incluyen en esta seccion por su afinidad, tanto estructural como

funcional, con los ILs convencionales y con el resto de derivados de ILs.

Los MILs, por su parte, se forman mediante la introduccion de metales o
complejos de metales paramagnéticos en el cation o el anion de los ILs (/6). Ademas de
poseer las propiedades intrinsecas de los ILs, los MILs se caracterizan por exhibir
respuesta ante campos magnéticos externos, lo que contribuye enormemente a su amplia

utilizacion como disolventes de extraccion en Quimica Analitica (/7, 18), debido a la
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facilidad con la que se pueden separar de la fase acuosa con un imén, evitando pasos como

la centrifugacion o la filtracion durante la preparacion de muestras.

En cuanto a los surfactantes basados en ILs, estdn constituidos generalmente por
cationes con largas cadenas alquilicas, siendo capaces de formar agregados micelares en
agua cuando se encuentran a concentraciones superiores a la respectiva concentracion
micelar critica (CMC). Estos derivados de ILs presentan menores CMCs que las de los
surfactantes convencionales con estructuras analogas (/9), permitiendo por tanto
aprovechar las propiedades de las micelas sin necesidad de un alto consumo de materiales.
Los surfactantes basados en ILs también se han utilizado con éxito como disolventes de

extraccion en los ultimos afos (8, 9, 19).

En la Figura 1.3 se muestran de un modo representativo el porcentaje de
publicaciones que hacen uso de técnicas de microextraccion analitica en las que se han
utilizado ILs y derivados durante los ultimos dos afios, ya sea como disolventes de
extraccion o como sorbentes en el caso de los PILs. Las aplicaciones mas significativas
de los ILs convencionales, surfactantes basados en ILs y MILs han sido en estrategias de

microextraccion en fase liquida (LPME), acaparando un 80% de las aplicaciones.

En conjunto, la utilizacién de ILs, MILs y surfactantes basados en ILs como
disolventes de extraccion en las diferentes variantes de la microextraccion liquido-liquido
dispersiva (DLLME) ha dado lugar a un mayor nimero de publicaciones frente a la
utilizacion de estos materiales en otras estrategias de LPME. Por su parte, los PILs han
sido utilizados en los ultimos dos afios principalmente como sorbentes en microextraccion

en fase solida (SPME).

En la DLLME, se utilizan volumenes del orden de microlitros de IL, MIL o
surfactante basado en IL como disolvente de extraccion. En la modalidad IL-DLLME
convencional y MIL-DLLME, el IL y el MIL, respectivamente, son insolubles, con lo que
la extraccion y preconcentracion de los analitos se produce con ayuda de un disolvente
dispersor que favorece el contacto entre los analitos y el extractante porque es miscible
en ambos. Por otro lado, en la modalidad IL-DLLME in situ, en la que el IL o surfactante

basado en IL es hidrofilico, la adicién de un agente de intercambio o una sal inorganica



Introduccion

permite insolubilizar el IL con los analitos extraidos y preconcentrados sin necesidad de

utilizar disolvente dispersor (20).

En cuanto a los PILs, se han utilizado principalmente como recubrimiento de
pocos micrometros de espesor sobre fibras de SPME, tanto en la modalidad de inmersion
directa (DI-SPME) como en espacio en cabeza (HS-SPME), ofreciendo la ventaja de una

mayor selectividad en la interaccion con los analitos durante la etapa de extraccion (73).

{ SPME (20%) ]

20%

18%

11%

A
[ |

Figura 1.3. Gréfico representativo del nimero de publicaciones cientificas donde se hace
uso de las principales técnicas de microextraccion analiticas que incorporan ILs y
derivados. Los datos corresponden a los anos 2018 y 2019 (hasta junio de 2019), y se
obtuvieron de la base de datos Scopus.

La Figura 1.4 muestra un esquema de las técnicas de microextraccion en las que

los ILs y sus derivados han tenido mayor aplicacion en los ultimos afios.
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Figura 1.4. Esquemas de las principales técnicas de microextraccion analitica en las que
se han utilizado ILs y derivados en los ultimos afos.
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1.1.1.2. DESs

Los DESs son un grupo de disolventes constituidos por la mezcla (en diferentes
proporciones) de un aceptor de enlaces de hidrogeno (HBA) y un dador de enlaces de
hidrogeno (HBD). La mezcla resultante presenta un punto de fusion mas bajo que la

temperatura de fusion de cada uno de los componentes por separado (21).

Los DESs no son inflamables, caracterizdndose asimismo por su baja presion de
vapor y su estabilidad en medio acuoso. Son faciles de sintetizar, presentan baja toxicidad,
son biodegradables y facilmente reciclables. Estas propiedades los convierten en
prometedoras alternativas frente a otros disolventes convencionales utilizados en

extraccion (22).

Recientemente se estan utilizando productos naturales, como los azicares y los
acidos organicos, para el desarrollo de DESs naturales (NADESSs), que resultan ser mas

biodegradables que los DESs convencionales (23).

Los DESs presentan una toxicidad menor que la de los ILs comtiinmente utilizados
en microextraccion analitica y, ademas, su sintesis es mucho mas simple y rapida,
asegurando el cumplimiento de los requisitos de la GAC en relacion a la ausencia de

disolventes organicos en todo el proceso (24).

Mientras que el uso de ILs como disolventes sostenibles estd mas extendido, las
aplicaciones analiticas de los DESs son mucho mads recientes, como se muestra en la
Figura 1.5, en la que se recoge a modo comparativo el nimero de publicaciones cientificas
en los ultimos 5 afios que utilizan ILs o DESs en técnicas de microextraccion analitica.
Asi, la utilizaciéon de DESs ha sido muy limitada, salvo en los ultimos 2 afios, en los que

estos disolventes han presentado un mayor niamero de aplicaciones (25-27).
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Figura 1.5. Numero de publicaciones cientificas en las que se han utilizado ILs y DESs
en diferentes técnicas de microextraccion analitica. Los datos se corresponden con el
periodo 2014-2019 (hasta junio de 2019) y se han obtenido de la base de datos Scopus.

1.1.2. Materiales solidos utilizados como sorbentes
1.1.2.1. Nanomateriales basados en carbono

Las nuevas técnicas de preparacion de muestras, ademas de incorporar disolventes
medioambientalmente sostenibles en las estrategias de microextraccion en fase liquida,
han introducido nuevos materiales en metodologias de preparacion de muestras en fase
solida, beneficiandose de sus propiedades como sorbentes. Entre estos nuevos materiales,
los nanomateriales basados en carbono destacan por su estabilidad quimica, durabilidad,
resistencia a la corrosion y elevada area superficial (28). Este tipo de materiales engloban
un amplio rango de formas alotropicas del carbono, entre las que se incluye el
nanodiamante, los fullerenos, los nanotubos de carbono (CNTs) y el grafeno. En esta
seccion se discutirdn las principales propiedades y aplicaciones del grafeno y de los
CNTs, dado que son los nanomateriales basados en carbono que han presentado una

mayor relevancia en técnicas de microextraccion analitica en los ultimos anos (29).
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El grafeno es un material derivado del grafito que, desde su aislamiento, se ha
utilizado con profusion en la produccion de dispositivos electronicos, debido a su
estabilidad térmica, mecanica y electronica (30). No obstante, su baja reactividad limita
las interacciones entre este material y los analitos de interés, por lo que es mas habitual
el empleo de o6xido de grafeno (317, 32). Asi, el grafeno y, fundamentalmente, el 6xido de
grafeno, se han empleado con éxito como sorbentes en técnicas de microextraccion
analitica, gracias a propiedades como su gran area superficial, su gran resistencia
mecanica, la facilidad y el bajo coste de su sintesis, la morfologia de nanosheets y el
sistema de electrones © deslocalizados que presenta en su estructura (33). La morfologia
de nanosheets del grafeno es una caracteristica que no esta presente en otras formas
alotropicas del carbono. Los nanosheets permiten que ambas caras del grafeno estén
simultaneamente disponibles para el proceso de adsorcion, posibilitando la extraccion de
analitos con gran impedimento estérico en sus estructuras moleculares, y que no pueden
ser adsorbidos con tanta facilidad por fullerenos o CNTs (30, 34). Asimismo, el sistema
de electrones m deslocalizados ofrece posibilidades de extraccion de una gran cantidad de
compuestos con anillos aromaticos, lo cual resulta ventajoso debido a que la mayor parte

de los contaminantes organicos presentan anillos aromaticos en su estructura (33, 36).

Por su parte, los CNTs son materiales nanoestructurados unidimensionales
formados al enrollar una capa de laminas de grafito en forma cilindrica con multiples
paredes, dando lugar a los nanotubos de carbono de pared multiple (MWCNTs); o con
una sola pared, generando los nanotubos de carbono de pared simple (SWCNTs). Los
CNTs se caracterizan por presentar una alta resistencia mecanica, gran estabilidad y
elevada conductividad térmica (37). Sus propiedades electronicas son variables, ya que
pueden ser excelentes conductores o semiconductores dependiendo de la conformacion
estructural de las laminas de grafeno (38). Asimismo, han sido utilizados en Quimica
Analitica debido especialmente a su capacidad para establecer interacciones de diferente
naturaleza tanto con compuestos de naturaleza organica como inorganica, asi como a la
combinacion de su pequeio tamafio con una elevada area superficial, que les confiere una

gran capacidad de absorcion y adsorcion (39, 40).

Una ventaja de los CNTs es que se pueden funcionalizar para modificar sus

propiedades fisico-quimicas, dando lugar a una mejora en la selectividad y en la
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solubilidad, que es extremadamente baja en muchos disolventes debido a las fuerzas de
Van der Waals existentes entre los tubos (39). El proceso de funcionalizacion incluye con
frecuencia un tratamiento oxidante con un acido fuerte que también reduce las impurezas
resultantes del proceso de sintesis, seguido de una reaccidon organica que posibilita la
incorporacion de grupos funcionales en la superficie del CNT (37). En la Figura 1.6 se
observa un ejemplo de funcionalizacion de CNTs con aminas. El material final dispone
de grupos amino en la superficie que favorecen, en este caso, una interaccion mas

selectiva con analitos polares.

En la Figura 1.7 se muestra un grafico del nimero de publicaciones cientificas en
las que se han utilizado los principales nanomateriales basados en carbono (grafeno y
CNTs) en técnicas analiticas de preparacion de muestras durante los ultimos 5 afios. Se
puede apreciar un mayor uso de los CNTs frente al grafeno, debido a la facilidad con la
que se pueden funcionalizar los primeros, lo que proporciona versatilidad y selectividad

en las separaciones cuando se utilizan como sorbentes.

1.1.2.2. MIPs

Los MIPs son un grupo particular de polimeros sintéticos caracterizados por
presentar propiedades de reconocimiento molecular similares a las exhibidas por
biomoléculas naturales como los anticuerpos y las enzimas (4/). Estos polimeros
reticulados son altamente selectivos, ya que la molécula diana por la cual tienen afinidad
especifica participa directamente en la sintesis del MIP. Por tanto, los MIPs se consideran
materiales de disefio y pueden utilizarse para aplicaciones especificas. Es importante
distinguir los MIPs de los polimeros convencionales, que se preparan en ausencia de
moléculas molde y, en consecuencia, presentan una estructura tridimensional sin

especificidad de reconocimiento (42).
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Oxidacion Funcionalizacion

Nanotubo de carbono Nanotubo de carbono
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Figura 1.6. Ejemplo de funcionalizacién de nanotubos de carbono con aminas.
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Figura 1.7. Numero de publicaciones cientificas en las que se han utilizado
nanomateriales basados en carbono (grafeno y CNTs) en diferentes técnicas de
microextraccion analitica. Los datos se corresponden con el periodo 2014-2019 (hasta
junio de 2019) y se han obtenido de la base de datos Scopus.

En la Figura 1.2 se observa el proceso de formacion de un MIP. Se parte de un
monoémero y un agente de entrecruzamiento, como en los polimeros convencionales, con
la particularidad de que las cavidades presentes en el polimero final tienen la forma de la
molécula molde por la que presentan afinidad. De esta manera, los analitos afines seran

reconocidos especificamente por el MIP.

Los MIPs se caracterizan por poseer elevada estabilidad quimica y mecanica, alta
selectividad y una estabilidad térmica moderada. Asimismo, son materiales robustos y se
pueden reutilizar facilmente para diferentes aplicaciones (43). Por ello, en los ultimos
afios se han descrito numerosas aplicaciones de este tipo de polimeros en técnicas de

preparacion de muestras (44—47).
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1.1.2.3. MOFs

Los MOFs son materiales cristalinos formados por la unién de iones o clusters
metalicos y ligandos orgénicos mediante enlaces de coordinacion. Presentan redes
tridimensionales ordenadas y se caracterizan por poseer porosidad uniforme, lo que les
confiere extraordinarias propiedades para su utilizacion como sorbentes en técnicas de

microextraccion analitica (48).

Los MOFs poseen las areas superficiales mas altas conocidas hasta la fecha y bajas
densidades. Al igual que los ILs, los MOFs son materiales con una gran versatilidad
sintética, debido a la facilidad con la que se puede controlar y modificar la estructura y
propiedades del MOF, tales como su porosidad y caracteristicas cristalinas, a partir de la
modificacion de las combinaciones metal-ligando y las condiciones de sintesis (49).
Tomando en consideracion estas propiedades, en los ultimos afios se han publicado un
gran numero de articulos que incorporan diferentes MOFs para su utilizacion en técnicas

de microextraccion (50—53).

La versatilidad y las excelentes propiedades de los MOFs en microextraccion
analitica han despertado recientemente el interés en estudiar los mecanismos de
interaccion del MOF con analitos de diferente naturaleza, con el objetivo de modular y
disefiar las estructuras de los MOFs para maximizar su eficacia como sorbentes,
incrementando no solo las eficacias de extraccion, sino también la selectividad (54, 55).
Asimismo, con objeto de desarrollar métodos de microextraccion mas sostenibles
utilizando MOFs, estudios recientes se han centrado en sintetizar MOFs con baja
toxicidad, utilizando para ello estrategias sintéticas “verdes”, que eviten en lo posible la
presencia de disolventes organicos toxicos y reduzcan el tiempo necesario para llevar a

cabo la sintesis (56).

En la Figura 1.8 se observa el aumento en el nimero de publicaciones que utilizan
MOFs como materiales de microextraccion durante los ultimos 5 afios, constatandose que

el abanico de aplicaciones esta en pleno auge.
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Figura 1.8. Numero de publicaciones cientificas en las que se han utilizado MOFs en
diferentes técnicas de microextraccion analitica. Los datos se corresponden con el periodo
2014-2019 (hasta junio de 2019) y se han obtenido de la base de datos Scopus.

