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RESUMEN

En este Trabajo Fin de Master se ha preparado, caracterizado y empleado en
microextraccion un dispositivo thin-film basado en la red metal-organica MIL-100(Fe)
formando parte de un composite con poliestireno (PS). La preparacion del dispositivo
hace uso de papel de celulosa como soporte, que es recubierto mediante la técnica dip-
coating por el composite PS@MIL-100(Fe). La determinacion analitica se centrd en 8
productos de cuidado personal (PCPs), entre los que se encuentran conservantes, filtros
UV y un desinfectante. El dispositivo se ha aplicado a un procedimiento de
microextraccion en pelicula delgada (TF-SPME), en combinacion con cromatografia
liquida de alta resolucion y un detector de fotodiodos, que ha sido optimizado en términos
del disolvente de desorcion, modo de extraccion, tiempo de extraccion, volumen del
disolvente de desorcion y tiempo de desorcion, con el objetivo de alcanzar adecuadas

eficacias de extraccion para los analitos estudiados.
ABSTRACT

In this Master Thesis, a thin-film device based on the metal-organic framework, MIL-
100(Fe) incorporated in a composite with polystyrene (PS), has been prepared,
characterized, and used in microextraction. The preparation of this devices utilized
cellulose paper as a support, which is coated by the dip-coating technique with the
PS@MIL-100(Fe) composite. The analytical determination focused on 8 personal care
products (PCPs), including preservatives, UV filters and a disinfectant. The device has
been applied to a thin film microextraction procedure (TF-SPME), combined with high-
performance liquid chromatography and PDA detection, which has been optimized in
terms of desorption solvent, extraction mode, extraction time, desorption solvent volume

and desorption time, to achieve adequate extraction efficiencies for the analytes studied.
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1. INTRODUCCION

1.1 Técnicas de microextraccion y quimica analitica verde

La preparacion de muestra es el paso del procedimiento analitico que tiene como
objetivo minimizar la complejidad del analisis, separando los analitos de la matriz de la
muestra y eliminando agentes interferentes (/). Los métodos de preparacion de muestra
pueden clasificarse de varias formas, una de las cuales utiliza como criterio la naturaleza
de la muestra y el material extractante, pudiendo por tanto distinguirse entre extraccion
liquido-liquido (muestra liquida y material extractante también liquido) (2) y extraccion

liquido-solido (muestra liquida y material extractante de naturaleza solida) (3).

Los métodos convencionales de extraccion no siguen los principios de la Quimica
Analitica Verde (QAYV), debido al uso excesivo de disolventes organicos toxicos,
voléatiles y peligrosos para el medio ambiente y la salud humana. Con el fin de mejorar la
sostenibilidad de las metodologias convencionales citadas, se han desarrollado una
amplia variedad de técnicas miniaturizadas que, ademas, mejoran su desempefio
reduciendo la cantidad de material extractante, el tiempo de analisis y la calidad de los
resultados obtenidos (/). Estas técnicas miniaturizadas o de microextraccion se clasifican

también segln la naturaleza del material extractante en liquidas o sélidas.

Algunas de las variantes de la microextraccion en fase liquida incluyen
la microextraccion en gota Unica (4), la microextraccion liquido-liquido dispersiva (5) y
la microextraccion en fase liquida con fibra hueca (6). Estas técnicas son sencillas y
no requieren de aparatos costosos ni de grandes volumenes de disolvente organico.
Sin embargo, demandan de mucha mano de obra y su automatizaciéon es mucho mas
compleja si las comparamos con las técnicas miniaturizadas basadas en sorbentes,
que tienen muchas mas ventajas desde el punto de vista operativo, en términos de

sencillez y rapidez (7).

Las técnicas de microextraccion han tenido un gran auge desde la instauracion de los
12 principios de la QAV en 2013, con un incremento sustancial de estudios que abogan
por el desarrollo de técnicas mas sostenibles y respetuosas con el medio ambiente. Estos
articulos recogen aspectos no solo relacionados con minimizar el tamafio de la muestra

(propios de la microextraccion), sino otros como la sustitucion de reactivos toxicos y



Introduccion

minimizacion del uso de la energia, entre otros. A continuacion, se sefialan los 12

principios de la QAV desarrollados por Agnieszka Gatuszka en 2013 (8):

—

Emplear técnicas analiticas directas para evitar el tratamiento de muestras
Minimizar el tamafio de la muestra y el nimero minimo de muestras objetivo
Realizar medidas in situ

Integrar los procesos y operaciones, reducir reactivos y ahorrar energia
Utilizar métodos automatizados y miniaturizados

Evitar la derivatizacién

Evitar la generacion de residuos y gestionarlos de manera adecuada

Utilizar métodos multianalisis o multiparamétricos

o © N kA WD

Minimizar el uso de energia
10. Priorizar reactivos renovables
11. Sustituir los reactivos téxicos

12. Aumentar la seguridad del operador

En cualquier caso, no solo resulta de interés la aplicacion de los 12 principios de la
QAYV, sino que resulta critico el realizar un andlisis minucioso, a través de métricas, para
verificar y cuantificar de alguna manera su caracter sostenible. Existen diferentes métricas
en la actualidad para llevar a cabo estos estudios, incluyendo la eco-escala, el indice de
procedimientos analiticos verdes (GAPI) y el indice nacional de métodos
medioambientales (NEMI) (9). Ademads del interés por mejorar la aplicabilidad de estas
métricas, existe en paralelo un nuevo movimiento en el que no solo se evalia la
sostenibilidad del método, sino también la calidad de los resultados analiticos obtenidos
y los aspectos econdmicos. Esta filosofia viene recogida en lo que se conoce como la
Quimica Analitica Blanca (QAB), desarrollada por Pawet Mateusz en 2021, pretendiendo
por tanto no solo métodos de bajo impacto ambiental sino completamente eficaces desde
un punto de vista practico y analitico. Los 12 principios de la QAB que se exponen a
continuacion no solo cumplen con términos de sostenibilidad, sino también con términos

de eficacia analitica, sencillez operativa y econdémica (10):

1. Ambito de aplicacion lo méas amplio posible
2. Limites de deteccion y cuantificacion lo mas bajos posibles

3. Meétodos analiticos con la mejor precision posible
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10.
11.
12.

Me¢étodos analiticos con el menor error relativo posible y recuperaciones
proximas al 100 %

Baja toxicidad de los reactivos y gran uso de reactivos y materiales
biodegradables

Menor consumo de reactivos y produccion de residuos posibles

Bajo uso de la energia y otros medios mediante medidas in situ, automatizadas
y de alto rendimiento

Meétodos analiticos sin impacto directo negativo sobre los seres vivos
Rentabilidad economica

Eficacia en el menor tiempo posible

Requisitos practicos minimos

Simplicidad operativa mediante la miniaturizacién, integracion y

automatizacion

La implementacion de la QAV y la QAB en el caso de la SPE convencional se observa

en la variante miniaturizada, la extraccion en fase sélida miniaturizada (u-SPE), que

implica no solo una reduccion de la cantidad del material sorbente usando micro o

nanomateriales empaquetados o reduciendo el tamano del dispositivo, sino, en

consecuencia, una reduccién en el consumo de muestra y disolventes de elucion/

desorcion asociados al método. Para ello, pueden emplearse microcolumnas, jeringas,

monolitos y puntas de pipeta entre otros (/7). La Figura 1 muestra el procedimiento

para una p-SPE, que comprende las mismas etapas que la SPE, y los dispositivos mas

frecuentes utilizados en p-SPE.

|
|
\

acondicionamiento Muestra lavado (V<<Vpuestra)

Procedimiento de extraccion Dispositivos u-SPE

Disolvente de
Disolvente de Disolvente de elucion /

N

\Lr T \ALfJ: -ig.

Acondicionamiento  Carga de la muestra Lavado Desorcion

Figura 1. Procedimiento de una extraccion en fase solida miniaturizada junto a los

dispositivos mas comunes empleados en la técnica
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En primer lugar, se acondiciona el dispositivo miniaturizado con un disolvente
adecuado y, una vez el material extractante ha sido activado, se carga la muestra.
Posteriormente, se realiza un lavado para eliminar las posibles interferencias que hayan
podido quedar retenidas en el material extractante y, finalmente, tiene lugar la elucion de
los analitos con un disolvente adecuado. Los materiales empleados en esta técnica pueden
ser sorbentes tradicionales, como la silice o el carbon activo, o nuevos materiales como

los materiales carbonosos o redes metal-organicas (/2).

Una de las principales desventajas de la pu-SPE es el elevado nimero de pasos que hay
que realizar, la dificultad para su automatizacion y el alto tiempo de preparacion de
muestra necesario. En base a esto, se han planteado alternativas como la extraccion en
fase solida miniaturizada dispersiva(u-dSPE), ya que es una técnica rapida, con altas
recuperaciones y bajo consumo de muestra. El proceso de extraccion de una p-dSPE se
recoge en la Figura 2, en donde se puede observar que, en primer lugar, se dispersa el
material extractante directamente en la muestra aplicando agitacion, vortex o
ultrasonidos, para lograr una buena interaccion entre el material sorbente y la muestra,
mejorando asi la extraccion de los analitos. A continuacion, para separar el material de la
muestra, es necesaria una centrifugacion o decantacion. Finalmente, se realiza una
desorcion de los analitos retenidos en el material de extraccion mediante el empleo de un
disolvente adecuado y dispersando el material en ¢l para posteriormente separarlo y

efectuar en el mismo la deteccion de los analitos (73).