Los materiales utilizados como sorbentes en preparacion de muestras
(nanomateriales basados en carbono, MIPs, y MOFs) se han utilizado con éxito
fundamentalmente en técnicas miniaturizadas de extraccion en fase solida. Los
procedimientos generales de dichas técnicas se esquematizan en la Figura 1.9. En todos
los casos, la separacion de los analitos tiene lugar mediante la retencion de los mismos en
el material sorbente y su posterior desorcion, ya sea con un disolvente o con aplicacion
de altas temperaturas. En la extraccion en fase solida miniaturizada estatica (u-SPE), se
utiliza una cantidad de orden de mg del sorbente, que se encuentra empaquetada en un
cartucho a través del cual se hace pasar la muestra con los analitos. Los analitos
experimentan retencion en el cartucho por interaccion con el sorbente, y posteriormente

se eluyen con un disolvente adecuado.
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Figura 1.9. Esquemas de las principales técnicas de microextraccion analiticas en las que
se han utilizado materiales como sorbentes (grafeno, CNTs, MIPs, y MOFs) en los

ultimos afnos.
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La extraccion en fase solida dispersiva miniaturizada (D-p-SPE) se basa, por su
parte, en dispersar el sorbente en la muestra, lo que posibilita una eficiente y rapida
interaccion con los analitos, y permite, asimismo, tras centrifugar, separar el sorbente con
los analitos extraidos y preconcentrados, que son posteriormente desorbidos para su
determinacion analitica (57). La version magnética de esta metodologia (m-D-pu-SPE)
utiliza material sorbentes magnéticos, de manera que la separacion del material con los
analitos retenidos se puede realizar facilmente con un iman, evitando asi etapas como la
centrifugacion o la filtracion. En cuanto a la SPME, el sorbente act@ia como fase
estacionaria recubriendo una fibra y pudiendo extraer los analitos por contacto directo
con la muestra (DI-SPME) o en espacio en cabeza, si los analitos son volatiles (HS-

SPME).

El éxito de cada material en las diferentes técnicas de microextraccion con
sorbentes solidos depende de la estructura, funcionalidad y rango de aplicabilidad del
mismo. Por tanto, hay materiales que han presentado mejores resultados en algunas
técnicas que en otras y, por ende, ha sido utilizado preferentemente en dichas técnicas.
En la Figura 1.10 se recoge a modo comparativo el nimero de publicaciones en los
ultimos dos afios de cada material sorbente en las diferentes técnicas miniaturizadas de
extraccion en fase solida. Asi, por ejemplo, todos los materiales tienen el mayor numero
de aplicaciones en SPME, salvo los CNTs, que han sido utilizados principalmente en D-
u-SPE. La mayor aplicabilidad de grafeno, MIPs y MOFs en SPME se debe a la
automatizacion y simplicidad del proceso, y a la posibilidad de incrementar la selectividad

de la extraccion disefiando recubrimientos de la fibra con materiales funcionalizados (58).

1.1.3. Ejemplos de aplicaciones analiticas de nuevos materiales

En la Tabla 1.1 se recogen aplicaciones representativas de todos los materiales

anteriormente descritos en técnicas analiticas miniaturizadas de preparacion de muestras.
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Figura 1.10. Numero de publicaciones cientificas en las que se han utilizado diferentes
materiales como sorbentes en técnicas miniaturizadas de extraccion en fase soélida. Los
datos corresponden a los afios 2018 y 2019 (hasta junio de 2019) y se obtuvieron de la
base de datos Scopus.

Como se puede observar, existe una gran diversidad de analitos determinados con
estos nuevos materiales en matrices diferentes, utilizando ademas distintos métodos de
extraccion acoplados con una gran variedad de técnicas analiticas, principalmente
cromatograficas. En la mayor parte de las aplicaciones recogidas en la Tabla 1.1 (9, 15,
17, 25-27, 35, 36, 39, 40, 4447, 50-53, 59), los limites de deteccion (LODs) son del
orden de ng-L"'. La sensibilidad alcanzada es tan elevada porque generalmente los
materiales utilizados en las técnicas de microextraccion posibilitan alcanzar una alta
preconcentracion, lo que aumenta la eficacia del procedimiento de preparacion de
muestras al mismo tiempo que cumple con los requisitos de la GAC si se tienen en cuenta
las pequefias cantidades utilizadas de material en todos los casos (del orden de mg o pL),
minimizando asimismo la cantidad de muestra requerida, en la mayoria de los casos nunca

superior a los 20 mL.
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Tabla 1.1. Ejemplos representativos de aplicaciones de nuevos materiales en técnicas analiticas de preparacion de muestras.

Material' Aplicacion del Cantidad de material / Analitos (n°)? Método de  Técnica LOD Ref.
material Tamaiio de dispositivo extraccion®  analitica  (ng-L)
ILs y derivados

IL disolvente de 90 mg /- cortisona y cortisol DLLME  HPLC-UV 110 - (59)
C4sMIm-PFs extraccion 160
PILs recubrimiento -/ recubrimiento de 1.7  endocannabinoides SPME UHPLC- 20-30 (1))
[VCi6Im][Br] de columna um en una columna de (2) MS/MS
[(VIm)2Cio]2[Br] capilar 10 cm
MILs disolvente de 20-30 mg / - filtros ultravioleta DLLME HPLC- 130 — (17)
[Ni(C4lm)4]o[Cl] extraccion (4), PAHs (2), DAD 5200
[Ni(Belm)4]2[CI] alquilfenoles (2),

plastificantes (1),

conservantes (1)
Surfactante disolvente de 20 puL /- OH-PAHSs (4) DLLME HPLC-FD 0.5-2 €))
basado en IL extraccion
C10Gu-Cl1
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Tabla 1.1. (continuacion)

Material’

Aplicacion del Cantidad de material / Analitos Matriz  Método de Técnica LOD Ref.
material Tamaiio de dispositivo (n°)? extraccion®  analitica  (ng-L)
DESs
DES disolvente de 200 pL /- aflatoxinas  cultivos MSPD HPLC-FD 30-100 (2%
(TBAC + hexanol) extraccion 4) ng-kg!
DES disolvente de 85 ulL /- plaguicidas  tomate QuEChERSy GC-FID 420 — (26)
(acido dicloroacético, extraccion (10) DLLME 740
butanol y mentol) ng-kg!
DES disolvente de lg/- lisozima clarade DESs-ABSs UV-Vis 3530 (27)
(TBAB + 4cido extraccion huevo ug Lt
glicolico)
Nanomateriales basados en carbono
MCNT sorbente 40 mg / - sulfonamidas  leche m-D-u-SPE - HPLC-MS  2-10 (39
(13)
MWCNT sorbente 20 mg / - atrazina agua u-SPE HPLC-UV 660 (40)
G-Fe304 sorbente 20 mg/ - plaguicidas agua D-u-SBSE HPLC- 500 — (3%
(7) DAD 9500
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Tabla 1.1. (continuacion)

Material' Aplicacion del Cantidad de Analitos (n°)? Matriz Método de  Técnica LOD Ref.
material material / Tamaiio extraccion®  analitica  (ng-L™)
de dispositivo
GEM adicion al - / monolito con 5 herbicidas de agua DI-SPME HPLC- 93 -120 (36)
monolito mg de grafeno acido DAD
adsorbente que recubriendo una fenoxiacético
recubre la fibra fibra de 2 cm
MIPs
MIPs sorbente 100 mg / - diuron arroz y separacion HPLC- 12000 (44)
Fe304@Si0@MIPs semillas magnética DAD
de grano con MIPs
MIP sorbente 90 mg/ - nitrosaminas (5) aguay u-SPE HPLC- 02-0.7 (45
bebidas MS/MS
MIP recubrimiento - / fibra de 4 cm acido valproico suero, HS-SPME GC-FID 10 (46)
de la fibra jarabe y
pastilla
MIP sorbente 200 mg / - bisfenol A té u-SPE HPLC-MS 72 (47)
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Tabla 1.1. (continuacion)

Material' Aplicacion del Cantidad de material / Analitos (n°)? Matriz Método de  Técnica LOD Ref.
material Tamafio de dispositivo extraccion®  analitica  (ng-L)
MOFs
MOF recubrimiento -/ recubrimiento de 15 PAHs (7) agua, HS-SPME GC-FID 0.1-7.5 (50)
MAF-66(Zn) de la fibra um en una fibra de 3 papas y
cm cerdo
MOF sorbente 10 mg/ - hormonas (4) agua u-SPE HPLC- 2-10 (5D
Ui0-66(Zr) MS/MS
MOF sorbente Smg/- estrogenos (4) agua u-SPE UHPLC- 0.95-23 (52)
MIL-101(Cr) MS/MS
MOF sorbente 10 mg/ - filtros ultravioleta agua D-u-SPE UHPLC- 500 — (53)
CIM-81(Zn) (4), desinfectante  residual uv 1500

(1), conservantes (4)

! Abreviaturas: ILs para liquidos i6nicos, PILs para polimeros de liquidos i6nicos, MILs para liquidos iénicos magnéticos, DESs para disolventes de punto
eutéctico ultra-bajo, TBAC para cloruro de tetrabutilamonio, TBAB para bromuro de tetrabutilamonio, MCNT para nanotubos magnéticos, MWCNT para
nanotubos de carbono de pared multiple, G-Fe3O4 para grafeno modificado con nanoparticulas magnéticas, GEM para grafeno en un monolito adsorbente,
MIPs para polimeros de impronta molecular, MOFs para redes metal-organicas.
% Abreviaturas: PAHs para hidrocarburos aromaticos policiclicos, OH-PAHs para hidrocarburos aromaticos policiclicos monohidroxilados.
3 Abreviaturas: DLLME para microextraccion liquido-liquido dispersiva, SPME para microextraccion en fase sélida, MSPD para dispersion de la matriz en
fase solida, QUEChERS para Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe, ABSs para sistemas bifasicos acuosos, m-D-u-SPE para extraccion en fase
sélida dispersiva magnética miniaturizada, u-SPE para extraccion en fase solida miniaturizada, D-u-SBSE para extraccion en fase solida dispersiva
miniaturizada sobre barrita agitadora, DI para inmersion directa, HS para espacio en cabeza, D-u-SPE para extraccion en fase sélida dispersiva miniaturizada.
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A pesar de que los materiales descritos se utilizan con éxito en microextraccion,
la busqueda y desarrollo de nuevos materiales, o incluso modificaciones de los ya
existentes, sigue siendo una linea de investigacion fructifera en Quimica Analitica. En
este sentido, se sigue ahondando en la busqueda de materiales que presenten una
preparacion sintética simple, asi como una menor toxicidad y una mayor versatilidad para
diferentes técnicas, que sean facilmente funcionalizables para incrementar la selectividad
de la interaccion con analitos diana, y que proporcionen una mayor eficacia extractiva

con respecto a tales analitos.

1.2. Hidrogeles
1.2.1. Propiedades y aplicaciones

Los hidrogeles son redes tridimensionales formadas por polimeros hidrofilicos
capaces de absorber grandes cantidades de agua. Estos materiales presentan una serie de
propiedades Unicas, como la biodegradabilidad, la biocompatibilidad, una destacable

capacidad de hinchamiento (swelling) y una elevada resistencia mecanica (60).

Los hidrogeles son materiales sensibles a los estimulos, debido a que son capaces
de experimentar un gran cambio de volumen en respuesta a pequefias modificaciones en
parametros ambientales como la temperatura, el pH o la fuerza idnica (67). De esta
manera, los hidrogeles méas comunes pueden ser sensibles a los cambios de temperatura,
sensibles a los cambios de pH o incluso exhibir una doble respuesta a pH y temperatura,

en funcion de las condiciones del medio y la aplicacion para la que son disefiados.

Las propiedades de los hidrogeles los han convertido en materiales muy versatiles,
con una amplia utilizacién en una gran variedad de aplicaciones. La biocompatibilidad,
su caracter hidrofilico y la capacidad de controlar su volumen e hinchamiento con relativa
facilidad han dado lugar a su utilizacion con éxito en la liberacion controlada de farmacos
(62, 63). Asimismo, su elevada resistencia mecéanica ha propiciado la utilizacion en

biomedicina para regeneracion de tejidos (64, 65).
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Los hidrogeles también se han diseflado como catalizadores orgéanicos
medioambientalmente sostenibles, debido a su destacable biodegradabilidad (66). La
busqueda de materiales mas respetuosos con el medioambiente ha llevado a explorar las
aplicaciones de hidrogeles creados a partir de biopolimeros, denominados
(bio)hidrogeles, que pueden estar constituidos por polisacaridos (chitosan, alginato,
dextrano y agarosa, por ejemplo), proteinas (gelatina) y acidos nucleicos (ADN). Estos
hidrogeles estan formados exclusivamente por estructuras naturales, con lo que son una

alternativa verde, sostenible y renovable a otros materiales convencionales (67).

Al igual que los hidrogeles presentan propiedades que han favorecido su
aplicacion en liberacion controlada de farmacos, en la que el cambio abrupto de volumen
que son capaces de experimentar permite el encapsulamiento de fAirmacos y posterior
liberacion en el organismo, parece logico que estos materiales también puedan ser
utilizados con fines extractivos. Las moléculas de interés (analitos) presentes en un medio
acuoso pueden interaccionar con el hidrogel y, en respuesta a cambios en pH o
temperatura, el material modifica su volumen, “encapsulando” asi en su estructura a los
analitos para su posterior determinacion analitica. Sin embargo, practicamente no existen
estudios que impliquen hidrogeles en estrategias analiticas de extraccion, con lo que no
se han explorado de manera exhaustiva las posibilidades de este tipo de materiales en

preparacion de muestras, al contrario que los materiales descritos en la seccion 1.1.

En la Tabla 1.2 se recogen cuatro ejemplos representativos de aplicaciones de
hidrogeles en extraccion analitica (68—71), constituyendo hasta la fecha las unicas

aplicaciones analiticas en microextraccion.

1.2.2. Hidrogeles sensibles a la temperatura

Los hidrogeles sensibles a la temperatura estan formados por polimeros que sufren
una modificacion en sus propiedades fisicas cuando se incrementa la temperatura. Se
caracterizan por presentar lo que se conoce como temperatura critica de disolucion (CST),

a la cual la disolucién del polimero pasa de ser homogénea a formar dos fases (72).
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Tabla 1.2. Aplicaciones de hidrogeles en extraccion analitica.