Extraccion Desorcion

Adicion Agitacion Centrifugacion Adicién Agitacion Centrifugacion Extracto final
material del disolvente de (disolvente de
extractante a la desorcion al material desorcion
muestra acuosa conteniendo los analitos conteniendo los
retenidos, tras decantar el analitos liberados
sobrenadante del material)

Figura 2. Procedimiento de una extraccion en fase solida miniaturizada dispersiva
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A pesar de todas las ventajas que presenta la u-dSPE, existen algunos inconvenientes,
como la necesidad de llevar a cabo la separacion del material extractante de la muestra,
necesariamente implicando tediosos procesos de centrifugacion, filtracion o decantacion.
Por este motivo, se ha propuesto el uso de nuevos materiales magnéticos, que permiten
separar el extractante mediante la accion de un iman, dando lugar a la extraccion en fase
solida miniaturizada dispersiva asistida por imanes (u-dSPE magnética). En la Figura 3

se muestra este tipo de procedimiento de extraccion de una p-dSPE magnética (/4).

i

Extraccion Desorcion

Adicion Agitacion Separacién Adicion del disolvente de Agitacion Decantacion del
material asistida por imanes  desorcién tras decantar disolvente de desorcion
extractante previ te el sobrenadante, y conteniendo los analitos
magnético a la manteniendo en el vial el liberados del material
muestra acuosa material magnético con los magnético

analitos extraidos

Figura 3. Separacion de un material extractante magnético mediante la accidon de un

iman en la p-dSPE magnética

Durante el desarrollo e implantacion de estas metodologias de microextraccion, surge
una variante de enorme interés en el afo 1990, desarrollada por Janusz Pawliszyn y
denominada microextraccion en fase sélida (SPME). Esta técnica se desarrolla a partir
del disefio de una fibra que tiene en su extremo 1 cm de longitud recubierto de un material
extractante (/5). La SPME es una técnica no exhaustiva que consta de dos etapas
principales reflejadas en la Figura 4: i) extraccion y ii) desorcion. La extraccion puede
darse en dos modos de trabajo diferentes: modalidad de inmersion directa (DI-SPME) y
de espacio en cabeza (HS-SPME), pudiendo en esta tltima utilizar altas temperatura y
vacio para promover el paso de los analitos de la muestra al espacio en cabeza, y
posteriormente a la fibra, fomentando la selectividad hacia los analitos volatiles. La etapa

de desorcion suele realizarse en el puerto de inyeccion de un cromatografo de gases,
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aplicando calor, o bien, empleando un disolvente orgénico, en este ultimo caso cuando se

llevan a cabo acoplamientos con cromatografia liquida o electroforesis capilar (/6).

Extraccion Desorcion

DI-SPME 6 HS-SPME Térmica 6  Disolvente orgdnico GC é HPLC
(V<<Vmuestra)

Figura 4. Procedimiento de microextraccion en fase solida

Una de las principales limitaciones de la SPME es la pequefia area superficial de fase
extractante que es expuesta a la muestra. Para superar estas limitaciones, se desarrollaron
nuevas técnicas que permitieron aumentar la cantidad de superficie (pudiendo asi extraer
una mayor cantidad de analito y por tanto mejorando la sensibilidad), sin requerir de
incrementos en consecuencia en lo que respecta a los tiempos de extraccion (/7). Algunas
de estas variantes que surgen a partir de la SPME incluyen la extraccion con barritas
agitadoras (SBSE), la SPME in-tube, la SPME en punta de flecha (arrow SPME), la
microextraccion en pastilla con agitacion (SCSE) y la microextraccion en pelicula

delgada (TF-SPME) (/8).
1.2 Microextraccion en pelicula delgada (TF-SPME)

La microextraccion en pelicula delgada (TF-SPME) se basa en la utilizacion de un
dispositivo donde el material extractante se extiende formando peliculas de escaso grosor,
obteniendo de esta manera una alta drea superficial de contacto y un aumento del material
extractante. Estos dispositivos se pueden clasificar atendiendo a si se encuentran
soportados sobre una superficie de anclaje o libres. El primer dispositivo se describié en
2003 y consistia en una lamina prefabricada de polidimetilsiloxano (PDMS) unida a una

varilla de acero que actuaba como soporte.

El proceso de extraccion se produce por un equilibro de reparto de los analitos entre la
muestra y la fase extractiva siguiendo la Ecuacion (1), donde n°? es la cantidad total del

analito extraido en el equilibrio, K. la constante de distribucion del analito entre la matriz
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y la fase de extraccion, Ve el volumen de la fase de extraccion, Vi el volumen de la muestra

y C; la concentracion inicial del analito en la muestra (79).

Kes VeV,
nei= 22l G (1)

Kes Vet Vs

Como se observa en la Ecuacion (1), un aumento del volumen de la fase de extraccion
permite una mayor eficacia extractiva. Sin embargo, hay que tener presente que este
aumento en la cantidad de material extractante no debe ser en grosor de recubrimiento
sino en mayor area superficial, dado que un aumento en el grosor esta relacionado con
mayores tiempos, como se puede observar en la Ecuacion (2). En este sentido, la TF-
SPME es una técnica que consigue solventar este problema, dado que no implica un

incremento en los grosores de recubrimiento.

_ _3-8(b-a)
te _t95% -

(2)

En la Ecuacion (2), t. es el tiempo necesario para que el analito alcance el equilibrio
con la fase extractiva, t95¢; el tiempo necesario para extraer el 95 % del analito, J el espesor
de la capa limite, (b-a) el espesor de la fase extractiva y Ds la constante de difusion de

los analitos en la matriz de la muestra (/9).
Los dispositivos de TF-SPME pueden ser preparados por distintos procedimientos:

— Recubrimiento por rotacion (sping coating): Se basa en el deposito del material
extractante sobre una superficie plana por la fuerza centripeta de la rotacion de
un disco. Es un método muy utilizado para controlar el grosor de las peliculas
ya que se basa en un equilibrio entre la fuerza, viscosidad y tension superficial,
que permite superficies con grosores especificos. Consta de 4 pasos: i)
deposicion del material ii) centrifugacion iii) aumento de la velocidad de
centrifugacion para eliminar el exceso de material iv) evaporacion del
disolvente volatil (20).

— Recubrimiento por barra (bar coating): Su fundamento principal consiste en
depositar el material extractante sobre una superficie inerte y extenderlo con la
ayuda de una barra para distribuirlo de manera longitudinal. Posteriormente,
para la separacion de la lamina de la superficie, se emplea un disolvente
organico si se quiere conseguir una pelicula auto-soportada, o si se utiliza un

soporte se repite el proceso por la cara opuesta (27).
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— Recubrimiento por electrohilado (electrospinning coating): Se basa en la
aplicacion de un campo eléctrico a una suspension coloidal para formar una
pelicula delgada. Es una de las técnicas de deposito menos utilizadas en TF-
SPME debido a la necesidad de equipos mas sofisticados y, ademas, otro de
sus inconvenientes es que es una técnica incompatible con muchos de los
materiales sorbentes empleados en microextraccion (22).

— Recubrimiento por pulverizacion (spray coating): Se lleva a cabo mediante la
pulverizacion del material extractante sobre una superficie formando ldminas
delgadas heterogéneas. Puede realizarse mediante diferentes procedimientos
de pulverizacion: térmica, fria o eléctrica (23).

— Recubrimiento por inmersion (dip coating): Es una de las técnicas mads
utilizadas en TF-SPME) debido a su sencillez y logro de recubrimientos
homogéneos. Consiste en sumergir el soporte en una disoluciéon que contiene
el material extractante y posteriormente evaporar el disolvente volatil dando

lugar a la deposicion del material en el soporte (24).

Tras el desarrollo del primer dispositivo de pelicula delgada, se han planteado nuevas
geometrias y soportes para paliar las limitaciones e inconvenientes que han presentado
los diferentes dispositivos desarrollados a lo largo de los afios. En la Figura 5 se muestran
las distintas configuraciones de TF-SPME que se han descrito. El primer dispositivo fue
desarrollado en 2003 por Bruheim. Este consistia en una lamina prefabricada de 25,4 um
de PDMS como fase de extraccion que estaba unida a una varilla de acero inoxidable
como soporte (25). Posteriormente, en 2012 se desarroll6 un dispositivo utilizando tejido
de lana de vidrio y realizando la técnica spin coating (26). Seguidamente, en 2014 se
establecio el primer dispositivo auto-soportado mediante la técnica bar coating (21).
Finalmente, en 2015 y 2018 se propusieron dispositivos con soporte de tejido de malla de
carbono y con equilibrios hidrofilicos-lipofilicos, respectivamente (27,28).
Actualmente, existe un gran interés en el desarrollo de soportes de anclaje basados en
papel, debido a su bajo coste econdomico, su alta disponibilidad y su mayor
sostenibilidad comparada con otros soportes. Aunque el papel sin ningun tipo de
tratamiento puede utilizarse en microextraccion, este suele modificarse mediante la
deposicion de capas finas de un material extractante para mejorar las eficacias

extractivas y recuperaciones (29).
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PDMS puro HLBD cargado
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Figura 5. Evolucion de la TF-SPME desde el primer dispositivo en 2003 hasta 2018

El procedimiento de extraccion en la técnica de TF-SPME sigue los mismos pasos que
para la SPME. En primer lugar, se produce una etapa de extraccion y posteriormente
una de desorcion. De manera andloga, los modos de trabajo en la etapa de extraccion
pueden ser mediante inmersion directa (DI-TF-SPME) o en el espacio superior del vial
(HS-TF- SPME) favoreciendo asi la extraccion de los analitos volatiles. La desorcion
puede ser térmica, en el puerto de inyeccion de un cromatdgrafo de gases, o mediante el
empleo de un disolvente orgdnico y su posterior determinacion analitica por
cromatografia liquida o electroforesis capilar, entre otras. Las modalidades de trabajo y

las etapas metodologicas se encuentran recogidos en la Figura 6 (19).