Tipo de hidrogel Polimero! Cantidad Analitos (n°) Matriz Método de Técnica LOD Ref.
de extraccion? analitica (ng-L™)
hidrogel

sensible a los cambios de pH  alcohol polivinilico- n.r. hormonas agua SPE GC-MS 150—  (68)

pectina esteroideas (6) 300
(bio)hidrogel chitosan 25 mg cadmio plantas MCH-D-m-  FAAS 0.20 (69)

u-SPE
respuesta doble PCMS-PDMAEMA 30 mg fluoroquinolonas  agua, D-u-SPE HPLC- 0.005- (70)
pH/temperatura (5) carne y MS 0.007
leche
sensible a la temperatura poli(N- n.r. fenoles (4) aguade  DLLME GC-MS 0.01- (7]
isopropilacrilamida)- rio 1.0

B-ciclodextrina

n.r.: no reportado

! Abreviaturas: PCMS-PDMAEMA para poli(4-clorometilestireno)- poli(dimetilaminoetilmetacrilato).
? Abreviaturas: SPE para extraccion en fase s6lida, MCH- D-m-pu-SPE para extraccion en fase solida dispersiva miniaturizada con hidrogel magnético de
chitosan, D-u-SPE para extraccion en fase solida dispersiva miniaturizada, DLLME para microextraccion liquido-liquido dispersiva.
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Introduccion

Los polimeros sensibles a la temperatura con valores bajos de temperatura critica
de disolucion (LCST), se vuelven insolubles con el calentamiento, mientras que los
polimeros con una temperatura critica de disolucion alta (UCST), se vuelven solubles al

aumentar la temperatura (73).

La facilidad con la que se puede controlar la temperatura del medio vy,
consecuentemente, la solubilidad del polimero, posibilita la generacion de hidrogeles in
situ a temperaturas determinadas. El proceso de gelificacion asistido por la temperatura
es reversible, de manera que el gel puede insolubilizarse y posteriormente volver a formar
una disolucién homogénea cuando el calentamiento utilizado como estimulo se detiene.
Los polimeros sensibles a la temperatura, por tanto, mantienen en su estructura un balance
hidrofobico-hidrofilico, por lo que un pequefo incremento alrededor de su valor de LCST
produce un colapso en las cadenas poliméricas que modifica las interacciones hidrofilicas
e hidrofobicas entre dichas cadenas y el medio acuoso (65). En la Figura 1.11 se

representa esquematicamente la formacion de un hidrogel sensible a la temperatura.

El mecanismo de gelificacion asistido por temperatura puede ser controlado para
la extraccion de compuestos presentes en el medio acuoso, como se observa en el ejemplo
de la Figura 1.11 para un polimero con LCST. Si las cadenas poliméricas son capaces de
interaccionar de manera efectiva con los analitos cuando forman una disolucion
homogénea con el agua, un cambio de temperatura en torno al valor de LCST puede
insolubilizar el hidrogel conteniendo los analitos extraidos. No obstante, a pesar de su
gran potencial, la utilizacion de hidrogeles sensibles a la temperatura en microextraccion
analitica no estd muy extendida, y se han descrito pocas aplicaciones, ya sea con
polimeros que exclusivamente exhiben respuesta a la temperatura (7/) o con polimeros

con doble respuesta a pH y a temperatura (70).
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M Polimero

Incremento de temperatura

|

Descenso de temperatura

A

Molkculas de interés y polimero en disolucion Moléculas de interés encapsuladas en el hidrogel,
ocupando un menor volumen que el nicial

Figura 1.11. Esquema de formacion de un hidrogel sensible a la temperatura con LCST.
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1.2.3. Hidrogeles sensibles a los cambios de pH

Los hidrogeles sensibles a los cambios de pH estan constituidos por polimeros con
grupos funcionales acidos o basicos en su estructura. El hidrogel se puede formar in situ
en el medio acuoso cuando dichos grupos funcionales aceptan o ceden protones en

respuesta a un cambio en el pH de la disolucion (74).

Los polimeros sensibles a los cambios de pH pueden solubilizarse en medio
acuoso ¢ insolubilizarse de manera reversible, al igual que aquellos sensibles a la
temperatura. En este caso, un intercambio de protones a un pH determinado, en funcién
de la estructura polimérica y los grupos funcionales presentes en ella, es capaz de generar
una fase rica en hidrogel conteniendo las moléculas de interés. En la Figura 1.12 se
muestra un esquema de la formacion de un hidrogel sensible a los cambios de pH y de las
interacciones que posibilitan la separacion de las moléculas de interés haciendo uso de

este material.

Las aplicaciones analiticas de los hidrogeles sensibles a los cambios de pH son
muy escasas, particularmente si se compara con la amplia utilizacién de estos materiales
en aplicaciones biomédicas (62, 63, 75). No obstante, el potencial de este tipo de
hidrogeles en estrategias de extraccion y preconcentracion es enorme, dada la facilidad
con la que se puede controlar el pH del medio para modular la interaccion entre el hidrogel
y los analitos. La estructura del polimero que genere el posterior hidrogel debe ser
adecuada para que se produzca la respuesta deseada al modificar el pH, con lo que es
necesario que existan grupos acidos o basicos en la misma. De esta manera, se puede
favorecer el reparto de los analitos entre el hidrogel y la fase acuosa por simple

protonacion o desprotonacion.
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Polimero en Molécula de

disolucion mterés
OH
0= @
Disminucion de pH OH
O ----- @) g
Aumento de pH
< OH
0-eeee @
Hidrogel interaccionando con las moléculas de Moléculas de interés “encapsuladas™ en el polimero, que se ha
mterés a un pH determinado msolubilizado por cambio de pH formando una fase rica en hidrogel

Figura 1.12. Esquema del mecanismo de interaccion de un hidrogel sensible a los cambios de pH con moléculas de interés.
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CAPITULO 2.- OBJETIVOS

Existen muy pocas aplicaciones de hidrogeles sensibles a los cambios de pH en
microextraccion analitica, mientras que, para otros materiales como ILs, DESs,
nanomateriales basados en carbono, MIPs y MOFs, no solo se han utilizado con éxito en
técnicas de preparacion de muestras, sino que también se han realizado modificaciones
estructurales de los mismos para maximizar su eficiencia en los procedimientos
analiticos. Es de interés, por tanto, integrar los hidrogeles sensibles a los cambios de pH
en aplicaciones de microextraccion con el objetivo de utilizar sus excelentes propiedades

para la extraccion y preconcentracion analitica.

Teniendo en cuenta las consideraciones con respecto a la necesaria presencia de
grupos acidos y basicos en la estructura de los polimeros constituyentes de los hidrogeles
sensibles a los cambios de pH, el copolimero de poliestireno-anhidrido maleico es el
seleccionado en este estudio ya que resulta sin duda un prometedor material (76), debido
a los cambios que puede sufrir como consecuencia de la adicion de HCI o NaOH. Las
aplicaciones de dicho copolimero en Quimica Analitica se han limitado a su empleo como
medio de extraccion para un solo compuesto, ya sea una molécula orgéanica
(concretamente verde de malaquita) (77) o un metal pesado formando parte de un
complejo (concretamente cobre con 2-carboxi-2-hidroxi-5-sulfoformazilbenceno) (76), y
en combinacién con técnicas espectroscopicas. En este sentido, las metodologias descritas
adolecen de falta de sensibilidad y por tanto no se han aprovechado las posibilidades de
preconcentracion que estos materiales pueden ofrecer si se integran convenientemente en
estrategias de microextraccion en combinacion con cromatografia. Asi, es importante
destacar que el copolimero de poliestireno-anhidrido maleico no se ha utilizado hasta la
fecha en el desarrollo de metodologias analiticas de microextraccion, siendo por tanto el
material seleccionado en este estudio para poner a punto un método de microextraccion

y preconcentracion analitica, conjuntamente con cromatografia liquida de alta resolucion.

Por todo ello, el objetivo general del presente trabajo de investigacion desarrollado
como Trabajo Fin de Master pretende la puesta a punto de una metodologia de

microextraccion y preconcentracion analitica, en combinacion con HPLC-FD, haciendo
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uso de un hidrogel sensible al cambio de pH, para la determinaciéon de un conjunto de

analitos de naturaleza organica.

Para alcanzar este objetivo general, se plantean los siguientes objetivos parciales:

Sintesis y caracterizacion del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico, como

punto de partida para la formacién de un hidrogel.

Evaluacion del comportamiento del copolimero sintetizado en disolucion acuosa
a diferentes valores de pH, como ensayo confirmatorio de su utilidad para la

generacion in situ de un hidrogel sensible a los cambios de pH.

Optimizacion de la separacion cromatografica de 7 contaminantes organicos de
diferente naturaleza (3 hidrocarburos aromaticos policiclicos (PAHs), 3 PAHs
monohidroxilados y 4-nonilfenol) mediante cromatografia liquida de alta
resolucion (HPLC) con deteccion fluorescente (FD); asi como conveniente

validacion del método HPLC-FD.

Optimizacion de un método de microextraccion haciendo uso del hidrogel
sensible a los cambios de pH generado a partir del copolimero de poliestireno-

anhidrido maleico (pH-HGME).

Desarrollo y validacion del método analitico total pH-HGME-HPLC-FD en

términos de sensibilidad, precision, eficacia extractiva y recuperacion relativa.

Aplicacion del método pH-HGME-HPLC-FD al analisis de muestras de agua.

Asimismo, con la realizacion de este Trabajo Fin de Master se pretende alcanzar

los siguientes objetivos asociados a la titulacion:

32

Realizar con eficacia busquedas bibliograficas exhaustivas en bases de datos
cientificas para conocer los antecedentes y el fundamento tedrico tanto de los
materiales en estudio (hidrogeles) como de la técnica analitica de preparacion de

muestra (microextraccion).



Objetivos

- Desempenar de un modo auténomo una labor experimental de investigacion.

- Comunicar con éxito, tanto de forma oral como de forma escrita, los resultados

obtenidos en esta investigacion cientifica.
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CAPITULO 3.- EXPERIMENTAL

3.1. Reactivos, estandares, disoluciones y materiales

Los reactivos utilizados para la sintesis del copolimero de poliestireno-anhidrido
maleico fueron el estireno (>99.9%) y el anhidrido maleico (99%), ambos suministrados
por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Asimismo, se utilizéo N, N-dimetilformamida
(DMF, >99.5%), proporcionada por Merck KGaA (Darmstadt, Alemania), como
disolvente de sintesis, y azobisisobutironitrilo (AIBN) como iniciador radicalario
proporcionado por Sigma-Aldrich. Para la purificacion del copolimero se hizo uso de
dietiléter (>99.7%), suministrado por Sigma-Aldrich. El disolvente en el que se realizo la
caracterizacion del copolimero por espectroscopia de Resonancia Magnética Nuclear de
proton ('H-RMN), fue el dimetilsulfoxido hexadeuterado (DMSO-ds), suministrado por
Sigma-Aldrich.

Entre los analitos estudiados se encuentran tres hidrocarburos aromaticos
policiclicos (PAHs): fluoreno (Flu, 98%), fluoranteno (Ft, 98%) y benzo[a]antraceno
(BaA, 99%), todos ellos suministrados por Sigma-Aldrich. Asimismo, se estudiaron tres
PAHs monohidroxilados (OH-PAHs): 2-hidroxinaftaleno (20Hnap, 99.9%), 2-
hidroxifluoreno (20Hflu, 98%) y 2-hidroxifenantreno (20Hphe, estindar con una
concentracion de 10 mg-L!, en acetonitrilo); y un alquilfenol, el 4-nonilfenol (NnP,
99%). Tanto los OH-PAHs como el NnP fueron proporcionados por Dr. Ehrenstorfer
GmbH (Augsburg, Alemania). La Tabla 3.1 contiene las estructuras quimicas y algunas

de las propiedades fisico-quimicas mas significativas de los analitos estudiados.

Se prepararon disoluciones individuales para cada uno de aquellos analitos cuyos
estandares originales estaban en forma de solidos, utilizando acetonitrilo (ACN)
HiPerSolv Chromanorm grado LC, proporcionado por VWR (Llinars del Vallés, Espafa),
a las siguientes concentraciones: 20Hnap a 560 mg-L!, 20Hflu a 600 mg-L"!, Flu a 4100
mg L1, Ft a 2600 mg-L!, BaA a 2160 mg-L' y NnP a 1003 mg-L"!. A partir de los
estandares preparados y del patron comercial de 20Hphe (10 mg-L™), se realizaron cuatro

disoluciones intermedias en ACN conteniendo todos los analitos, de 5000 pg-L-!, 1000
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pug'L1, 100 ug' L'y 5 ug-L, que fueron utilizadas para la preparacion de estandares de
trabajo tanto durante la validacion del método cromatografico, como en la optimizacion
del método microextractivo y en la validacion del método analitico total. Todas las

disoluciones se conservaron refrigeradas a 4 °C en nevera y protegidas de la luz.

Para la optimizacion del método microextractivo se utilizé acido clorhidrico
(37%, v/v), proporcionado por Honeywell Fluka™ (Seetze, Alemania), e hidroxido
sodico (> 99.5%) suministrado por Sigma-Aldrich. Se prepararon disoluciones de los
mismos a concentraciones de 2.00 mol-L-!' y 3.00 mol-L! para el NaOH, y de 2.50 mol-L-
1,3.75 mol-L, 5.00 mol-L!, 6.25 mol-L! y 7.50 mol-L"! para el HCL.

En la sintesis del copolimero se utilizaron viales transparentes de vidrio de 20 mL
suministrados por Varian (Palo Alto, CA, Estados Unidos), conjuntamente con tapones y
septa de politetrafluoroetileno (PTFE), proporcionados por Supelco (Bellefonte, PA,
Estados Unidos). Ademas, durante el proceso de polimerizacién se emplearon barritas

agitadoras de 15 x 4.5 mm suministradas por Sigma-Aldrich.

Las extracciones se llevaron a cabo en tubos de centrifuga Pyrex® (Staffordshire,
Reino Unido) de 15 mL (9.5 x 2 cm). Para las medidas de volumen se utilizaron
micropipetas Eppendorf™ (Hamburgo, Alemania), con rangos de 0.50 a 10.00 pL, de
2.00 2 20.00 pL, de 10.0 a 100.0 puL, de 20.0 a 200.0 uL, de 100 a 1000 uL y de 1 a 10
mL.

Para la preparacion de las fases méviles cromatograficas se utilizoé agua ultrapura
de resistividad 18.2 MQ-cm, obtenida mediante un sistema de purificacion de agua Milli-
Q gradiente A-10 (Watford, Reino Unido) y ACN HiPerSolv Chromanorm grado LC. Las
fases moviles se filtraron con filtros Millipore de 0.22 pm suministrados por Sigma-
Aldrich. Asimismo, se utiliz6 una jeringa Hamilton de 50 puL (Reno, Nevada, Estados

Unidos) para la inyeccién manual en el cromatografo.
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Tabla 3.1. Estructuras y propiedades fisico-quimicas de los analitos estudiados, obtenidas de la base de datos SciFinder® 2019.

Peso molecular

Presion de vapor a

Analito (abreviatura) Estructura quimica pKa Log Kow'
(g-mol?) 25°C (N'm?)
OH-PAHSs
OH
2-hidroxinaftaleno (20Hnap) 144.17 2210 957 2724
2-hidroxifluoreno (20Hflu) OH 182.22 6.1-10 9.94 3.646
OH
2-hidroxifenantreno (20Hphe) O g 194.23 5.4-10° 9.57 3.909
PAHSs
Fluoreno (Flu) Q.O 166.22 4.0-10" - 4323
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Tabla 3.1 (continuacion).

Peso molecular

Presion de vapor a

Analito (abreviatura) Estructura quimica pKa  Log Kow
(g-mol?) 25 °C (N-m?)
Fluoranteno (Ft) 202.25 2.3-10°3 - 5.004
Benzo[a]antraceno (BaA) OO‘ 228.29 2.7-107 - 5.729
Alquilfenol
OH
4-nonilfenol (NnP) /\/\/\/\/@ 220.35 1.1-102 1015 6.142

" Logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua a 25 °C
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3.2. Aparatos e instrumentos

La sintesis del copolimero se llevo a cabo en un bloque metalico sobre una placa
calefactora P Selecta® (Barcelona, Espafia) con control de agitacion magnética y
temperatura. Para el procedimiento microextractivo, se utilizé una centrifuga modelo
5702 de Eppendorf™ y un sistema de agitacion por vortex Velp® Scientifica (Usmate,

Italia).

El copolimero sintetizado se caracterizo por 'H-RMN a temperatura ambiente,
para lo cual se empled un espectrometro RMN AVANCE™ (500 MHz) suministrado por
Bruker (Massachusetts, Estados Unidos).

Para la separacion y deteccion de los analitos se utilizd un cromatégrafo liquido
de alta resolucion (HPLC) de Agilent Technologies (Santa Clara, CA, Estados Unidos)
modelo 1260 Infinity, con un sistema de deteccion de fluorescencia multicanal 1260
Infinity, también de Agilent, que permite trabajar simultdineamente con cuatro longitudes
de onda de emision fijando la de excitacion (o con cuatro longitudes de onda de excitacion
fijando la de emision). El cromatografo estd equipado asimismo con una valvula de
inyeccion manual de Agilent 5067-4191 y un loop de 5 pL. suministrado por Supelco. Se
utilizé una columna cromatografica InfinityLab Poroshell 120 EC-C18 de tipo core-shell
(150 mm x 4.6 mm X 4 pm), suministrada por Agilent, y una precolumna Pelliguard LC-

C18 (Supelco).

3.3. Software

Para el tratamiento del espectro RMN del copolimero, se empled el sofiware 1D-
NMR-Processor de ACDLABS (v 12.0). El software utilizado en el analisis
cromatografico fue OpenLab ChemStation de Agilent, para el registro y el tratamiento de
los cromatogramas obtenidos. Para realizar el disefio experimental se utilizo el
Statgraphics® Centurion XV. Los calculos estadisticos restantes se llevaron a cabo con

Excel (Microsoft Office, v. 2016).
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3.4. Procedimientos

3.4.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion del copolimero de poliestireno-

anhidrido maleico

La sintesis del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico, necesaria para la
posterior generacion del hidrogel, se llevd a cabo segtn el procedimiento descrito en la

bibliografia (78) con algunas modificaciones.

En primer lugar, se mezclaron estireno (4.9 mmol, 568 pL), anhidrido maleico
(4.9 mmol, 485 mg) y AIBN (0.04 mmol, 6.5 mg) como iniciador radicalario en DMF (4
mL) como disolvente. La mezcla se realizd en un vial equipado con barra de agitacion
magnética y cerrado con tapa provista de septum. Seguidamente, la mezcla se purgd con
N2 seco durante 20 minutos y se introdujo en un bloque metalico precalentado a 70 °C.
La reaccion de polimerizacion se llevo a cabo a temperatura constante durante 14 horas

y posteriormente se detuvo por enfriamiento en bafio de agua y hielo.

El copolimero fue purificado por precipitaciones sucesivas utilizando dietiléter.
Para ello, se afiadié dietiléter hasta observar dos fases, se aplico agitacion magnética
durante 10 minutos y se dejo reposar hasta que las fases se volvieron a separar. A
continuacion, se decantd la fase superior de dietiléter. El ciclo fue repetido 5 veces.
Finalmente, el producto se filtr6 a través de un filtro de 0.22 um y se seco a alto vacio

7.00-10* N-m2) a temperatura ambiente durante 8 horas.
p

En la Figura 3.1 se incluye un esquema del procedimiento de sintesis utilizado.
Para la caracterizacion del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico por "TH-RMN se
utilizo DMSO-ds como disolvente. Los datos espectroscopicos obtenidos coincidieron

con los descritos en la bibliografia (79).
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» Entrada de nitrogeno _______________________ > Termometro

. » Salida de aire
1) 568 L de estireno
2) 485 mg de anhidrido maleico

v

-------- » Bloque de reaccion
donde se coloca el vial

v

3) 6.5 mg de AIBN
4) 4 mL de DMF

---pPlaca calefactora con
agitacion magnética

Purga con Nz'tras fa ?d1c1on de los Polimerizacion (70 °C, 14 horas)
4 reactivos sefialados

Precipitacion
sucesiva en
dietiléter (% 5)

Enfriamiento en bafio

Filtracion y secado a
de agua y hielo

alto vacio

A

7.00-10* N-m2
Temperatura ambiente
8 horas

Copolimero de poliestireno-
anhidrido maleico (~400 mg)

Figura 3.1. Procedimiento de sintesis del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico.
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3.4.2. Método HPLC-FD

La separacion cromatografica de los analitos requirié una fase mévil constituida
por ACN y agua ultrapura, a un flujo constante de 1 mL-min’!. El gradiente de elucion
comenzd con un 60.0% (v/v) de ACN. A continuacion, se aumento progresivamente el
porcentaje de ACN, alcanzando un 62.0% (v/v) en 5 minutos y llegando al 100% (v/v) a
los 5.5 minutos. Este Gltimo porcentaje se mantuvo durante 6.5 minutos. De esta manera,

se consiguid una separacion cromatografica de los analitos en 10 minutos.

Por otro lado, se disefid6 un programa de fluorescencia para la deteccion de los
analitos con la mayor sensibilidad posible. En primer lugar, se registr6 cada analito de
forma individual para establecer su longitud de onda de excitacion (Aex) y de emision (Aem)
optimas. A continuacion, se ajustaron las condiciones para cada analito en los diferentes
canales de fluorescencia del detector, manteniendo una Aem constante para cada canal y
variando solo la Acx a diferentes tiempos durante la separacion. Los canales en los que se
detectaron los diferentes analitos y sus Aex / Aem Optimas a los tiempos cromatograficos

adecuados se recogen en el programa de fluorescencia de la Tabla 3.2.

Tabla 3.2. Programa de fluorescencia empleado.

Tiempo (min) Aex Aem (nm) Analitos Ganancia
(nm) A B C D

Inicio 225 350 315 386 460 - 8
2.00 225 * 20Hnap 12
3.25 273 * 20Hf{lu 12
3.85 259 * 20Hphe 12
7.00 262 * Flu 12
8.10 235 * Ft 12
8.60 277 * BaA 12
8.85 226 * NnP 12
10.00 - - - - - - 8

* Canal en el que se registra cada analito con mayor sensibilidad
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3.4.3. Microextraccion con hidrogel sensible al cambio de pH (pH-HGME)

Las condiciones del procedimiento de microextraccion se optimizaron
cuidadosamente, persiguiendo siempre el adecuado control del pH para la formacion del
hidrogel como extractante, y un alto ratio de volumenes de fases para asegurar una
adecuada preconcentracion. En las condiciones 6ptimas, se parte de 10 mL de un estandar
acuoso (o muestra acuosa) que se colocan en un tubo de centrifuga. A continuacion, se
afiaden 10 mg del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico disueltos en 150 pL de
NaOH 3 mol-L!, y se agita vigorosamente. En ese momento, se genera in situ el hidrogel,

soluble en agua.

Posteriormente, se afiaden 200 pL de HCI 6.25 mol-L! y se vuelve a agitar,
observandose en este caso turbidez y formacion de espuma debido a la insolubilizacion
del hidrogel. Seguidamente, la mezcla se somete a agitacion por vortex durante 3 minutos
con objeto de favorecer el contacto entre los analitos y el hidrogel insolubilizado; y se
centrifuga durante 15 minutos a 1921 x g para mejorar la separacion entre las fases. Se
obtiene asi una fase rica en hidrogel en el fondo del tubo conteniendo los analitos
extraidos y preconcentrados. Finalmente, se decanta la fase acuosa, y la fase rica en
hidrogel que queda en el fondo del tubo se diluye con 150 pL. de ACN, se filtra, y se
inyecta directamente en el HPLC-FD.

El procedimiento microextractivo 6éptimo desarrollado con el hidrogel basado en

el copolimero de poliestireno-anhidrido maleico se resume en la Figura 3.2.

3.4.4. Limpieza del material

Todo el material utilizado se someti6 a un protocolo de limpieza exhaustivo. El
material de vidrio volumétrico con el que se prepararon las disoluciones estandar e
intermedias se limpid en primer lugar con agua corriente y jabon. A continuacion, se
utiliz6 una mezcla compuesta por acido sulfirico y Nochromix® (Laboratorios Godax
Inc, proporcionado por Sigma-Aldrich), en la que se dejo el material un minimo de 24

horas, y finalmente se enjuag6 el mismo con agua ultrapura.
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Por otra parte, para la limpieza del material de vidrio no volumétrico se utilizé
agua corriente, jabon y agua destilada. Este material se sometid6 a un proceso de
calentamiento en un horno a 550 °C durante 3 horas para eliminar restos de materia

organica.

Por ultimo, las tapas se sumergieron en una mezcla de agua corriente y metanol
(> 99.9%) suministrado por Honeywell Riedel-de Haén, y finalmente se enjuagaron con

agua ultrapura.
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Experimental

Adicion de 10 mg de copolimero
disuelto en 150 uL. de NaOH 3
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analitos extraidos y preconcentrados,
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Figura 3.2. Procedimiento 6ptimo de microextraccion con el hidrogel basado en el copolimero de poliestireno-anhidrido maleico.
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CAPITULO 4.- RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Preparacion de un hidrogel sensible a los cambios de pH
4.1.1. Sintesis y caracterizacion del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico

El copolimero de poliestireno-anhidrido maleico se sintetizd segun el
procedimiento descrito en la seccion 3.4.1 de la parte experimental, cuyo esquema
procedimental resumido se muestra en la Figura 3.1. De un modo resumido, la reaccion
de sintesis es una co-polimerizacion de estireno con anhidrido maleico en presencia de

DMF como disolvente y AIBN como iniciador radicalario (78).

La estructura del copolimero se confirmo6 por 'H-RMN, obteniéndose el espectro
RMN que se muestra en la Figura 4.1. Las sefiales obtenidas en el espectro se asignaron
a los diferentes hidrogenos presentes en la estructura polimérica segun se describe en la
bibliografia (79). La sefial en torno a 1 ppm se asocia a los hidrogenos del grupo metilo
del extremo terminal de la estructura, marcados como “a” en la Figura 4.1. Por otro lado,
las sefales entre 1.8 y 3 ppm se corresponden con los hidrogenos del carbono terciario
(“c”) y del metileno (“d”) de la cadena principal del copolimero. La region del espectro
sefialada como “b” (7 — 7.6 ppm) se asocia a los hidrégenos aromaticos. Por ultimo, los
hidrogenos del residuo de anhidrido maleico “e” y “f” se corresponden con las senales

presentes entre 3 y 3.5 ppm. Cabe destacar asimismo la presencia de varias impurezas del

disolvente de sintesis (DMF, a 2.7 y 8 ppm), de agua a 3.5 ppm y de DMSO-ds a 2.5 ppm.

La concordancia entre las sefiales bibliograficas de RMN para el copolimero de
poliestireno-anhidrido maleico y las sefiales obtenidas en el espectro del producto

sintetizado pone de manifiesto que la sintesis se llevo a cabo con éxito.
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< DMSO-d*

= —n
copolimero de poliestireno-anhidrido maleico

T Al

e+ f ct+d

8 6 4 2 0
Desplazamiento quimico (ppm)

12 10 8 6 4 2 0
Desplazamiento quimico (ppm)

Figura 4.1. Espectro 'H-RMN (500 MHz) del copolimero de poliestireno-anhidrido
maleico sintetizado, utilizando DMSO-ds como disolvente.

4.1.2. Evaluacion preliminar de los cambios en disolucion del copolimero de

poliestireno-anhidrido maleico debidos a modificaciones del pH

Para evaluar la utilizacion del copolimero sintetizado con fines microextractivos,
se analizaron los cambios en su solubilidad en medio acuoso producidos por la variacion

del pH.

En la Figura 4.2 se presenta un esquema en el que se muestra la evolucion de la
estructura del copolimero en funcién del pH. En todo momento se dedujo la formacion
de las estructuras mostradas en la Figura 4.2 como explicaciéon logica de los cambios

observados experimentalmente a medida que se modificaba el pH, teniendo en cuenta el
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pKa. de los grupos funcionales presentes en la estructura del copolimero. El copolimero 1
es insoluble en agua ultrapura (pH = 5.5), y sin embargo es soluble en NaOH 2 mol-L"!
(pH = 10). La solubilizacion a pH basico se justifica por la formacion del producto 2 de
la Figura 4.2, ya que se forma el dicarboxilato del copolimero por hidrélisis basica del
anhidrido inicial. Cuando se afiade a continuacion HCl 2 mol-L"! al dicarboxilato
generado, se observa la insolubilizacion del mismo por formacién del producto 3 de la

Figura 4.2, que es el diacido que se genera a partir de la protonacion del dicarboxilato.