Extraccion Desorcion

DI-TF-SPME 6 HS-TF-SPME Térmica o6 Disolvente organico GC é HPLC
(V<<Vmuestra)

Figura 6. Procedimiento de microextraccion en pelicula delgada
1.3 Nuevos materiales

Junto al desarrollo de las nuevas técnicas de microextraccion han ido surgiendo nuevos

materiales con el objetivo de mejorar la selectividad, eficacia extractiva, recuperaciones
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y sensibilidad en estos nuevos métodos. Entre ellos, destacan las redes organicas
covalentes (COFs), los materiales basados en el carbono, los polimeros de impronta

molecular (MIPs) y las redes metal-organicas (MOFs) (30).
1.3.1 Redes organicas covalentes (COFs)

Las redes orgénicas covalentes (COFs) son una novedosa clase de polimero organico
cristalino, preparado a partir de mondmeros organicos mediante enlaces covalentes. Se
caracterizan por tener baja densidad, ya que estan constituidos principalmente por C, O,
N, e H. Ademas, tienen una elevada superficie, gran estabilidad, porosidad permanente y
disefio predecible a nivel atdmico (3/). Para su sintesis, se han sefalado diferentes
métodos, incluyendo los solvotérmicos, ionotérmicos y mecanoquimicos (32). Algunos
COFs se han utilizado con éxito como sorbentes en SPE. Ademas, se han preparado
composites magnéticos para aplicarlos a la técnica de u-dSPE magnética y recubrimientos
para aplicaciones en SPME muy prometedores para el pretratamiento analitico de muestra

(31).
1.3.2  Materiales basados en el carbono

Los materiales carbonosos son aquellos materiales basados en el carbono en sus
distintas formas alotropicas. Estos presentan una gran variedad de propiedades que hacen
interesante su aplicacion en técnicas de microextraccion en fase solida debido a su elevada
superficie especifica, alta estabilidad quimica y buena conductividad, con estructuras de
poros internos bien desarrolladas. Algunos materiales basados en el carbono son el
grafeno (G), 6xido de grafeno (GO), 6xido de grafeno reducido (r-GO) y nanotubos de
carbono (CNTs) (33). El G es un material derivado del grafito que se obtiene mediante el
aislamiento de una sola capa de 4tomos de carbono formando una red hexagonal o de
panal de abeja bidimensional. Dicha estructura proporciona una fuerte resistencia
mecénica debido a los enlaces ¢ y una alta conductividad electronica y térmica debido a
los electrones © deslocalizados. Sin embargo, uno de los principales inconvenientes que
presenta es la dificil dispersion de este material en cualquier disolvente, ya que no es
soluble (34). Para solventar este problema, surge el GO por la deslaminacion del grafito

oxidado (35).

Por otra parte, el R-GO se obtiene a partir de la reduccion del GO y aunque es similar

al G, sus propiedades no son exactamente las mismas ya que su estructura contiene
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defectos como consecuencia de la liberacion de CO y CO; durante la reaccion de
reduccion (34). Otros materiales carbonosos de interés en quimica analitica son los CNTs,
con formas de cilindros huecos, estando basicamente formados por laminas de G. Entre
sus principales propiedades cabe sefialar sus elevadas area superficiales, su estructura
altamente porosa, su capacidad para establecer interacciones m-m y su facilidad de

funcionalizacion (36).
1.3.3  Polimeros de impronta molecular (MIPs)

Los polimeros de impronta molecular (MIPs) son polimeros estables con capacidad de
reconocimiento molecular debido al uso de un “analito plantilla” durante la sintesis,
logrando de esta manera una estructura final con capacidad de reconocimiento selectivo
hacia los analitos en estudio (con caracteristicas estructurales iguales o similares a las del
“analito plantilla”). Entre sus principales propiedades cabe sefnalar una gran estabilidad,
robustez y resistencia en un amplio rango de pH, disolventes y temperaturas. Son
sintetizados mediante la polimerizacion de mondmeros funcionales y reticulados
alrededor de una molécula plantilla, dando lugar a un polimero de red tridimensional. La
aplicacion de los MIPs més avanzada hasta la fecha es en SPE. Sin embargo, el creciente
interés en la combinacion de estos materiales con otras técnicas de extraccion ha hecho

que se aplique a otras técnicas como la SPME (37).
1.4 Redes metal-organicas (MOFiys) y sintesis sostenibles

Las redes metal-orgénicas (MOFs) son solidos cristalinos, constituidos por iones
metalicos o clusteres metédlicos unidos a ligandos orgédnicos mediante enlaces de
coordinacion (Figura 7). Los iones metalicos actian como nodos o centros y los ligandos

orgéanicos como puente entre ellos formando una red bidimensional o tridimensional (/8).
Ion o cluster metalico Ligando orgdnico Red metal-organica

650
+ Ho“/Ej)L - D’f@

0 eeé

[Zrs0,(OH) J'** Acido tereftalico UiO-66

Figura 7. Componentes de una red metal-organica
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Actualmente, los principales usos de los MOFs en el area de la Quimica Analitica son
como sorbentes en la preparacion de muestra, como novedosas fases estacionarias en
cromatografia o como materiales para nuevos sensores (38). Los MOFs han sido
aplicados en técnicas de microextraccion en fase solida con el objetivo de lograr
excelentes selectividades, recuperaciones y separaciones cromatograficas. En la Figura
8 se ilustra una linea de tiempo que describe tanto la introduccion de los MOFs como
sorbentes en los diferentes dispositivos de SPME desde el 2009, hasta el afio 2019 en que

se incluyeron en aplicaciones de SCSE (18).

Arrow SPME
2017

On fiber SPME 5

2009
N\

In-tube SPME
2014

&

\'zd 2015 2019
: TF-SPME Stir-cake SPME
2013
Stir-bar SPME

Figura 8. Introduccion de los MOFs como sorbentes en los diferentes dispositivos
desde el 2009 donde se implemento6 por primera vez en SPME, hasta el 2019 que se

desarrollo en stir-cake SPME

Las propiedades de los MOFs dependen del ligando orgénico seleccionado y su
conectividad en la red, definiendo de esta manera la geometria, disposicion, tamafio de
poro, morfologia y distribucion de los canales. Ademas, el centro metalico también juega
un papel determinante en la estructura del material. Asimismo, las condiciones de sintesis,
el uso o no de moduladores, y las posibles modificaciones post-sintesis, marcan también
las propiedades de estos materiales. Su éxito actual en la Quimica Analitica estd
directamente relacionado con sus impresionantes areas superficiales y su versatilidad
sintética. Los MOFs tienen la mayor superficie conocida, con valores que van desde
150 hasta 7.000 m?-g™! (39). Sin embargo, uno de los principales inconvenientes de
los MOFs es su limpieza y activacion. Esto se refiere a cualquier procedimiento
de limpieza de los productos quimicos que no reaccionan y se encuentran en la

superficie de los poros del
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material, asi como el proceso de vaciado de los poros para que queden accesibles a las
moléculas de interés en su futura aplicacion. Este procedimiento puede llevarse a cabo
mediante diferentes estrategias, como el calentamiento, el empleo de vacio o el
intercambio con otro tipo de disolvente organico de polaridad diferente al disolvente de
sintesis que ha quedado atrapado en los poros del MOF. La activacién puede ser un
procedimiento complejo y delicado para algunos MOFs, debido al posible colapso de la

estructura tras la eliminacion del disolvente (40).

Otro aspecto de gran importancia en Quimica Analitica es la estabilidad de los MOFs
en las muestras, por lo que es importante disefiarlos para que sean estables en agua, y en

un amplio rango de pH y fuerzas ionicas (41).

La forma mdas comin de sintetizar los MOFs es mediante una sintesis
solvo(hidro)termal. Esta consiste en la mezcla de la disolucién de la sal metalica y del
ligando orgénico en un reactor de teflon, que se coloca dentro de un autoclave de acero
inoxidable, seguido de un calentamiento a la temperatura adecuada y por un tiempo
determinado. Con la temperatura idonea y manteniendo un volumen constante en el
reactor, se genera una presion autdogena que facilita la formacion de los cristales. Sin
embargo, esta sintesis requiere de un alto consumo de energia y de disolventes toxicos
en muchos casos. Por ello, se han desarrollado otras metodologias mas sostenibles como
son la sintesis electroquimica, la cristalizacion asistida por microondas, la

sintesis mecanoquimica, la sonoquimica o metodologias por precipitacion (42).