AIBN
. - ¢
+ (o) /
P -
DMF
estireno anhidrido maleico 0~ ™o °
— —n
1
OH"
H+
o (o) (0] (0]
OH OH (o}
28
L Ja L Ja
3 2

Figura 4.2. Preparacion del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico y
modificaciones de su estructura polimérica en respuesta a los cambios de pH: 1.
Copolimero de poliestireno-anhidrido maleico; 2. Dicarboxilato del copolimero de
poliestireno; y 3. Copolimero de poliestireno-acido maleico.

Estas pruebas preliminares permiten evaluar el comportamiento en agua del
material sintetizado a diferentes valores de pH, tras la formacion in situ de un hidrogel a
partir del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico. La estructura del copolimero

posibilita su insolubilizacidén por simple protonacion, generando un hidrogel que exhibe
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una respuesta a los cambios de pH adecuada para el desarrollo de un método
microextractivo. En la Figura 4.3 se observa un esquema de la generacion del hidrogel
sensible a los cambios de pH afiadiendo a una muestra acuosa (o estandar acuoso) el
copolimero de poliestireno-anhidrido maleico disuelto en medio basico con NaOH. A
continuacion, un cambio de pH producido por adiciéon de HCI protona el dicarboxilato y
lo vuelve insoluble. Esta separacion de fases puede emplearse como estrategia de
preconcentracion si el hidrogel es capaz de interaccionar con los analitos inicialmente

presentes en la muestra acuosa (o estandar acuoso).

4.2. Método cromatografico
4.2.1. Separacion cromatografica

Se seleccion6 un conjunto de 7 analitos: 3 PAHs, 3 OH-PAHs y NnP, todos ellos
contaminantes medioambientales cuya determinacidén en muestras acuosas cobra especial

importancia en la actualidad.

Los PAHs provienen de la combustion incompleta de sustancias organicas y son
cancerigenos, mutagénicos y teratogénicos. La volatilidad de este grupo de compuestos
(Tabla 3.1) provoca que pasen facilmente a la atmoésfera y, con ello, se distribuyan con
relativa facilidad en suelos, vegetacion y ecosistemas acuaticos (80). Por su parte, los
OH-PAHs son derivados monohidroxilados de los PAHs que presentan actividad
disruptora endocrina y son inductores de numerosos tipos de cancer. La facilidad con la
que se pueden generar en la atmosfera a partir de la reaccion entre los propios PAHs y el
radical hidroxilo provoca una gran preocupacion acerca de su persistencia en el
medioambiente. Ademas, los OH-PAHs también se forman como metabolitos en seres
vivos con alta exposicion a PAHs (87). En cuanto al NnP, es un disruptor endocrino
perteneciente a la familia de los alquilfenoles, con amplia distribucion ambiental y de
elevada toxicidad (82). Estructuralmente, todos poseen anillos arématicos y florescencia
natural, pero difieren en que por ejemplo los PAHs son altamente hidrofobicos y no
polares (altos valores de LogKow), mientras que los OH-PAHs se caracterizan por un

mayor grado de polaridad (bajos valores de LogKow).
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Adicion del copolimero de
poliestireno-anhidrido
maleico disuelto en NaOH

Muestra acuosa o
estandar acuoso
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Hidrogel soluble en la
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Q0
© 0

(anhidrido insoluble en agua)

Hidrogel generado in situ por aumento
del pH (dicarboxilato soluble en agua)

HCl

n

v

e

(Y

Disolucion turbia por

insolubilizacién del hidrogel

OH OH

- n

Hidrogel insolubilizado por dis minucién
del pH (diacido insoluble en agua)

Figura 4.3. Generacion de un hidrogel sensible a los cambios de pH a partir del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico.
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La técnica de analisis seleccionada para la separacion, deteccion y cuantificacion
de los analitos extraidos y preconcentrados en la fase rica en hidrogel fue la cromatografia

liquida de alta resolucioén con deteccion fluorescente (HPLC-FD).

La separacion cromatografica se llevd a cabo utilizando una fase movil de
ACN/agua ultrapura, optimizada mediante un conjunto de pruebas con distintos
gradientes de elucion. Asimismo, el programa de fluorescencia empleado para la
deteccion de los analitos se optimizé teniendo en cuenta las longitudes de onda de
excitacion y de emision Optimas para cada uno de los analitos. Las condiciones
cromatograficas finalmente seleccionadas se sefialan en la seccion 3.4.2. En las citadas
condiciones Optimas, se obtuvo una adecuada separacion de los 7 analitos estudiados en

menos de 10 min, tal y como se observa en la Figura 4.4.

Seiial
(mVolts)

50 1 20Hflu
BaA

40 |

20Hphe

Ft
30 ;

20Hnap
20 1

t Canal D
10 1 J & “mt Canal C

A J Canal B
0 - U Uk Canal A

0 2 4 6 8 10 Tiempo
(min)

Figura 4.4. Cromatograma representativo obtenido con un estandar de 20 ug'L_1
conteniendo todos los analitos (en ACN) empleando las condiciones 6ptimas en el HPLC-
FD. Para esta representacion se ha realizado un desplazamiento del 10% entre las sefales
de los distintos canales de fluorescencia, de cara a facilitar su visualizacidn.

En la Tabla 4.1 se incluye el orden de elucion de los analitos estudiados, su tiempo
de retencion promedio y la precision en los tiempos de retencidon, evaluada como
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desviacion estandar relativa (RSD, %) de inyecciones de estandares realizadas en varios

dias no consecutivos (n = 20).

Tabla 4.1. Orden de elucion y precision intermedia de los tiempos de retencion en la

separacion cromatografica optimizada en HPLC-FD.

Analitos Orden de elucion Tiempo de retencién promedio (min) RSD* (%)

20Hnap 1 2.83 0.29
20Hflu 2 3.63 0.34
20Hphe 3 4.04 0.38
Flu 4 7.81 0.14
Ft 5 8.31 0.17
BaA 6 8.77 0.24
NnP 7 9.01 0.29

" Desviacion estandar relativa inter-dia de los tiempos de retencién (n = 20)

4.2.2. Validacion del método HPLC-FD

La validacion del método cromatografico se llevo a cabo utilizando estdndares en

ACN, incluyéndose varios pardmetros analiticos de calidad obtenidos en la Tabla 4.2.

Como se puede apreciar, los coeficientes de correlacion (R) son en todos los casos
iguales o superiores a 0.996, por lo que el método HPLC-FD presenta a priori una

adecuada linealidad, verificada asimismo por medio de un test ¢ de Student (83). La

[}

hipotesis nula que se plantea es la inexistencia de correlacion entre “x” e “y” en el modelo

lineal. Los valores calculados de 7 (#.a) se obtuvieron aplicando la Ecuacion 1,

IR|Vn -2
cal = ———"
1-R

Ecuacion 1

siendo R el coeficiente de correlacion y n el numero de niveles de calibracion.
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Tabla 4.2. Parametros analiticos de calidad y precision intermedia del método cromatografico HPLC-FD para los analitos estudiados.

Analito Rango de calibraciéon (b £ t-SD?) RP  Syxc LOD¢ LOQ¢ Rango de RSD intra-  RSD inter-dia®
(ng'L™ (ng'L™h (ng'L7 dia’ (%) (%)

20Hnap 1-75 6.44+0.15 0999 4.1 0.090 0.30 2.8-5.7 6.8

20Hflu 1-50 13.9+0.7 0.999 10.6 0.010 0.060 32-5.8 5.3

20Hphe 1-75 7.39+0.17 0999 4.6 0.060 0.20 2.8-5.8 6.3

Flu 1-50 9.21+£0.34 0999 5.1 0.20 0.70 2.0-4.7 6.6

Ft 1-75 1.94+0.05 0999 1.3 0.060 0.20 22-59 5.1

BaA 1-75 4.73+0.11 0.999 3.0 0.030 0.10 41-59 6.6

NnP 5-100 0.275+£0.035 0.996 1.1 0.75 2.5 43-53 6.4

*Intervalo de confianza de la pendiente para n = 7 y un nivel de significacion de 0.05

b Coeficiente de correlacion

“Desviacion estandar de los residuos

4 Limite de deteccion, obtenido experimentalmente mediante disminucion de la concentracién de los estindares inyectados hasta obtener una relacion
sefal/ruido (S/N) de 3

¢ Limite de cuantificacion, estimado como (10/3) del limite de cuantificacion y comprobado experimentalmente mediante la inyeccion de estandares a las
concentraciones predichas

fRango de desviaciones estandar relativas intra-dia de las 4reas de pico obtenidas con un estandar de 30 pg-L" (n = 4)

¢ Desviacion estandar relativa inter-dia de las areas de pico obtenidas con un estandar de 30 ug-L™ (n = 12, 3 dias no consecutivos)
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Teniendo en cuenta el valor de ¢ critico (it = 2.57) para 5 grados de libertad (n =
7 niveles de calibracion) y un nivel de significacion de 0.05, se rechaza la hipdtesis nula,
pues los valores de fcai obtenidos con la Ecuacion 1 oscilan entre 24.1 para NnP y 112
para 20Hphe, siendo en todos los casos mayores que fui. Por tanto, el método

cromatografico optimizado presenta buena linealidad para los analitos seleccionados.

Por otro lado, las desviaciones estandar de los residuos (Sy/x) oscilan entre 1.1 para
NnP y 10.6 para 20H{lu. La sensibilidad, expresada como sensibilidad de calibracion, es

maxima para el 20Hflu, mientras que es minima para el NnP.

Los limites de deteccion (LODs) y de cuantificacion (LOQs) se determinaron
experimentalmente. Asi, los LODs se obtuvieron inyectando estandares de
concentraciones cada vez mas pequenas hasta que la relacion sefal/ruido (S/N) fuera de
3, mientras que los LOQs se determinaron por estimacion, a partir de (10/3) de los LODs,
y posteriormente se verificaron experimentalmente mediante estdndares a las
concentraciones predichas. Los LODs asi estimados se encuentran entre 0.01 pg-L™! para

el 20Hflu y 0.75 pg-L-! para el NnP.

Por otra parte, la precision del método cromatografico se evalud con un estandar
de 30 ug-L!, que es una concentracion perteneciente al rango de calibracion de todos los
analitos, pero que no se utilizo para la obtencion de las curvas de calibrado. Se calcul6 en
primer lugar la RSD (%) para las areas de pico obtenidas en inyecciones realizadas un
mismo dia (n =4). En la Tabla 4.2 se pueden observar los diferentes rangos de RSD intra-
dia para todos los analitos, encontrandose en todos los casos valores inferiores al 6.0%.
Por otro lado, se evalud la precision inter-dia mediante inyecciones realizadas en 3 dias
no consecutivos (n = 12), obteniéndose valores de RSD inter-dia para las areas de pico

adecuados en todos los casos, que oscilan entre 5.1% para Ft y 6.8% para 20Hnap.
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4.3. Hidrogel sensible a los cambios de pH en microextraccion analitica

4.3.1. Pruebas preliminares de microextraccion con el hidrogel basado en el

copolimero de poliestireno-anhidrido maleico

El hidrogel basado en el copolimero de poliestireno-anhidrido maleico se utilizd
como base para el desarrollo de un método de microextraccion y preconcentracion de los
7 analitos mencionados en la seccion 4.2. Como prueba inicial de verificacion de la
capacidad del copolimero de generar eficientemente un hidrogel, y paralelamente extraer
y preconcentrar in situ el conjunto de analitos mediante un cambio de pH, se anadio el
copolimero disuelto en NaOH a un estandar acuoso conteniendo los analitos. Tras afiadir
HCI y observar la insolubilizacion del hidrogel, la mezcla se sometioé a agitacion por
vortex y posterior centrifugacion, formandose una fase rica en hidrogel. La fase rica en
hidrogel obtenida se disolvidé por completo en ACN, garantizando de esta manera la
compatibilidad con la fase mévil del sistema HPLC-FD. La presencia de los analitos
(extraidos y preconcentrados) en la fase rica en hidrogel diluida en ACN se confirm6

cromatograficamente.

A continuacidn, se evaluaron las variables que podian tener influencia en el
método microextractivo, llevando a cabo un conjunto de pruebas preliminares en las que
se estudio la eficacia extractiva del método para cada uno de los analitos bajo diferentes
condiciones. En la Figura 4.5 se observa el esquema inicial del proceso microextractivo

estudiado.

Se observd que la concentracion de HCI afnadida para insolubilizar el hidrogel
ejercia una gran influencia en la eficacia extractiva, lo cual resulta 16gico si se considera
que el pH debe ser suficientemente acido para protonar el dicarboxilato y asegurar la
insolubilizacion del hidrogel con los analitos extraidos y preconcentrados (Ver Figura
4.3). Asimismo, se debe asegurar la adicion de un minimo de copolimero para generar
suficiente hidrogel en el procedimiento microextractivo (capaz de interaccionar
adecuadamente en disolucion con los analitos), de manera que la cantidad que quede de
hidrogel sin solubilizar debe ser despreciable y, por otra parte, la cantidad de hidrogel

insoluble debe ser la menor posible para asegurar un elevado factor de preconcentracion.
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Fase rica en agua

4
i
Adicion del copolimero de 3 D
poliestireno-anhidrido Decantacion de
maleico disuelto en NaOH Adicion de HC1 Vortex la fase acuosa HPLC-FD
> S ——_— ——_— —_— > >
% Centrifugacion
</ L) Dilucion de la fase rica en
. . . . . i hidrogel (conteniendo los
Muestra acuosa o estanda.r Disolucion Turbidez y formacion v analitos) con ACN
acuoso conteniendo los analitos transparente de espuma

Fase rica en hidrogel

Figura 4.5. Esquema inicial del procedimiento de microextraccion haciendo uso de hidrogeles sensibles a los cambios de pH.
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En este sentido, los factores que a priori tienen mayor influencia en el método
microextractivo son, por un lado, la concentracion de HCI, y, por otro, la cantidad de
copolimero. Los valores del resto de las variables se fijaron a aquellos valores que se
consideraron aceptables de acuerdo con el conjunto de pruebas preliminares. La Tabla
4.3 recoge las diferentes variables evaluadas y los valores fijados. Asi, el volumen de
muestra acuosa (o estandar acuoso) se fij6 en 10 mL por similitud con los volimenes
comunmente utilizados en microextraccion, de manera que exista una diferencia de
volumen significativa entre la muestra acuosa (o estandar acuoso) inicial y la fase rica en
hidrogel final, de modo que se garantice la preconcentracion de los analitos. Por otro lado,
el volumen y la concentracion de NaOH se escogieron con el propdsito de utilizar la
cantidad minima posible de este reactivo capaz de solubilizar el copolimero. En cuanto al
tiempo de vortex y tiempo de centrifugacion, se seleccionaron los minimos necesarios
para que se produjera la completa separacion entre la fase rica en agua y la fase rica en
hidrogel. Asi, para tiempos de centrifugacion inferiores a 15 minutos, se observo
dispersion del hidrogel en la fase rica en agua. Por ultimo, el volumen de ACN utilizado
para obtener el extracto final fue el minimo necesario para solubilizar la fase rica en

hidrogel, y evitar una dilucion innecesaria que reduzca la preconcentracion alcanzada.

Tabla 4.3. Variables que tienen influencia en el método de microextraccion haciendo uso

de un hidrogel sensible a los cambios de pH, asi como sus valores fijados o estudiados.

Variable Valor
Volumen de muestra acuosa o estdndar acuoso (mL) 10
Cantidad inicial de copolimero (mg) *
Concentracion de NaOH (mol-L ) 3
Volumen de NaOH (uL) 150
Concentracion de HCI (mol-L-!) *
Volumen de HCI (uL) 200
Tiempo de vortex (min) 3
Velocidad de centrifugacion (X g) 1921
Tiempo de centrifugacion (min) 15
Volumen de ACN usado en la dilucion de la fase rica en hidrogel (uL) 150

* Variable a optimizar

58



Resultados y discusion

4.3.2. Optimizacion del método de microextraccion con el hidrogel basado en el

copolimero de poliestireno-anhidrido maleico

Para la optimizacion del método microextractivo, se utilizd6 un disefio
experimental de dos factores (con las dos variables a optimizar anteriormente sefialadas).
El método quimiométrico empleado para la obtencion de los valores 6ptimos de las

variables evaluadas fue el de la matriz de Doehlert (84).

En primer lugar, se calculd el nimero de experiencias a realizar en el disefio

experimental utilizando la Ecuacion 2 (84),
N=Kk*+k+C,
Ecuacion 2

siendo N es numero de experiencias totales, £ el nimero de variables (k= 2 en este caso)

y Cp el nimero de experiencias en las que se repite el punto central (Cp = 3).

Atendiendo a los resultados de las pruebas preliminares, el factor “concentracion
de HCI1” fue seleccionado como el que ejerce una mayor influencia en el método, por lo
que se evaluo a 5 niveles, mientras que el factor “cantidad de copolimero” se evalu6 a 3
niveles. Para la obtencion de los valores de los diferentes niveles para cada factor, se

utilizo la Ecuacion 3 (84),

o X; - X!
ClUax; [

FEcuacion 3

donde C; son los valores codificados de Doehlert para el disefio de dos factores; X, es el
valor real en el centro del dominio experimental; AX; es la variacién del valor real,
calculada con la diferencia entre el valor maximo y el valor minimo con respecto al valor

central; a es el valor limite codificado para cada factor (1 para la variable que mas influye
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y 0.866 para la variable que menos influye); y X; son los valores reales de los factores en

las experiencias a realizar.

La matriz de Doehlert con los valores codificados para el disefio de dos factores y

los valores de X; obtenidos para los diferentes niveles de cada factor se recogen en la

Tabla 4.4. Como se puede apreciar, se realizaron 9 experiencias, en las que se evaluaron

5 niveles de “concentracion de HCI”, entre 2.50 mol-L-! y 7.50 mol-L'!; y 3 niveles de

“cantidad de copolimero”, que oscilaron entre 3.00 mg y 10.0 mg. Los limites de los

rangos evaluados para cada factor fueron seleccionados en base a las tendencias

observadas en las pruebas preliminares.

Tabla 4.4. Matriz de Doehlert para dos factores y niveles evaluados de las variables

optimizadas en el disefio experimental.

Experiencia Cuci*(mol-L) Mecopolimero” (ME)
Ci X;¢ Cy¢ Xof
1" 0 5.00 0 6.50
2 1 7.50 0 6.50
3 0.5 6.25 0.866 10.0
4 -1 2.50 0 6.50
5 -0.5 3.75 -0.866 3.00
6 0.5 6.25 -0.866 3.00
7 -0.5 3.75 0.866 10.0
8" 0 5.00 0 6.50
9 0 5.00 0 6.50

" Punto central, realizado por triplicado

* Variable con mayor influencia (Factor 1): “Concentracion de HC1”, evaluada a 5 niveles

® Variable con menor influencia (Factor 2): “Cantidad de copolimero”, evaluada a 3 niveles

¢ Valores codificados de Doehlert para los niveles del factor 1
4 Valores reales para el factor 1 en las experiencias realizadas
¢ Valores codificados de Doehlert para los niveles del factor 2

"Valores reales para el factor 2 en las experiencias realizadas
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Los resultados obtenidos en el disefio experimental se ajustaron a una superficie
de respuesta que es funcion de los dos factores a optimizar, y cuya expresion genérica

viene dada por la Ecuacion 4,
2
Y=k+A- [CHCI] +B- [mcopolimero] +AA- [CHCI]2 + AB- [CHCI] ’ [mcopolimero] +BB- [mcopolimero]

Ecuacion 4

siendo & una constante, 4 el coeficiente asociado a la variable de mayor influencia
“concentracion de HCI”, B el coeficiente del factor “cantidad de copolimero”, A4 el
coeficiente del cuadrado de la variable A, AB el coeficiente asociado a la interaccion entre
los dos factores y BB el coeficiente del cuadrado de la variable B. Los coeficientes toman
diferentes valores para cada analito, por lo que cada uno de ellos tiene una superficie de
respuesta caracteristica definida por la Ecuacién 4. En la Tabla 4.5 se recogen los
coeficientes de la superficie de respuesta para cada analito, los pardmetros de regresion
del modelo y los valores optimizados de las dos variables evaluadas haciendo uso de las
superficies de respuesta obtenidas. Como se puede observar, los valores del coeficiente
de determinacion (R?) son elevados y estan comprendidos entre 91.8% para el 20Hnap y

99.5% para BaA.

Enla Figura 4.6 se observa la representacion grafica de las superficies de respuesta
de todos los analitos definidas segun la Ecuacion 4, con los coeficientes recogidos en la
Tabla 4.5. La eficacia extractiva durante el disefio experimental se monitorizé con las
areas de pico obtenidas en el HPLC-FD tras realizar el método microextractivo en las
condiciones de las 9 experiencias evaluadas. En la representacion de la Figura 4.6, los
colores mas calidos (amarillo y naranja) de las superficies de respuesta se corresponden
con las mayores areas de pico registradas, por lo que facilmente se aprecia que no existen
diferencias significativas entre los analitos, ya que en todos los casos los maximos de las
superficies de respuesta se encuentran en el valor mas alto evaluado de “cantidad de
copolimero” (10.0 mg), con una ‘“concentracion de HCI” que varia entre 5.50 mol-L"!
para el NnP y 6.25 mol-L-! para el 20Hnap. Los maximos observados se asocian con los

valores Optimos recogidos en la Tabla 4.5.
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Tabla 4.5. Coeficientes y parametros de regresion de las superficies de respuesta, asi como los valores 6ptimos de las variables evaluadas con el

disefio experimental de Doehlert.

Analito k A B AA AB BB R* (%) Syx”  Cuc optima® (mol-L) Mcopolimero’ Optima (mg)
20Hnap -67.5 342 -460 -2.60 -0.176  0.901 91.8 10.3 6.25 10.0
20Hflu 957 376 12.8 -28.7 -3.26 4.95 96.7 60.8 5.97 10.0
20Hphe 946 399 143 -30.5 -4.69 3.71 96.7 48.9 5.77 10.0
Flu 986 407 209 -31.7 -5.20 3.59 95.8 55.1 5.60 10.0
Ft -358 166 2.19 -12.5 -246 1.35 97.9 12.8 5.62 10.0
BaA -814 422 276 -33.7 -3.20 4.93 99.5 16.9 5.79 10.0
NnP -36.2 140 1.56 -1.03 -0.263 0.0596 97.5 1.26 5.50 10.0

2 Coeficiente de determinacion
> Desviacién estandar de los residuos
“Valor 6ptimo para la “concentracion de HCI”

4Valor éptimo para la “cantidad de copolimero”
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Figura 4.6. Superficies de respuesta obtenidas en el disefio experimental por matriz de
Doehlert para cada uno de los analitos.
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El disefio experimental realizado permiti6 evaluar, asimismo, los efectos
principales de las dos variables optimizadas en el método microextractivo. Las graficas
recogidas en la Figura 4.7 muestran la influencia de ambas variables en las areas de pico
de cada analito obtenidas en el HPLC-FD tras aplicacion del método completo de

microextraccion.

Cabe destacar que, para la concentracion de 2.50 mol-L! de HCI, correspondiente
a la experiencia 4 de la Tabla 4.4, no se insolubilizo6 el hidrogel, por lo que no se pudo
obtener una fase rica en hidrogel con los analitos extraidos y preconcentrados, de ahi que
el area de pico asociada a este punto sea 0. Se ha comprobado, por tanto, que esta
concentracion de HCI es insuficiente para protonar el dicarboxilato y por tanto no tiene
lugar la insolubilizacion necesaria para la formacion de las dos fases. Asimismo, en la
Figura 4.7 se puede apreciar que, para la concentracion de 7.50 mol-L-!, las areas de pico
disminuyen. En esta experiencia (7.50 mol-L"! de HCI), se observo que el volumen de
ACN afadido a la fase rica en hidrogel fue insuficiente para lograr su completa
solubilizacion, explicandose de esta manera la disminucion de eficacia extractiva en un
medio muy acido. Es por ello que la “concentracion de HCI” presenta un maximo en
valores que suponen un medio acido suficientemente fuerte para garantizar la
insolubilizacion del hidrogel, pero no demasiado acido para que la elevada concentracion

de iones Cl no afecte a la solubilidad final de la fase rica en hidrogel.

En base a los resultados obtenidos en el disefio experimental, se decidio escoger
6.25 mol-L! como concentracién de HCI a utilizar en el método de microextraccion, la
Optima para el analito con menor eficacia extractiva (20Hnap). La eleccion se basa en
favorecer al analito cuyas areas de pico obtenidas en el disefio experimental son menores,
lo que se puede asumir sin una pérdida significativa de eficacia para los analitos restantes,
como se muestra en la Tabla 4.6. Se calcul6 el porcentaje de variacion en el area de pico
para cada analito al sustituir la concentracion de 6.25 mol-L! de HCI en la Ecuacion 4,
con respecto a los valores obtenidos al tomar la concentracion éptima de HCI para cada
uno de los analitos. Se obtuvo una disminucion general aceptable en las areas de pico,

siendo los porcentajes de variacion inferiores al 4% en todos los casos.
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Figura 4.7. Efectos principales de las dos variables evaluadas en el disefio experimental
para cada uno de los analitos.
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Tabla 4.6. Eleccion de la concentracion 6ptima de HCI en el método de microextraccion

con hidrogel sensible a los cambios de pH.

Analito Respuesta 1? Respuesta 2° % Variacion
20Hnap 78.3 78.3 0
20Hflu 691 689 -0.3
20Hphe 584 577 -1

Flu 577 563 -2

Ft 194 189 -3

BaA 534 526 -1

NnP 16.5 15.9 -4

* Respuesta obtenida aplicando la Ecuacion 4 con las concentraciones de HCI optimas para
cada analito (recogidas en la Tabla 4.5).

® Respuesta obtenida aplicando la Ecuaciéon 4 con la maxima concentracién de HCI,
correspondiente a la 6ptima del analito 20Hnap (6.25 mol-L™).

¢ Porcentaje de variacion de la Respuesta 2 frente a la Respuesta 1.

Por otro lado, el efecto observado para la variable “cantidad de copolimero” en la
Figura 4.7 muestra una tendencia de aumento de area de pico a medida que se incrementa
la cantidad de copolimero, obteniendo un maximo para todos los analitos en 10.0 mg.
Esta tendencia es logica, pues cuanto mayor es la cantidad de material de partida, mas
hidrogel se puede generar para extraer los analitos. En este sentido, se eligié dicha
cantidad como optima (10.0 mg). Cabe destacar que las tendencias observadas en el
disefio experimental sugieren que, si se sigue aumentando la cantidad de copolimero, se
podrian obtener incluso mayores eficacias de extraccion. No obstante, dado que los
métodos de microextraccion se caracterizan por la utilizacion de la minima cantidad
posible de material de extraccion, no se evaluaron cantidades superiores. Asimismo, el
uso de un exceso de copolimero podria provocar que el HCI no fuese suficiente para
insolubilizar la totalidad del hidrogel, con lo que se utilizarian grandes cantidades de

material y probablemente se produciria una disminucion de la eficacia extractiva.

La Figura 4.8 muestra un esquema del procedimiento microextractivo optimizado

con el hidrogel sensible a los cambios de pH (pH-HGME) utilizado en este estudio.
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Figura 4.8. Esquema inicial del procedimiento de microextraccion haciendo uso de hidrogeles sensibles a los cambios de pH.
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4.4. Validacion del método total pH-HGME-HPLC-FD

La validacion del método analitico total pH-HGME-HPLC-FD se llevo a cabo
mediante la utilizacién de estandares acuosos con diferentes concentraciones de los

analitos estudiados, sometidos al método total optimizado pH-HGME-HPLC-FD.

En la Tabla 4.7 se recogen varios pardmetros analiticos de calidad del método pH-
HGME-HPLC-FD: el rango de calibracién; las pendientes de las curvas de calibrado; los
coeficientes de correlacion (R); las desviaciones estandar de los residuos (Sy/x); los limites
de deteccion (LODs), obtenidos experimentalmente disminuyendo la concentracion de
los estandares acuosos sometidos al método pH-HGME-HPLC-FD hasta obtener una
relacion senal/ruido (S/N) de 3; y los limites de cuantificacion (LOQs), que fueron

calculados como 10/3 de los LODs y comprobados experimentalmente.

El rango de calibracion fue de 0.1 a 3 pg L' para todos los analitos, exceptuando
el 20Hnap (0.3 — 3 pug'L") y el NnP (0.5 — 5 pg-L"). La sensibilidad, expresada como
sensibilidad de calibracion, al igual que en el método HPLC-FD (ver Tabla 4.2), es
maxima para el 20Hflu, mientras que es minima para el NnP. En cuanto a los valores de

Sy, son en todos los casos inferiores a 8.7.