Un ejemplo de este tipo de sintesis sostenibles es la del MOF MIL-100(Fe), que puede
obtenerse mediante la adicion de la disolucion del ligando organico gota a gota sobre la
disolucion de la sal metélica y posterior agitacion durante 24 horas, produciéndose asi, la
precipitacion del MOF (43). E1 MIL-100(Fe) es un MOF con una gran estabilidad quimica
y térmica y con grandes propiedades adsorbentes debido a su gran volumen de poro y
area superficial. Ha sido aplicado a numerosas técnicas de extraccion como la p-dSPE
magnética o la SBSE, consiguiendo muy buenas recuperaciones para diferentes grupos
de compuestos. En la Tabla I se resumen algunos detalles de estas aplicaciones analiticas,
incluyendo el tiempo de extraccion que fue necesario, las recuperaciones obtenidas, el
tipo de técnica concreta de microextraccion utilizada, los analitos en estudio, tipo de
muestra, técnica posterior de determinacidon analitica, asi como los parametros de

validacion del método cromatografico, de todas las publicaciones recogidas en la
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bibliografia cientifica donde se ha empleado el MIL-100(Fe) en técnicas de

microextraccion.

Con el objetivo de aplicar los MOFs en métodos eficaces de tratamiento de muestras
siguiendo la QAV, se han desarrollado metodologias verdes que consideran aspectos
importantes como el disefio y sintesis de los MOFs, la evaluacion de la toxicidad del
material preparado, asi como su incorporacién en métodos miniaturizados. Alguna de las
consideraciones que deben tenerse en cuenta durante la preparacion de los MOFs es la
posible degeneracion y descomposicion, ya que el metal empleado puede ser liberado en
altas cantidades al medio ambiente. Por este motivo se recomienda el empleo de metales
con baja toxicidad como el magnesio, calcio, aluminio, zirconio, manganeso o hierro (50).
Ademas, también es aconsejable el empleo de ligandos simples y biodegradables como

aminoacidos o ciclodextrinas.

Con respecto a los estudios de evaluacion de la toxicidad de los MOFs, se han llevado
a cabo no solo aproximaciones in vitro de los efectos de los diferentes MOFs en las células
para posibles aplicaciones terapéuticas (38, 5/) sino también, mas recientemente

estudios in vivo (52).

Finalmente, es importante resaltar que, con el proposito de implementar los MOFs en
técnicas de microextraccion, intentando al mismo tiempo mejorar sus propiedades en
términos de funcionalidad, estabilidad, facilidad de preparacion y selectividad, se han
desarrollado diferentes composites basados en MOFs. Para ello, se han combinado los
MOFs con otros materiales, como nanoparticulas magnéticas, materiales carbonosos,
silice o polimeros. Entre todos ellos, cabe destacar el éxito cuando se combinan con
polimeros. Estos composites pueden clasificarse en: i) Membranas de matriz mixta: en
las que se incorporan micro o nanoparticulas de MOFs en una matriz polimérica. ii)
PolyMOFs: en los que los polimeros pre-sintetizados forman parte del ligando de la red
del MOF o que se unen a sitios funcionales de los ligandos. iii) MOFs de plantilla de
polimero: en los que los polimeros organicos pueden controlar el caracter cristalino de
los MOFs a través de interacciones electrostaticas. iv) Polymer@MOFs: en donde el MOF
actia como anfitrion para el polimero pudiendo controlar su peso molecular y carga. Un
ejemplo es la inmersion de un MOF en una disolucidon polimérica para su posterior

deposicion sobre un soporte mediante la técnica dip coating (53).
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2. OBJETIVOS

En el presente Trabajo Fin de Master se pretende desarrollar como objetivo principal
un dispositivo thin-film a partir de soportes de celulosa y recubierto mediante la técnica
dip-coating por un composite formado por poliestireno y el MOF MIL-100(Fe) -
PS@MIL-100(Fe) - para la determinacion de productos de cuidado personal mediante su
incorporacion en un método TF-SPME-HPLC-PDA. Para asimismo asegurar una
adecuada eficacia de extraccion (Er) para los analitos objetos de estudio asi como una
preconcentracion significativa (Er) con la metodologia indicada y el dispositivo thin-film,

se plantean los siguientes objetivos especificos:

— Asegurar una adecuada separacion cromatografica de un alto nimero de PCPs,
incluyendo una maximizacion de la resolucion de los picos cromatograficos en
términos de simetria y ancho de pico

— Obtener los parametros de calidad analiticos y validar consecuentemente un
método cromatografico para la determinacion de los PCPs

— Preparar y caracterizar con las técnicas adecuadas los dispositivos thin-film
empleando, asegurando su estabilidad para poder ser integrados en el
procedimiento de TF-SPME-HPLC-PDA

— Seleccionar el mejor disolvente de desorcion para el dispositivo en TF-SPME

— Evaluar y seleccionar el mejor modo de microextraccion asi como el nimero de
etapas de desorcion para evitar el efecto memoria en los microdispositivos

— Optimizar, mediante un disefio experimental, las variables mas significativas que
afectan al método TF-SPME con estos dispositivos, evaluando variables como el
tiempo de extraccion, volumen de desorcion y tiempo de desorcion, a partir de
dos variables respuestas (Ery Er)

— Estudiar el efecto de la naturaleza de los analitos en las condiciones Optimas a

seleccionar

Ademas, se propone alcanzar los siguientes objetivos, en términos generales, acordes

a las competencias de la titulacion del Master Universitario en Quimica:

— Manejar y emplear las principales bases de datos para la buisqueda de las diferentes

fuentes bibliograficas

17



Objetivos

Desarrollar y aplicar las ideas y conocimientos adquiridos en el contexto de la
investigacion multidisciplinar

Trabajar con autonomia, en equipo y con pensamiento autocritico para conseguir
con éxito los objetivos especificos

Aplicar las diferentes técnicas experimentales para la identificacion,
cuantificacion, separacion y caracterizacion

Saber aplicar los conocimientos tedricos en la practica

Adquirir experiencia investigadora para iniciar las labores propias de dicha

profesion
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3. EXPERIMENTAL

El desarrollo experimental del presente Trabajo Fin de Master ha sido posible gracias
al empleo de numerosos reactivos, disoluciones y materiales. En esta seccion se describen
los equipos, procedimientos y reactivos para la preparacion y aplicacion de los

dispositivos de pelicula delgada basados en el MOF MIL-100(Fe).
3.1 Reactivos, disoluciones y material

Todos los estudios se realizaron con agua ultrapura Milli-Q (18,2 MQ-cm!) obtenida
mediante un sistema de purificacién con gradiente A10 MilliPore (Watford, UK). La
sintesis del MIL-100(Fe) se llevo a cabo con FeSO4-7H20 (99 %), acido trimésico (TMA)
(95 %) y NaOH (98 %) suministrados por Panreac Quimica S.A® (Madrid, Espafia). Para
la limpieza y purificacién del MOF fue necesario emplear etanol absoluto (EtOH) (= 99,9

%) de Supelco® Analytical Products (Darmstadt, Alemania).

Una vez sintetizado el MIL-100(Fe) se prepararon los diferentes dispositivos
empleando papel de celulosa, acetona de Panreac Quimica® (Madrid, Espafia) y
cloroformo suministrado por Scharlab® (Barcelona, Espafia). Para el desarrollo del
composite MIL-100(Fe)@PS fue necesario obtener el poliestireno (PS) de envases

plasticos de yogures de la marca Hacendando.

Se estudid la separacion cromatografica de 8 productos del cuidado personal (PCPs)
mediante el empleo de agua ultrapura Milli-Q acidificada con 4cido acético de Honeywell
(Charlotte, Carolina del Norte, Estados Unidos) y acetonitrilo (ACN) HiperSolv
CHROMANORM > 99 % de pureza suministrado por la empresa VWR International

(Radnor, Pensilvania, Estados Unidos) como fases moviles.

Las caracteristicas principales de los 8 analitos en estudio se muestran en la Tabla 2,
entre los que se encuentran el etilparabeno (EPB), propilparabeno (PPB) y triclosan
(TCS) obtenidos de Dr Ehrenstorfer GmbH (Augsburg, Alemania) y butilparabeno
(BuPB), benzofenona (BP), benzofenona 3 (BP3), metilbenzacameno (MBC) y
octocrileno (OCR), suministrados por Sigma-Aldrich (Steinheim, Alemania). Ademas, se
hicieron estudios previos de optimizacion mediante el empleo del isopropilparabeno
(IsoPPB) y benzilparabeno (BzPB) suministrados por Sigma-Aldrich. A partir de los
estandares individuales se prepard6 una disolucion estandar de trabajo con una

concentracion de 100 mg-L-! en ACN de cada uno de los analitos.
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Para los estudios de screening y optimizacion de la naturaleza del disolvente de
desorcion, fue necesario el empleo de etanol (EtOH) y metanol (MeOH) de Honeywell

(Charlotte, Carolina del Norte, Estados Unidos) y ACN.

Tabla 1. Caracteristicas de los 8 PCPs en estudio junto a sus estructura y propiedades

fisico-quimicas

Analito  Peso molecular Estructura pKa®* Log Ko™
(g'mol™)
(0]
EPB 166,17 /@Ako/\ 8,31 2,39
HO
(0]
BuPB 194,22 @Ao/\/\ 8,47 3,57
HO
(@)
PPB 180,20 dow 8,23 2,90
HO
(@]
BP 182,22 - 3,21
(0]
BP3 228,24 7,56 3,99
~o OH
Cl
(0]
TCS 289,54 /@ @ 7.80 5,34
Cl OH Cl
O
MBC 254,37 - 3,38
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AN
0]
OCR 361,48 | /\i\/\ - 6,89

2Extraido de CAS SciFinder copyright © 2022 American Chemical Society

®Logaritmo del coeficiente de reparto octanol-agua.