La linealidad del método desarrollado se evalud a partir de los valores de R, siendo
en todos los casos superiores a 0.997, y utilizando el test ¢ de Student propuesto por Miller
(83). El valor de it para 4 grados de libertad (n = 6 niveles de calibracion) y un nivel de
significacion de 0.05% es de 2.78. Los valores de 7.a estan comprendidos entre 26.2 para
BaA y 61.9 para 20Hflu, con lo que se cumple que fca > feric para todos los analitos,

rechazando la hipotesis nula y confirmando la adecuada linealidad del método.

Es importante sefialar la gran sensibilidad que presenta el método pH-HGME-
HPLC-FD optimizado, dados los bajos valores de LODs obtenidos, del orden de ng-L!.
Asi, los LODs estan comprendidos entre 1.0 ng-L! para 20Hflu y BaA y 90 ng-L! para
el NnP. La preconcentracion conseguida con el hidrogel basado en el copolimero de
poliestireno-anhidrido maleico se pone de manifiesto si se comparan los LODs del

método total (Tabla 4.7) con los LODs del método cromatografico (Tabla 4.2).
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Tabla4.7. Parametros analiticos de calidad del método total pH-HGME-HPLC-FD, empleando estandares en agua ultrapura.

Analito Rango de calibraciéon (ug-L™") (b £t-DS?) R’ Syt LODY (ug-L') LOQ°® (ug-L1)
20Hnap 03-3 17+£2 0.998 1.3 0.03 0.1
20Hflu 0.1-3 138+ 4 0.999 4.7 0.001 0.004
20Hphe 0.1-3 1175 0.999 4.8 0.004 0.01

Flu 0.1-3 1175 0.999 4.9 0.02 0.06

Ft 0.1-3 38+3 0.999 2.5 0.003 0.01

BaA 0.1-3 93+10 0.997 8.7 0.001 0.004
NnP 05-5 3.1+0.3 0.998 0.4 0.09 0.3

*Intervalo de confianza de la pendiente para n = 6 y un nivel de significacion de 0.05

b Coeficiente de correlacion

°Desviacion estandar de los residuos

4Limite de deteccion, determinado experimentalmente disminuyendo la concentracion de los estandares acuosos sometidos al método pH-HGME-HPLC-FD

hasta obtener una relacion sefial/ruido (S/N) de 3.

¢ Limite de cuantificacion, estimado como 10/3 del LOD y verificado experimentalmente inyectando los extractos resultantes de aplicar el método pH-HGME-

HPLC-FD a estandares acuosos de las concentraciones predichas.
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Asi, por ejemplo, con el método pH-HGME-HPLC-FD se alcanza un LOD 10
veces menor que el LOD del método HPLC-FD para el 20Hflu, e incluso llega a ser
aproximadamente 100 veces menor en el caso del 20Hphe. Asimismo, como se puede
observar en la Tabla 4.7, los LODs son en general menores para los analitos de mayor
peso molecular dentro de una familia determinada (ver Tabla 3.1). El OH-PAH mas ligero
(20Hnap) tiene el mayor LOD (30 ng-L!) de los OH-PAHSs estudiados, asi como el Flu
es el menos sensible de los PAHs (LOD de 20 ng-L") y a la vez el mas ligero de todos

ellos.

En este punto, es importante comparar el método desarrollado con otros métodos
de microextraccion descritos en la bibliografia que utilicen HPLC-FD para la
determinacion de algunos de los analitos estudiados en este trabajo. La comparativa se
recoge en la Tabla 4.8. No existe hasta la fecha ningin articulo en el que se hayan
determinado simultdneamente los analitos del presente estudio, pero si se han analizado
por separado, junto con otros pertenecientes a su misma familia. Asi, para la
determinacion de PAHs se han utilizado diferentes materiales de extracciéon, como por
ejemplo derivados de ILs en estrategias de extraccion en fase liquida (85) o sorbentes
magnéticos en estrategias de extraccion en fase sélida (86). En el caso de los OH-PAHS,
dado que son marcadores cancerigenos en orina, los métodos de microextraccion se han
dirigido fundamentalmente a su determinacion en dicha matriz utilizando novedosos
materiales (9). E1 NnP, por su parte, se ha determinado por HPLC-FD junto con otros
fenoles fluorescentes (87). El método pH-HGME-HPLC-FD presenta LODs del orden de
ng-L! para el conjunto de analitos estudiados, al igual que otros métodos recogidos en la
Tabla 4.8 para algunos de estos analitos, en los que se sefialan LODs que oscilan entre
0.75 ng-L"!' (86) y 350 ng-L! (87). Cabe destacar que con el método desarrollado se
alcanza un LOD menor para el NnP (90 ng-L") que el que es comtiinmente obtenido para
este analito por HPLC-FD (87). Con el método pH-HGME-HPLC-FD se utiliza una
pequena cantidad de material de extraccion (pocos mg de copolimero para generar el
hidrogel), al igual que en los métodos de microextraccion recogidos en la Tabla 4.8, en
los que se emplean volumenes del orden de microlitros (9, 85, 87) o cantidades de

sorbente del orden de mg (86).
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Tabla 4.8. Comparativa del método optimizado pH-HGME-HPLC-FD con otros métodos de microextraccion de la bibliografia que también utilizan

HPLC-FD como sistema de deteccion y cuantificacion de algunos de los analitos estudiados en este trabajo.

Analitos en comiin / otros Matriz / Material de Método de  Tiempo de Er (%) LOD Ref.
analitos estudiados’ cantidad extraccion® / extraccion®  extraccion (ng-L1)

cantidad
20Hnap, 20H{lu, 20Hphe, agua/ 10 mL hidrogel / 10 mg en pH-HGME ~ 20 min 2.20-25.7 1.0-90 Este
Flu, Ft, BaA, NnP 150 uL de NaOH trabajo
BaA /4 PAHs agua/ 10 mL MILs /20 pL MIL-DLLME  ~ 20 min 29.3,32.0 10 (85)
Flu, Ft, BaA /11 PAHs agua/ 100 mL  composite magnético / m-pu-SPE ~ 30 min n.r. 37,5.0,0.75  (806)

60 mg

20Hflu, 20Hphe / 2 OH- orina/ 10 mL  surfactante basado en DLLME ~ 15 min 18.6,26.7 1.0 €))
PAHs IL /20 pL
NnP / 3 fenoles agua/ 10 mL IL /65 uL DLLME ~ 30 min n.r. 350 (87)]

n.r.: no reportado

! Abreviaturas: PAHs para hidrocarburos aromaticos policiclicos, OH-PAHs para hidrocarburos aromaticos policiclicos monohidroxilados.
? Abreviaturas: MILs para liquidos iénicos magnéticos, IL para liquido iénico.
3 Abreviaturas: pH-HGME para microextraccion con hidrogeles sensibles al pH, MIL-DLLME para microextraccion liquido-liquido dispersiva con liquidos
i6nicos magnéticos, m-u-SPE para extraccion en fase solida magnética, DLLME para microextraccion liquido-liquido dispersiva.
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Asimismo, es importante sefialar que el tiempo aproximado en el que se lleva a
cabo el método microextractivo pH-HGME es de unos 20 minutos, similar al encontrado
para los otros trabajos recogidos en la Tabla 4.8, en los que se utilizan como méaximo
tiempos de 30 minutos (86, 87). El método desarrollado presenta las caracteristicas
propias de un método microextractivo (en cuanto a cantidad de material y tiempo de
extraccion se refiere), y ademas consigue alcanzar los bajos LODs que se esperan de la
combinacion de la preconcentracion obtenida con el hidrogel y la sensibilidad de la

deteccion fluorescente.

El método pH-HGME-HPLC-FD también se validd en términos de precision,
eficacia extractiva y recuperacion relativa. Todos los estudios se llevaron a cabo
aplicando el método total a estandares en agua ultrapura a dos niveles de concentracion:
uno correspondiente a la region de bajas concentraciones del calibrado (0.60 pg-L!) y
otro a niveles superiores (2.5 pug-L!"), ambos pertenecientes al rango de calibracion de
todos los analitos, pero no utilizados para la realizacion de las curvas de calibrado. Los

resultados se recogen en la Tabla 4.9.

La precision del método pH-HGME-HPLC-FD se evalu6 analizando diferentes
estandares acuosos en un mismo dia (precision intra-dia o repetibilidad) y en diferentes
dias (precision inter-dia). Los rangos de RSD intra-dia (n = 3) se pueden observar en la
Tabla 4.9. Para el nivel bajo de concentracion (0.60 ug-L') se obtuvieron valores
inferiores a 9.9%, mientras que para el nivel alto (2.5 pg-L ") las RSD estan comprendidas
entre 1.4% y 7.0%. En cuanto a los valores de RSD inter-dia (n = 9, obtenidos en 3 dias
no consecutivos), se encuentran entre 7.1% para Flu 'y 16% para BaA con el nivel de 0.60
ug-L!, mientras que para la concentracion de 2.5 pg-L! el valor mas alto de RSD es de
11%. En general, la precision del método es adecuada, ya que todos los valores de RSD
son inferiores al 19%, teniendo en cuenta todos los errores que se pueden cometer durante
la realizacién del procedimiento microextractivo. Asimismo, es importante destacar que
los valores de RSD obtenidos se consideran aceptables para los niveles de concentracion
estudiados segun la ecuacion de Horwitz (88), que establece un RSD maximo de 32%

para una concentracion de 10 ug-L!, llegando a admitir un 45.3% para 1 pg-L-'.
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Tabla 4.9. Validacion del método total pH-HGME-HPLC-FD en términos de precision, eficacia extractiva y recuperacion relativa usando

estandares acuosos a dos niveles de concentracion (0.60 ug-L!y 2.5 ug-L).

Analito Nivel bajo de concentracion (0.60 pg L")

Nivel alto de concentracién (2.5 pg-L)

Rango de RSD RSD inter- Ef¢  Eg! RR® Rango de RSD RSD inter- Eg¢  Eg¢ RR¢

intra-dia? (%) dia® (%) (%) (%) intra-dia® (%) dia® (%) (%) (%)
20Hnap 54-175 8.0 1.50 2.20 98.0 32-7.0 9.2 230  3.30 98.1
20Hf{flu 4.6-6.5 7.9 6.60 9.60 88.7 29-438 6.8 9.00 13.1 96.3
20Hphe 41-54 8.3 12.8 18.5 100 1.4-5.0 6.5 142 20.6 94.6
Flu 2.1-6.0 7.1 10.8  15.7 99.2 24-6.7 5.1 11.8 172 96.9
Ft 6.1-79 10 16.0 232 100 4.0-5.7 6.4 17.7  25.7 96.0
BaA 94-99 16 13.7 199 89.1 1.9-5.1 53 17.7  25.7 94.7
NnP 4.1-8.6 11 123 179 103 42-6.1 11 990 144 86.7

*Rango de desviaciones estandar relativas intra-dia (n = 3)

" Desviacion estandar relativa inter-dia (n = 9, 3 dias no consecutivos)

¢Factor de enriquecimiento
4 Eficacia extractiva (Egmax ~69)

¢ Recuperacion relativa
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Asimismo, el factor de enriquecimiento maximo (Ermax) €s de ~69 (considerando
la ratio entre el volumen inicial de estdndar acuoso — conjuntamente con la adiciéon de
copolimero en NaOH y &cido clorhidrico — y el volumen de fase rica en hidrogel diluida
con ACN — ~150 pL). Este valor es la maxima preconcentracion que se puede alcanzar
con el método desarrollado. Los factores de enriquecimiento (Er), calculados como la
ratio entre la concentracion obtenida en el extracto utilizando el calibrado del método
HPLC-FD y la concentracion del estandar acuoso, se recogen en la Tabla 4.9. Para 0.60
ug L1, los Er estan comprendidos entre 1.50 (20Hnap) y 16.0 (Ft), y para 2.5 pg-L! se
encuentran entre 2.30 (20Hnap) y 17.7 (Ft y BaA). En general, la preconcentracion de
los PAHs es mayor que la de los OH-PAHs. Segun los valores de pK, de los analitos (ver
Tabla 3.1), los OH-PAHs y el NnP poseen caracter acido-base debido a la presencia de
grupos hidroxilos en su estructura quimica. La menor preconcentracion de los OH-PAHs
frente a los PAHs, que no se ven afectados por el pH de la disolucién, podria deberse a
que en el medio basico en el que el hidrogel interacciona con los analitos podria provocar
que los OH-PAHSs se encuentren como alcéxidos, aumentando su solubilidad en medio
acuoso. Por otra parte, dentro de cada grupo de analitos se observa la tendencia general
de que el factor de enriquecimiento aumenta a medida que se incrementa el peso
molecular del analito (ver Tabla 3.1). Asi, por ejemplo, entre los OH-PAHs, el 20Hphe
es el analito mas pesado y presenta mayor Er que 20Hnap y 20Hflu, cuyos pesos
moleculares son menores. Esta caracteristica se relaciona directamente con la
hidrofobicidad de los compuestos (segiin sus valores de Log Kow), que se incrementa a
medida que aumenta el peso molecular. Los analitos con mayores valores de Log Kow, en

una misma familia, presentan valores de Er mas altos.

Asimismo, los valores de Er obtenidos para los dos niveles de concentracion
estudiados en la Tabla 4.9 se pueden comparar con los Er obtenidos a partir de la ratio
entre las pendientes del calibrado del método total (Tabla 4.7) y las pendientes del
calibrado cromatografico (Tabla 4.2). Estos factores de enriquecimiento permiten evaluar
la preconcentracion obtenida con el método pH-HGME-HPLC-FD sin tener en
consideracion el nivel de concentracion del estandar acuoso al que se le aplica el método.
Los valores de Er obtenidos de esta manera son los siguientes: 2.60 (20Hnap), 9.90
(20Hf1u), 15.8 (20Hphe), 12.7 (Flu), 19.3 (Ft), 19.7 (BaA) y 11.3 (NnP). Se mantiene la

tendencia observada de mayor preconcentracion para PAHs que para OH-PAHs y un
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mayor enriquecimiento, dentro de cada familia de analitos, para aquellos con mayor Log

Kow Y por tanto mas hidrofdbicos.

En la Figura 4.9, se puede observar la preconcentracion obtenida con el método
de microextraccion optimizado. Para ello, se ha superpuesto el cromatograma
correspondiente a la inyeccion de un estdndar de 50 ug-L™* en el HPLC-FD con el
cromatograma resultante de la inyeccidon de un extracto de fase rica en hidrogel tras
someter un estandar acuoso de 3 pg-L™ al método analitico total pH-HGME-HPLC-FD.
A pesar de que la concentracion del estandar acuoso es 15 veces menor que la del estandar
en ACN, la intensidad de los picos cromatograficos es similar, lo que pone de manifiesto
la preconcentracién conseguida utilizando el hidrogel basado en el copolimero de

poliestireno-anhidrido maleico.