3.2 Limpieza

El material de vidrio se lavo en primera instancia con abundante agua del grifo para
posteriormente, con ayuda de una esponja, enjabonarlo. Se enjuagd tres veces y se
sumergi6 en una mezcla acida HNO3:H>O (1:10) por un minimo de 24 horas. Pasado este
tiempo, se enjuago tres veces con agua del grifo y otras tres con agua desionizada. Para
terminar, el material volumétrico se dejé secando al aire y el no volumétrico se sometio

a una etapa de tratamiento térmico en mufla a 550 °C durante un minimo de 3 horas.

Las tapas de cualquier indole tienen un proceso de lavado diferente, sometiéndolas a
cuatro lavados sucesivos asistidos por ultrasonidos con agua y jabon, mezcla MeOH:H>O

(1:1), agua del grifo y agua desionizada.
3.3 Aparatos e instrumentacion

Para la sintesis del MIL-100(Fe) fue necesario el empleo de una balanza analitica

Mettler Toledo (Columbus, Ohio, Estados Unidos), un agitador magnético J.P. Selecta

(Barcelona, Espafia), una centrifuga Eppendorf T™ 5702/R A-4-38 con un rotor de 13,7

cm de didmetro (Hamburgo, Alemania) y una estufa J.P. Selecta.

Para la preparacion de los diferentes dispositivos de pelicula delgada y los estudios de
optimizacion del proceso de microextraccion fue indispensable un secador Grace de
220/230 VLTS, micropipetas Eppendorf Research® Family (100-1000 pL y 500-5000 pL)
con puntas de plastico desechables, un baio de ultrasonidos Branson Ultrasonic S.A.
3510 (Cauroge, Suiza), un vortex de Velp® Scientifica (Usmate Velate, Italia), un vortex
multi reax de Heidolph (Schwabach, Alemania) y un agitador de incubacion de IKA®

(Staufen, Alemania).
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Para la caracterizacion del MIL-100(Fe) y los diferentes dispositivos se utilizdé un
microscopio electronico de barrido (SEM) JEOL 6400 JSM (Tokio, Japén) y un
difractometro de Rayos X de PANalytical (Eindhoven, Paises Bajos) del Servicio General
de Apoyo a la Investigacion de la Universidad de La Laguna (SEGALI).

La separacion y validacion cromatografica se realizdé con un equipo HPLC Varian
Prostar 320 equipado con un detector de fotodiodos (PDA) Varian 330, una precolumna
Pelliguard™ de 2 cm de Supelco® Analytical Products, columna Poroshell 120 EC-C18
(4,6 x 100 mm, 4 um) y un sistema de inyeccion manual con una valvula Rheodyen 77251

y un loop de inyeccion de 20 pL.

3.4 Software

Para el desarrollo del presente trabajo se utiliz6 como procesador de texto Microsoft®
Word para Microsoft 365 MSO (16.0.14026.20202) 32 bits, para el andlisis de los datos,
Microsoft® Excel® para Microsoft 365 MSO (16.0.14026.20202) 32 bits y para la unién
de las ilustraciones Microsoft® PowerPoint® para Microsoft 365 MSO
(16.0.14026.20202) 32 bits.

Las ilustraciones y figuras fueron realizadas con Procreate 3.1 para iOS. El patrén
teorico de difraccion de Rayos X del MOF se obtuvo a partir de los datos del Cambridge
Crystallographic Data Center (CCDC) y el estudio del disefio experimental, superficies
de respuestas y optimizacion uni y multivariante se realizd6 mediante el programa

Statgraphics Centurion XV.I.

3.5 Procedimiento experimental
3.5.1 Sintesis y caracterizacion del MIL-100(Fe)

Con el objetivo de desarrollar una sintesis sostenible a temperatura ambiente, sin
disolventes organicos y altas temperaturas, se decidio sintetizar el MIL-100(Fe) por

precipitacion y agitacion 24 horas (43).

El MIL-100(Fe) fue sintetizado como se muestra en la Figura 9. Para ello se tomaron
3,168 g de FeSO47H20 y se disolvieron en 98 mL de agua desionizada. Aparte, se
disolvid 1,6 g de TMA en 23 mL de NaOH 1 M y se agit6 vigorosamente. La disolucién

de TMA se agregd gota a gota mediante una bureta a la disolucién de color verde de
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FeSO47H>0. Posteriormente, se agitd vigorosamente durante 24 horas a temperatura

ambiente observando un cambio de color de verde amarillento a pardo anaranjado.

MIL-100(Fe)

TMA

Disoluciones de Se afiade la disolucion  Agitacion Centrifugacion Lavado Secado Producto final
la sal metdlica y de TMA (ligando) 24 horas con EtOH 100 °C durante 24 h
el ligando sobre la disolucion de

la sal metalica

Figura 9. Procedimiento experimental de sintesis del MIL-100(Fe) por precipitacion
3.5.2  Preparacion y caracterizacion de los dispositivos de pelicula delgada

Los dispositivos de pelicula delgada fueron desarrollados a partir del MIL-100(Fe),
con el proposito de que este MOF sea el material de extraccion, y el PS, que actia como
agente aglutinante. Se obtiene como resultado un composite denotado como MIL-
100(Fe)@PS, que se ancla sobre una superficie de celulosa, obteniendo asi un dispositivo

con gran resistencia, facilmente manipulable y flexible (54, 55).

Para el pretratamiento previo del papel y la preparacion de la suspension polimérica es
necesario recortar un papel de filtro con dimensiones de 1,5 X 2,5 cm y sumergirlo en
agua desionizada para abrir los poros que han sido industrialmente sellados. A
continuacion, secar al aire un minimo de 30 minutos. Paralelamente, se cortan pequeiios
trozos de 0,2 g del recipiente plastico previamente lavado, se afiaden 10 mL de cloroformo
y se agita vigorosamente hasta su total disolucion. A continuacion, se agregan 0,3 g de
MOF y se agita hasta que se asegure su completa dispersion del modo més uniforme

posible.

Para la preparacion de los dispositivos de pelicula delgada, se toma el papel
previamente tratado y se sumerge en la mezcla PS/MOF. A continuacion, se retira de la
disolucidén y se seca suministrando calor mediante un secador, hasta que se observa la
total adherencia de la mezcla sobre el soporte. Posteriormente, se sumerge en acetona
para producir la precipitacion del PS y se vuelve a secar. Esto se repite un numero total

de 6 veces, con el objetivo de ir desarrollando diferentes capas. La Figura 10 muestra el
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procedimiento de preparacion, desde el pretratamiento del papel y la preparacion de la
suspension polimérica, hasta el desarrollo de las diferentes capas de los dispositivos de

pelicula delgada.

Pretratamiento del papel Preparacion de la suspension polimérica

‘:Piezas de~02g

Se sumerge Secado Se corta el 10 mL de Se dispersan
en agua recipiente cloroformo 0,3 g de MOF

Preparacion de los dispositivos

\
= A S
w § r

Se sumerge en la Secado Se sumerge Secado final Repetir hasta
suspension PS/MOF en acetona 6 ciclos

Figura 10. Procedimiento experimental para el pretratamiento del papel, preparacion de

la suspension polimérica y los dispositivos de pelicula delgada

3.5.3 Meétodo cromatogrdfico

Los 8 PCPs en estudio fueron separados cromatograficamente mediante el empleo de
ACN y H>O acidificada al 0,1 % con écido acético como fases moéviles a un flujo de 1
mL-min-!. Se estudiaron 10 gradientes de elucion lineal con el objetivo de obtener una
correcta separacion cromatografica abarcando separaciones desde los 18 hasta los 31
minutos y empezando con un porcentaje de ACN del 30-35 % y terminando en un 100
%. Las longitudes de onda de deteccion fueron de 254 nm para EPB, PPB, BuPB, BP y
de 289 nm para la BP3, TCS, MBC y OCR.

El rango de trabajo de la recta de calibrado fue desde 30 hasta 3500 pg-L' y los limites
de deteccion y cuantificacion fueron determinados mediante la relacion senal ruido del
cromatograma y verificados experimentalmente mediante preparacion de estandares a
150 y 1000 pg-L! y verificacion del mantenimiento de la relacion sefial/ruido en los

mismos. La validaciéon del método cromatografico asimismo incluyo estudios de
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reproducibilidad intra e interdia a dos niveles de concentracion incluidos en el intervalo

de trabajo antes senalado.

3.5.4 Procedimiento de microextraccion empleando los dispositivos de TF-SPME

Se realizaron multiples estudios para la optimizacion de las condiciones de extraccion,
utilizando 10 mL de un estandar acuoso (agua desionizada) con una concentracién de
100 pg'L! para los 8 PCPs en estudio. Las condiciones de trabajo elegidas se
ilustran en la Figura 11. A modo de resumen, se utiliza el dispositivo de membrana
previamente preparado y se sumerge en una disolucion estandar acuosa,
sometiéndose a continuacion a 20 minutos de extraccion asistida por vortex. Una vez
finalizado el tiempo, se extrae la membrana cuidadosamente con unas pinzas (limpias) y
se lleva a un tubo Eppendorf. En ese momento, se anaden 350 uL ACN y se procede con
la etapa de desorcion, durante 20 minutos mediante agitacion asistida por vortex. Se
separa entonces nuevamente el dispositivo y la disolucion de ACN (conteniendo los
analitos liberados) se filtra a través de un filtro de 0,2 pm de PVDF y se inyecta en el

HPLC descrito en la Seccion 3.3.