Teniendo en cuenta los factores de enriquecimiento obtenidos para los dos niveles
de concentracion utilizados en la validacion, se calcularon las eficacias extractivas (Er,
%) aplicando la Ecuacion 5.

E
100

E R™
EFmax

Ecuacién 5

Los valores de Er se recogen en la Tabla 4.9 y estdn comprendidos entre 2.20%
(20Hnap) y 23.2% (Ft) para el nivel de concentracion de 0.60 pg-L? y entre 3.30%
(20Hnap) y 25.7% (Ft y BaA) para la concentracion de 2.5 pg-L™. El método presenta
en general mayores eficacias extractivas a altas concentraciones, lo cual es una tonica
habitual en estas metodologias. Es importante resaltar que, en microextraccién analitica,
no es habitual alcanzar valores de 100% en la eficacia extractiva, y, de hecho, valores
inferiores al 20% son admisibles siempre y cuando el método resultante sea preciso y
posea una adecuada sensibilidad, de modo que el factor de preconcentracion compense la
inexistencia de una extraccion cuantitativa (89). En la Tabla 4.8 se observa precisamente
que esta tendencia de valores de Er proximos al 20% también se cumple en otros trabajos
en los que se han determinado algunos de los analitos de este estudio por HPLC-FD. Asi

el méximo valor de Er recogido en la Tabla 4.8 es de un 32.0% (85).
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Figura 4.9. Cromatogramas representativos de: (A) la inyeccion en el HPLC-FD de un
estandar en ACN de 50 pug'L! conteniendo todos los analitos y (B) la inyeccion en el
HPLC-FD de la fase rica en hidrogel disuelta en ACN tras someter un estandar acuoso de
3 pg'L! al método microextractivo pH-HGME. Para estas representaciones se ha
realizado un desplazamiento del 10% entre las sefiales de los distintos canales de

fluorescencia, de cara a facilitar su visualizacion.
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Finalmente, se obtuvieron las recuperaciones relativas (RR, %), como medida de
comprobacion del método de microextraccion, pues estos valores deben estar en torno al
100%. Los valores de RR, recogidos en la Tabla 4.9, oscilan entre 88.7% y 103% para el
nivel de concentracion de 0.60 pg L' y estan comprendidos entre 86.7% y 98.1% para la

concentracion de 2.5 pug-L!. Todos los analitos presentan valores adecuados de RR.

4.5. Analisis de muestras de agua

El método desarrollado pH-HGME-HPLC-FD se aplicé en el analisis de dos
muestras de agua potable provenientes de diferentes zonas geograficas de la isla de
Tenerife (agua potable 1, muestreada en el laboratorio; y agua potable 2, recogida en el

norte de la isla). Ninguno de los analitos fue detectado en las muestras analizadas.

Con el objetivo de estudiar el efecto de la matriz en el método pH-HGME-HPLC-
FD, se analiz6 cada muestra por triplicado, enriqueciéndolas previamente con el nivel de
concentracion de los analitos de 0.60 pg-L! (el nivel mas bajo). Los resultados se recogen
en la Tabla 4.10. Los estudios de precision del método pH-HGME-HPLC-FD en agua
potable condujeron a valores de RSD que oscilan entre 0.3% (Ft) y 8.0% (20Hnap) para
el agua potable 1, y estdn comprendidos entre 2.1% (20Hflu) y 8.7% (Ft) para el agua
potable 2. Como se puede observar, en todos los casos los valores de RSD fueron

inferiores al 10%, verificando asi la adecuada precision del método en esta matriz.

En cuanto a los factores de enriquecimiento, para algunos analitos se obtuvieron
valores mayores que los obtenidos con el método en agua ultrapura (ver Tabla 4.9), como
el 20Hflu en el agua potable 1 (Er = 7.79, frente a Er = 6.60 en agua ultrapura). Este
analito presentd en el agua potable 2, no obstante, la misma preconcentracion que en agua
ultrapura (Er = 6.60). Para otros analitos se obtuvo una menor preconcentracion en el
agua potable, como el 20Hphe (Er = 11.6 para el agua potable 1 y Er = 10.7 para el agua
potable 2, frente a un valor de Er de 12.8 en agua ultrapura). Cabe destacar que no fue
posible calcular el valor de Er para el 20Hnap en la muestra de agua potable 1, dado que
la sefial obtenida da lugar a una concentracion inferior al LOD del método cromatografico

HPLC-FD.
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Tabla 4.10. Aplicacion del método pH-HGME-HPLC-FD para el analisis de diferentes muestras de agua potable y evaluacion del efecto matriz al

nivel de concentracion de 0.60 pg L.

Analito  Agua potable 1 Agua potable 2
RSD? (%) Ef® Er°(%) Evaluacion del efecto matriz RSD? (%) Ef® Egr°(%) Evaluacion del efecto matriz
RR? (%) Leal® RRY (%) teal®

20OHnap - - - 38.6" 26.70" 4.4 1.40 2.10 95.9 1.98
20Hflu 6.1 7.79 11.3 100 0.06 2.1 6.60 9.60 88.6 11.88
20Hphe 5.5 11.6 16.8 92.8 2.85 6.1 10.7 15.5 87.1 4.98
Flu 3.7 9.52 13.8 88.9 6.58 34 8.50 12.4 81.1 13.31
Ft 0.3 14.9 21.5 94.4 41.90 8.7 13.0 18.9 85.0 4.18
BaA 1.5 14.7 21.3 94.0 8.42 7.2 12.6 18.3 83.7 5.39
NnP 5.5 11.5 16.7 95.8 0.99 7.2 13.2 19.2 111 1.62

*Analito no detectado utilizando el calibrado del método HPLC-FD (concentracion inferior al LOD del método HPLC-FD), y con una baja recuperacion si se
utiliza el calibrado del método pH-HGME-HPLC-FD para su cuantificacion

* Desviacion estandar relativa (n = 3)

®Factor de enriquecimiento

Eficacia extractiva (Epmax ~69)

4Recuperacion relativa

¢ Valores de ¢ de Student calculados para las recuperaciones relativas. t.. para un nivel de significacion de 0.05 y 2 grados de libertad es 4.30
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Las diferencias entre la preconcentracion observada con el método pH-HGME-
HPLC-FD en aguas potables y la obtenida en la validacion en agua ultrapura, distinta para
cada analito, sugirieron la realizacion de un test estadistico para evaluar el posible efecto
matriz en agua potable. Para ello, se calcularon las recuperaciones relativas para ambas
muestras y se realizé un test ¢ de Student con el objetivo de comprobar si los valores de
RR difieren significativamente de la extraccion con estandares en agua ultrapura (RR =
100%). Los resultados se recogen en la Tabla 4.10. Los valores de RR estuvieron
comprendidos entre 88.9% (Flu) y 100% (20Hflu) para el agua potable 1 (exceptuando
el 20Hnap, que present6 una baja recuperacion, del 38%); y oscilaron entre 81.1% (FlIu)
y 111% (NnP) para el agua potable 2. El valor de #.it fue de 4.30 para un nivel de
significacion del 0.05% y 2 grados de libertad (n = 3 réplicas por cada muestra). Los
valores de 7.a1 se recogen en la Tabla 4.10. Asumiendo una hipdtesis nula de que no existe
diferencia estadisticamente significativa entre los valores de RR obtenidos y el valor de
referencia de 100%, para todos los analitos cuya fca fue mayor que la 7t se rechazo6 dicha
hipotesis, verificando la existencia de efecto matriz en estos casos. Asi, se puede observar
que en la muestra de agua potable 1 existe efecto matriz para 20Hnap, Flu, Ft y BaA,
mientras que en la muestra de agua potable 2 el efecto matriz lo presentan 20Hflu,
20Hphe, Flu y BaA. Por tanto, en general el método pH-HGME-HPLC-FD puede ser
aplicado para analisis de muestras de agua potable, pues presenta buena precision y
adecuadas eficacias extractivas, pero es recomendable llevar a cabo una calibracion en la

matriz o el uso de adiciones estandar.
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CAPITULO 5.- CONCLUSIONES

Como conclusion general del presente trabajo de investigacion, se constata que es
posible integrar con éxito un hidrogel sensible a los cambios de pH en microextraccion
analitica. El método desarrollado resulta ser simple y rapido e incorpora las propiedades
de los hidrogeles en procedimientos analiticos de preparacion de muestras. La excelente
capacidad del hidrogel de responder a estimulos externos permite incorporarlo en una
estrategia de preconcentracion dirigida por un simple cambio en el pH del medio, siendo
necesaria solo una pequena cantidad de copolimero para generar in sifu el material de

extraccion.
Como conclusiones parciales del presente trabajo, cabe resaltar las siguientes:

o Se ha desarrollado y validado con éxito un método cromatografico HPLC-FD para la
identificacion y separacion de 7 contaminantes orgdnicos de diferente naturaleza: 3
PAHs, 3 OH-PAHs y NnP, en cortos tiempos y con adecuada resolucion
cromatografica y sensibilidad analitica.

o Se ha sintetizado con ¢éxito y caracterizado adecuadamente el copolimero de
poliestireno-anhidrido maleico.

o Del estudio de solubilidad del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico en medio
acuoso a diferentes valores de pH se han elucidado los cambios estructurales,
permitiendo comprobar la generacion in situ de un hidrogel soluble por adicion de
NaOH vy su posterior insolubilizacion al afadir HCI.

o Se ha optimizado un nuevo método de microextraccion con el hidrogel sensible a los
cambios de pH (generado a partir del copolimero de poliestireno-anhidrido maleico),
utilizando adecuadamente un disefio experimental por matriz de Doehlert de dos
factores. Las variables que presentaron mayor influencia en el método
microextractivo (concentracion de acido clorhidrico para insolubilizar el hidrogel y
cantidad inicial de copolimero) fueron las incluidas en tal disefo.

o Se ha validado convenientemente el método total pH-HGME-HPLC-FD con el
hidrogel basado en el copolimero de poliestireno-anhidrido maleico. El método
desarrollado demuestra adecuada precision intermedia y presenta una elevada

sensibilidad, con bajos LODs (del orden de ng-L!), ademas de requerir bajos tiempos
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de extraccion, resultando en conjunto un procedimiento sencillo. Asimismo, permite
obtener preconcentraciones adecuadas, con valores de eficacias extractivas proximos
a los comunmente aceptados para un método de microextraccion.

o El método pH-HGME-HPLC-FD se ha aplicado al analisis de muestras de agua
potable, constatdndose un efecto matriz para alguno de los analitos estudiados
(concretamente 20Hnap, Flu, Ft y BaA en el agua potable 1 y 20Hflu, 20Hphe, Flu
y BaA en el agua potable 2).

En futuros trabajos se pretende profundizar en el estudio del mecanismo de
interaccion entre los analitos y el hidrogel para maximizar las eficacias extractivas.
Asimismo, es de interés incorporar en métodos de microextraccion otro tipo de hidrogeles
sensibles a cambios de pH, de temperatura o incluso con doble respuesta pH/temperatura.
Los hidrogeles demuestran poseer versatilidad para la microextraccion analitica, dada la
facilidad con la que se puede modular el estimulo en el medio que posibilita la
preconcentracion de los analitos en la fase rica en hidrogel, permitiendo disefiar

metodologias rapidas, sencillas, selectivas y sensibles.
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GLOSARIO

TH-RMN
20Hflu
20Hnap
20Hphe
ACN
AIBN
BaA
CMC
CNTs
CST
DESs
DI-SPME
DLLME
DMF
DMSO-ds

D-p-SPE

FD
Flu

Ft

Espectroscopia de resonancia magnética nuclear de proton
2-hidroxifluoreno
2-hidroxinaftaleno

2-hidroxifenantreno

Acetonitrilo

Azobisisobutironitrilo
Benzo(a)antraceno
Concentracion micelar critica
Nanotubos de carbono
Temperatura critica de disolucion

Disolventes de punto eutéctico ultra-bajo

Microextraccion en fase sélida en la modalidad de inmersidn directa

Microextraccion liquido-liquido dispersiva
Dimetilformamida

Dimetilsulféxido hexadeuterado

Extraccion en fase solida dispersiva miniaturizada
Factor de enriquecimiento

Factor de enriquecimiento maximo

Eficacia de extraccion

Deteccion fluorescente

Fluoreno

Fluoranteno
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GAC

HBA

HBD
HPLC
HS-SPME
IL-DLLME
ILs

LC

LCST

LOD

LOQ
LPME
m-D-p-SPE

MIL-DLLME

MILs
MIPs
MOFs
MWCNTs
NADESs
NnP
OH-PAHs
PAHs

pH-HGME
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Quimica analitica verde

Aceptor de enlaces de hidrogeno

Dador de enlaces de hidrégeno

Cromatografia liquida de alta resolucion

Microextraccion en fase solida de espacio en cabeza
Microextraccion liquido-liquido dispersiva con liquidos i6nicos
Liquidos i6nicos

Cromatografia liquida

Temperatura critica de disolucion baja

Limite de deteccion

Limite de cuantificacion

Microextraccion en fase liquida

Extraccion en fase solida dispersiva magnética miniaturizada

Microextraccion liquido-liquido dispersiva con liquidos idnicos
magnéticos

Liquidos i6nicos magnéticos

Polimeros de impronta molecular

Redes metal-orgénicas

Nanotubos de carbono de pared multiple

Disolventes de punto eutéctico ultra-bajo naturales
4-nonilfenol

Hidrocarburos aromaticos policiclicos monohidroxilados
Hidrocarburos aromaticos policiclicos

Microextraccion con hidrogeles sensibles a los cambios de pH



Glosario

PILs
PTFE
R

R2

RR
RSD
S/N
SPME
SWCNTs
Syix

Leal

Lerit

UCST
VOCs
dem
Dex

p-SPE

Polimeros de liquidos i6nicos
Politetrafluoroetileno

Coeficiente de correlacion
Coeficiente de determinacion
Recuperacion relativa

Desviacion estandar relativa

Relacion sefial/ruido

Microextraccion en fase solida
Nanotubos de carbono de pared simple
Desviacion estandar de los residuos

t de Student calculada

t de Student critica

Temperatura critica de disolucion alta
Compuestos organicos volatiles
Longitud de onda de emision
Longitud de onda de excitacion

Extraccion en fase sélida miniaturizada
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