: 350 uL ACN
b
—

RLBEN AR

—/
10 mL estandar Extraccion asistida Desorcion asistida Filtracion Determinacion
acuoso conteniendo los por vortex tras por vortex analitica
8 PCPs (100 ug-L*) sumergir el dispositivo

Figura 11. Procedimiento experimental del proceso microextraccion/desorcion
empleando los dispositivos de pelicula delgada basados en el MIL-100(Fe) en las

condiciones dptimas
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4. RESULTADOSY DISCUSION

4.1 Método cromatogréafico

Para optimizar el procedimiento de TF-SPME es necesario, en primer lugar,
desarrollar un método cromatogréfico (seleccionandose HPLC con deteccion por PDA)
que permita evaluar la eficacia extractiva alcanzada con la microextracciéon para el
conjunto de analitos seleccionado (un conjunto de 10 PCPs). Para ello, se optimizo la
separacion cromatografica por HPLC asegurando la correcta resolucion en el menor
tiempo posible y, posteriormente, se realiz6 una validacion del citado meétodo

cromatografico.
4.1.1 Optimizacion de la separacion cromatografica

La separacion cromatografica mediante HPLC se llevo a cabo para un grupo de 10
PCPs (EPB, PPB, I1soPPB, BuPB, BzPB, BP, BP3, TCS, MBC, OCR), entre los que se
encuentran conservantes, filtros UV y desinfectantes. Estos compuestos se encuentran en
productos cosméticos de uso diario como pueden ser aguas micelares, cremas o
protectores solares. El principal interés en su determinacion se debe a que son
considerados disruptores endocrinos, que pueden bioacumularse en el organismo y ser

perjudiciales para la salud humana (56).

Como condiciones iniciales para evaluar la separacion de estos 10 PCPs se parti6 un
estudio descrito en la bibliografia (57). Concretamente, se utilizé un flujo de 1 mL-min™
de fase mavil, fase movil constituida por un 35 % de ACN durante los 2 min iniciales,
para a continuacion aplicar un gradiente de elucion lineal hasta alcanzar el 100 % de ACN
en 21 minutos, manteniendo esta composicion hasta los 30 min de analisis. Las longitudes
de onda de deteccion utilizadas fueron 254 nm (Utiles para detectar y posteriormente
cuantificar el EPB, PPB, BuPB, BP) y 289 nm para el resto de analitos.

Los resultados alcanzados con estas condiciones se recogen en la Figura 12 como
Separacion 1. Con esas condiciones, se separan 9 PCPs (MePB, EPB, PPB, BzPB, BP,
BP3, TCS, MBC, OCR). Sin embargo, el objetivo principal es separar los 10 PCPs
descritos al principio de la presente seccion, en donde se optd por eliminar el MePB
porque se observaron problemas para su correcta determinacion en estudios previos y se
afiadio el BuPB e IsoPPB.

27



Resultados y discusion

100 -

Separacion 1

—Separacion 9

% ACN

25 : : : : : :
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo (min)

Figura 12. Gradientes de elucién utilizados para la separacion cromatografica de los
PCPs en estudio

Con el objetivo de optimizar la separacion, tomando como punto de partida las
condiciones anteriores, se vario el porcentaje de la fase movil para mejorar la resolucién
del PPB-IsoPPB y el BuPB-BzPB, puesto que en dichas condiciones los valores de la

resolucion son inferiores a 0,5. Para ello, se aplicé la Ecuacion (3).
ACN%final = Gradiente - (tf - ti) + ACN%iniCial (3)

En esta ecuacion Gradiente es el gradiente de elucion correspondiente al tiempo final,
tr y ti, el tiempo final e inicial, respectivamente, y ACN%sinai €l porcentaje final de

acetonitrilo.

Se plantearon por tanto 10 separaciones cromatograficas descritas en la Tabla 3
variando el gradiente de elucion y trabajando en alguna de las regiones en régimen

isocréatico.
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Tabla 3. Las 10 separaciones cromatograficas planteadas junto al tiempo el porcentaje de
acetonitrilo y el gradiente de elucion

Separacion Tiempo (min) % ACN %ACN/min
0 35 -
3 42 2,2
1
5 45 15
31 100 2,2
0 35 -
2
30 100 2,17
0 35 -
2 39 2,2
3
5 42 1
18 100 4,3
0 35 -
2 39 2,2
4
8 40 0,4
21 100 4,3
0 35 -
2 39 2,2
5
8 40 0,1
22 100 4,3
0 35 -
2 39 2,2
6
8 39 0
22 100 4,3
0 35 -
7 8 35 0
23 100 4,3
35 -
8 4 35 0

19 100 4,3
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Tabla 3. Continuacién

Separacion Tiempo (min) % ACN %ACN/min
0 35 -
2 35 0
9 4 40 5
8 40 0
18 100 4,3
0 30 -
2 30 0
10 4 40 5
8 40 0
18 100 4,3

Como se observa en la Figura 13, debido a la semejanza entre las estructuras del PPB-

IsoPPB y el BuPB-BzPB, no se consiguid la separacion de estos analitos. Por este motivo,

se decidid prescindir de los PCPs IsoPPB y el BzPB, ya que actualmente han sido

regulados y no se utilizan en cosmética en la EU.

—— A=254nm
—— A=289nm
|
|
| A | i !
P | . I
N A |
II I iI } Ay |
| A/ /o - Separacicn 9
| ) | - — 10 PCPs
! I I ‘
|
L |
| |
[ | .,
. I | Separacion 9
- L — 8 PCPs
T T T T 1
5 10 15 20 Tiempo (minutos)

Figura 13. Separacion cromatografica dptima (Separacion 9) para los 10 PCPs

iniciales vs 8 PCPs definitivos
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Por tanto, se decidié trabajar con 8 PCPs, que representan en su totalidad a diferentes
familias de PCPs: i) desinfectantes, ii) filtros UV vy iii) conservantes. Ademas, se

considero la Separacion 9 como 6ptima con un flujo de 1 mL-min1, con un gradiente de
elucion lineal de 35 % de ACN durante 4 min, que sube a 40% de ACN durante otros 4

min, finalmente alcanzando 100% de ACN en 18 minutos.
4.1.2 Optimizacion de la resolucién de los picos cromatograficos

Con el objetivo de mejorar la resolucion de los picos cromatograficos en términos de
simetria y ancho de pico, se estudiaron diferentes mezclas de H20:ACN para los
estandares acuosos que se inyectaban en el HPLC, conteniendo desde el 10 hasta el 40 %
de agua. Para ello, se prepararon 4 disoluciones de 5 mL, con una concentracion de 1,0
mg-L para cada uno de los analitos utilizando como disolventes mezclas H20:ACN con

cada uno de los porcentajes de agua en estudio citados.

Como se puede observar en la Figura 14, el porcentaje mas bajo de agua da lugar a
picos con cola, asimétricos y anchos. Esto es debido a la forma en la que interaccionan
los analitos solvatados en esas condiciones tanto con la fase moévil como con la fase
estacionaria. Por ello y debido a las mejoras sustanciales que se pueden observar en la
Figura 14, se selecciona como éptima el uso de PCPs disueltos en un 60% de ACN y un
40 % de agua.

Sefial (mAU) i
Cr o
Hom Porcentaje HyO (%)
75 I 10
20
30
5.0 40

25 4

_ // \
NE )AL

4.5 5.0 5.5 6.0 6.5 7.0 Tiempo (minutos)

Figura 14. Estudio de la resolucion de los picos cromatogréficos de los PCPs cuando
se inyectan en el HPLC disueltos en agua:ACN, variando el contenido de agua desde el
10 hasta el 40 %
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La Figura 15 muestra un cromatograma representativo con los 8 PCPs en estudio, con
una concentraciéon de 1,0 mg-L! y disueltos en la relacion optima agua:ACN. Esta

separacion fue adecuada y requiri6 de 18 minutos en total.

Sefial (MAU) MBC —— =254nm

m ——  =289nm
20 —

| BP3
15 pube O
EPB o 0

R | ; ! beqen
10 QAO/\ | N : Ioae
N
|| i | ‘ TCS
5 . L
|| | | | !cw/@o:@cw |
A \ .
0 — — . | N—— —— LIRS S . . -
|
T T T T |
5 10 15 20 Tiempo (minutos)

Figura 15. Cromatograma representativo para los 8 PCPs obtenidos en condiciones
optimas (estandar de PCPs con una concentracion de 1000 ug ‘L' y disueltos en

agua:ACN en el ratio 6ptimo de agua, 40%
4.1.3 Calibracién y validacion del método cromatografico

La calibracién del método cromatografico se realizd empleando 11 niveles de
concentracion, con estandares de los PCPs en un rango de 50 a 3500 pg-L™* y disueltos
una relacién H20:ACN de 4:6, tal y como se optimizd para mejorar la resolucion. Los
limites de deteccion (LOD) y de cuantificacion (LOQ) se estimaron como tres y diez
veces la relacion sefial/ruido, obteniéndose valores de LOD comprendidos entre 9 y 30
ug-L* para el MBC, OCR y TCS, respectivamente. Asimismo, el LOD y LOQ fueron
experimentalmente verificados y comprobados, mediante preparacion de estandares a
esos niveles de concentracion y verificacion, mediante inyeccion en el HPLC-PDA, del

mantenimiento de las relaciones sefal/ruido antes sefaladas.

En la Tabla 4 se muestran los principales parametros analiticos de calidad del método
cromatografico, asi como los resultados obtenidos en los estudios de reproducibilidad y
repetibilidad realizados con estdndares de PCPs a dos niveles de concentracion no
incluidos como puntos en la calibracion, de 0,15 mg-L*y 1 mg-L*, realizando tales

experimentos durante el mismo dia y en 3 dias consecutivos
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Asi, se obtuvieron valores de desviaciones estandar relativas (RSD) intradia desde el
1,01 % para la BP3 hasta el 13,90 % para el TCS, e inter-dia desde 0,94 % para EPB y
7,71% para el BuPB. Ademas, todos los valores de los coeficientes de correlacion fueron
mayores que 0,9992, reflejando la buena linealidad de las diferentes rectas de calibracion

para los PCPs.
4.2 Preparacion y caracterizacion de los dispositivos de TF-SPME

Para la preparacion de los dispositivos de pelicula delgada basados en MOFs, fue
necesario sintetizar y caracterizar el MOF MIL-100(Fe), mediante difraccion de rayos X
en polvo (PDRX). La comparacion del patron de difraccion del MOF experimental y
tedrico mostrados en la Figura 16 muestra que el producto obtenido corresponde al MIL-
100(Fe).

—Teorico

—Experimental

M\AJ\/L M‘ |
i AMA PRV, WIS NJ\“ANIL L y
5 10 15 20

25 30 35

Intensdad (U.A.)

26 (°)

Figura 16. Patrones de difraccion de rayos X en polvo del MIL-100(Fe):

experimental y tedrico

Una vez sintetizado y caracterizado el MOF, se prepararon los dispositivos thin-film
basados en MOFs siguiendo el procedimiento descrito en la Seccion 3.1.2., que, de un
modo genérico, implican la preparacion de una suspension del MOF en un polimero como
aglutinante y con ayuda de un disolvente para la deposicion en papel. Las condiciones
optimas para obtener las thin-film se basaron en estudios previos realizados por el grupo
de investigacion, e implicaron el uso de 0,2 g de PS, un 30 % en carga de MOF en el

polimero y 10 mL de cloroformo como disolvente.
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Una vez preparadas las films, se comprobd el correcto anclaje del composite PS@MIL-
100(Fe) sometiendo las membranas a un test de estabilidad. En la Figura 17 se puede
observar como el procedimiento de preparacion de la thin-films es un punto critico. Por
ello, en estudio anteriores se optimizaron las condiciones para la obtencion de

dispositivos uniformes, reproducibles y resistentes.

Dispositivos resistentes y
flexibles

EANRTIE

p

:
|
1

i

AN

Dispositivos descartados
por desprendimiento de
capas

Figura 17. Aspecto de los dispositivos optimos después de las pruebas de
resistencia vs dispositivos no 6ptimos con desprendimiento de membrana e

imperfecciones

En la Figura 18 se muestra una imagen SEM del dispositivo, donde se puede
comprobar la correcta deposicion del material sobre la superficie de celulosa, y el gran

poder aglutinante que tiene el PS sobre el MIL-100(Fe).

Figura 18. Imagenes SEM de un dispositivos thin-film basado en el MIL-100(Fe)
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4.3 Optimizacién del procedimiento de microextraccion

Para llevar a cabo la optimizacion de las condiciones de microextraccion, se han
empleado el factor de enriquecimiento (Er) y el factor de recuperacién (ErR) como
herramientas de evaluacion de la efectividad.

El EF hace referencia a la capacidad de preconcentracion o enriquecimiento, en
términos de sensibilidad analitica, de la técnica de microextraccion. Este se calcula
siguiendo la Ecuacion (4) y por tanto requiere determinar / conocer la concentracién
final (Cs) y la concentracion inicial (Ci) del analito. ElI valor maximo que puede
tomar el Er viene determinado por el Ermaximo Y para calcularlo se necesita conocer el
Vi y el Vi, tal como se recoge en la Ecuacion (5), asumiendo un 100% de eficacia

extractiva (todos los moles iniciales de analito se consiguen extraer).

moleSf
Ep = % lefesi — molesy = moles; (4)
' [ Vi ]
Vi
Ermaximo = V_f (5)

Por otra parte, el Er 0 eficacia de extraccion se puede calcular mediante la Ecuacion
(6) y determina, en porcentaje, cuanto se ha logrado preconcentrar con respecto al

maximo posible o, en otras palabras, la eficacia de extraccion.

Ep

Ep(%) = 100 (6)

Fmaximo
4.3.1 Seleccion del disolvente de desorcion

Uno de los parametros mas importantes a estudiar en la TF-SPME, y particularmente
cuando se emplean MOFs como material extractante, es el tipo de disolvente de

desorcion. Si se emplea un material con una fuerte interaccion con el analito objeto
de estudio, es importante encontrar un disolvente que, posteriormente, sea capaz de
romper esta afinidad, para asi conseguir liberar al analito para su posterior determinacion
analitica y, asimismo, permitir que el MOF quede libre para poder ser reutilizado
sin efecto memoria. En este sentido, para poder tener una buena desorcion, los analitos
deben tener mayor afinidad por el disolvente seleccionado que por el material

extractante. Para seleccionar el disolvente de desorcion, se realizd un estudio del

Er y Er utilizando
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diferentes disolventes organicos como disolventes de desorcién: ACN, MeOH y EtOH.
También se utilizaron mezclas de los mismos, concretamente mezclas de ACN-EtOH
(1:1) y ACN-EtOH (3:1).

La Tabla 5 muestra los resultados obtenidos para este estudio. Ademas, en aras de
obtener mas informacion a partir de los experimentos, se representaron los resultados en
un diagrama trigonal con contorno. Como se puede observar en la Figura 19, los peores
Er se encuentran para el caso del PPB, con valores menores de 1,24 en la zona central
izquierda del diagrama ternario. En cambio, los mejores resultados corresponden, para
todos los analitos con un 100 % de ACN, teniendo unos Er desde 2,7 para el PPB hasta
13,2 para el OCR. Por este motivo, para las siguientes experiencias se selecciona ACN

como disolvente de desorcion.

- 7% u o
o 025/ A 05 v
o ¥ \\u ™ - m -
- \ |- |-
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\
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025 25
/

Figura 19. Estudio de la naturaleza del disolvente de desorcion mediante la
representacion de diagramas ternarios, tomando como respuesta el factor de

enriquecimiento (Er)
4.3.2 Procedimiento de extraccién

Con el objetivo de mejorar las eficacias extractivas se estudiaron diferentes métodos
de extraccidn: i) extraccién asistida por vortex seguido de desorcidn asistida por vortex y
ii) extraccion con agitacion magnética seguido de desorcidén con agitacion suave en

shaker. La Figura 20 muestra un esquema de los modos de extraccion ensayados.
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Modo de trabajo dinamico =, ,

==}

/ |
10 mL estandar Extraccion asistida por  Desorcion (adicion de ACN a Filtracion del Determinacion
acuoso (100 pug-L™) vortex la membrana separada) disolvente de analitica HPLC-UV
. — asistida por vortex desorcion
Modo de trabajo estdtico
=1 !
=
|
/
10 mL estandar Extraccion asistida por Desorcion (adicion de ACN a la Filtracion del Determinacion analitica
acuoso (100 ug-L™) agitacion magnética membrana separada) asistida por  disolvente de HPLC-UV
agitacion suave en shaker desorcion

Figura 20. Procedimiento de TF-SPME en los diferentes modos de trabajo

Todos estos estudios se realizaron con un estdndar acuoso de 10 mL con una
concentracion de 100 pg-L* para todos PCPs y se sumergi6 el dispositivo (dimensiones
de la membrana 1,5 x 2,5 cm) previamente preparado en este estdndar acuoso.
Dependiendo del modo de microextraccion, se sometia a agitacion asistida por vortex o
se suspendia de manera estatica y se agitaba mediante una placa agitadora. Una vez
finalizado el tiempo, se llevo a cabo la desorcién de los analitos. Para ello, el dispositivo
se introdujo en un eppendorf con 150 uL de ACN y se aplico agitacion por vortex o suave,

dependiendo una vez mas del experimento concreto.

En este desarrollo, se estudiaron un total de 5 métodos de extraccion combinando
extracciones y desorciones estaticas y dinamicas. Se variaron los tiempos de extraccion
desde 5 hasta 60 minutos y los de desorcion desde 5 hasta 40 minutos (7abla 6). Como
se puede observar en la Figura 21, los mejores Er se alcanzaron con el Método 3 de
extraccion, con valores de preconcentracion desde 5,2 para el OCR hasta 25,4 para la
BP. Sin embargo, este es el método de extraccion que conlleva mas tiempo, con un total
de 90 min, siendo un tiempo excesivo para una técnica de microextraccion, ya que se

busca la mayor rapidez posible sin comprometer buenos resultados.
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Tabla 6. Condiciones de extraccion y desorcion de los 5 métodos de extraccion-desorcion

en estudio
Método Modo de Tiempo de Modo de Tiempo de
extraccion extraccion (min) desorcion desorcién (min)
1 dispersivo 5 dispersivo 5
2 estatico 60 dispersivo 5
3 estatico 60 estatico 30
4 dispersivo 15 dispersivo 15
5 estatico 30 estatico 40

Por este motivo, se optd por encontrar los mejores resultados en el menor tiempo
posible. En la Figura 21 se puede observar que los resultados obtenidos para los Métodos
de extraccion 1, 2 y 4 son muy similares, por lo que se optd por el procedimiento de
extraccion 4 ya que es mas simple, y combina adecuadamente preconcentracion y

tiempos razonables.

Método 1
Método 2
Método 3
Método 4
Método 5

30

[ [ o R |

Er

EPB PPB BuPB BP BP3 TCS MBC OCR

Figura 21. Estudio del mejor modo de extraccion, evaluando el Er alcanzando con el
método para los analitos en los 5 modos de extraccion. Todos los experimentos se

realizaron por triplicado
4.3.3 NuUmero de desorciones

El efecto memoria o carry over es de enorme importancia en las técnicas de

microextraccion, y debe ser practicamente nulo para asegurar una posible reusabilidad de
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los dispositivos preparados sin distorsionar los resultados obtenidos. Por este motivo, se
estudié el numero de desorciones necesarias para la completa desorcién de los analitos y

que las membranas queden libres de los mismos.

Para ello, se realizaron dos estudios diferentes, uno empleando como desorcién 150
puL de ACN y otro empleando dos desorciones consecutivas con 150 uL de ACN
trasladando el dispositivo a otro eppendorf teniendo un volumen final de 300 pL. Estos
dos extractos se inyectaron en el HPLC y se compararon sus Er, y no otro tipo de
herramienta, para evitar errores derivados de la diferente sensibilidad por la dilucion
(doble) que tiene lugar en el estudio de las desorciones consecutivas. Ambos
experimentos se realizaron manteniendo constantes las condiciones y modos de
extraccion y desorcion, de modo que la uUnica variable diferente fuera el volumen de
disolvente de desorcion. Como se puede apreciar en la Figura 22, los resultados con una
y con dos extracciones dan resultados muy similares, siendo la mayor diferencia para el
OCR con un 7 % de mejora respecto a una desorcion. Por este motivo, se considera como
Optimo con menor cantidad de disolvente, utilizando 150 pL en lugar de 300 pL. Se
realiz6 un estudio, a modo de blanco, tras efectuar una desorcion con 150 pL de ACN, y
no se detectaron analitos, por lo que puede considerarse como practicamente nulo el

posible efecto memoria.

60 - @ Una desorcion
50 m Dos desorciones

40 |

ER (%)

30
20

10

| im Om Hl
EPB PPB

BuPB BP BP3 TCS MBC OCR

Figura 22. Estudio del efecto del nimero de desorciones en TF-SPME
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4.4 Optimizacién mediante disefio experimental

Para la optimizacion del resto de variables que pueden influir en la eficacia de
extraccion en TF-SPME, se aplicd un disefio experimental utilizando superficies de
respuesta. Entre estas variables se incluyen el tiempo de extraccion, el volumen de
desorcién en una etapa Unica y el tiempo de desorcion. El disefio experimental es un
método, que mediante la introduccién de cambios deliberados en las diferentes
variables, permite identificar aquellas que originan los mayores cambios en las

respuestas, y por tanto pueden seleccionarse dada su mayor influencia.

En el presente trabajo se ha utilizado un disefio de 22 con dos niveles (alto y bajo) y 3
factores: tiempo de extraccién, volumen de desorcion y tiempo de desorcion. La Figura
23 muestra las combinaciones resultantes de los niveles y las variables, que pueden ser

representadas graficamente como un cubo.

(+7'3+)

Alto (+)
350 4

Volumende | | Q ------------------- o

desorcion = B i 3 réplicas
| Alto (+)
E 20 min
5 Tiempo de
i /- ('9+’+) desorcion = C
s Bajo (-)
(_,—l—,_) 10 min
Bajo (-) Tiempo de Alto (+)
10 min extraccion = A 20 min

Figura 23. Disefio experimental 22 con 3 réplicas en el centroide

Ademas, se afiadieron tres réplicas del centroide, obteniendo asi un total de 11
experiencias diferentes, recogidas en la Tabla 7.

Con el objetivo de tener mayor conocimiento de nuestro modelo, se llevo a cabo el
andlisis de datos tanto para los Ers y Ers de todos los analitos, obteniendo las tablas de
Pareto, las superficies de respuesta, y, con estos resultados, las condiciones 6ptimas para

cada uno.
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Tabla 7. Matriz del disefio experimental con las 11 experiencias, y las condiciones
concretas dictadas para el tiempo de extraccion, volumen de desorcion (utilizando ACN)
y tiempo de desorcion, y haciendo uso de los modos de extraccion y desorcion

anteriormente seleccionados

Experiencia Tiempo de Volumen de Tiempo de

extraccion (min) . desorcion (min)
desorcion (uL)

1 10 150 10
2 10 350 10
3 10 150 20
4 10 350 20
5 20 150 10
6 20 150 20
7 20 350 10
8 20 350 20
9 15 250 15
10 15 250 15
11 15 250 15

Las tablas de Pareto muestran, mediante un estudio estadistico t y el rechazo o
aceptacion de la hipotesis nula (Ho), si los efectos de las diferentes variables en estudio
son o no significativos. Con esto, se consigue conocer qué variables son importantes y si
existe 0 no interaccion entre ellas. Ademas, el software Statgraphics nos proporciona las
condiciones de trabajo Optimas y las superficies de respuestas necesarias para refinar el

modelo en estudio mediante un modelo empirico.
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En esta seccion se discuten las tablas de Pareto, condiciones éptimas y superficies de
respuestas atendiendo a la totalidad de los analitos, seguido de un estudio mas

individualizado por grupos de familias.
4.4.1 Estudio considerando el conjunto de PCPs

En primer lugar, se estudi6 la contribucion (significativa, +, no significativa, -) de cada
una de las variables estudiadas (tiempo de extraccion, volumen de desorcion y tiempo de

desorcidn) en funcion del analito.

La Tabla 8 recoge las contribuciones positivas y negativas de cada una de las variables
en funcion del analito en estudio. En ella, se puede observar cdbmo no existe ninguna
variable que tenga una influencia negativa en todos los analitos, siendo la que tiene menor
importancia el volumen de desorcion, ya que tiene efectos significativos Unicamente para
el BuPB, BP y MBC. Por otra parte, la variable mas influyente es el tiempo de desorcion,
siendo determinante para todos los analitos menos para la BP. Ademas, en la Tabla 8
también se recogen las posibles interacciones entre las diferentes variables del disefio,
observando como existe 0 no interaccion dependiendo del analito.

Tabla 8. Tabla Pareto con los efectos significativos (+) o no significativos (-) de las
diferentes variables en estudio obteniendo como variable respuesta el factor de

enriguecimiento (Er)

PCP Tiempode Volumende Tiempo de AB AC BC
extraccion desorcién desorcién
(A) (B) (©)
EPB + - T - + -
PPB + - + - + -
BuPB - + + - + +
BP + + - + + -
BP3 + - + - + +
TCS i - + + - -
MBC - + + + - -
OCR + - + - + =
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En cuanto a la respuesta en funcién del Er recogidos en la Tabla 9, la variable que méas
contribuye es el tiempo de extraccion, siendo significativa en todos los analitos. Al
contrario que lo observado para el Er, el volumen de desorcion seria una variable con
menor importancia, ya que solo afecta de forma significativa al BuPB, BP y BP3. De
esta manera y solo discutiendo las tablas de Pareto, se pueden observar las notables
diferencias de los resultados en funcién de la variable respuesta seleccionada,
abriendo un futuro debate entre si  se quieren obtener unas buenas

preconcentraciones o eficacias de extraccion.

Tabla 9. Tabla de Pareto con los efectos significativos (+) o no significativos (-) de las
diferentes variables en estudio obteniendo como variable respuesta el factor de

enriquecimiento (Er)

PCP Tiempo de Volumen de Tiempo de AB AC BC
extraccion (A) desorcion (B)  desorcién (C)
EPB + + + + + +
PPB + + + + + +
BuB + + + + + +
BP + + + + + +
BP3 + + + - - +
TCS + + - + + -
MBC 0 - 0 & - -
OCR + - + - - +

A continuacion, se estudiaron las superficies de respuesta y las condiciones 6ptimas
de los 8 PCPs. En la Figura 24 se observan diferencias en las superficies de respuesta en
funcion de la naturaleza de los analitos. Asi, por ejemplo, para EPB, PPB, BuPB y OCR,
el tiempo de extraccion optimo es de 20 min, al contario que para BP, BP3, TCS y MBC,

que es de 10 min.
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Figura 24. Superficies de respuesta de los 8 PCPs en estudios tomando como

variable el Er

Sin embargo, y como se puede observar en la Figura 25, las condiciones 6ptimas
utilizando como variable de respuesta el Er son completamente diferentes de las
correspondientes a las obtenidas con Er. Un ejemplo es el volumen optimo de desorcion,
utilizando como respuesta Er este volumen dptimo es de 150 pL para la mayoria de los

analitos y si se utiliza como respuesta el Er este volumen pasa a ser de 350 pL.
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Figura 25. Superficies de respuesta de los 8 PCPs en estudios tomando como variable

el Er

4.4.2 Estudio considerando las familias de PCPs

Con objeto de solventar las grandes diferencias que existen entre todos los analitos en
términos de condiciones Optimas, se plantea un estudio por familias de los diferentes
PCPs recogiendo la respuesta multivariante de los conservantes (EPB, PPB, BuPB),
filtros UV (BP, BP3, OCR, MBC) y desinfectante (TCS). En la Figura 26 se recogen las
diferentes superficies de respuesta junto a las condiciones Optimas, donde se puede

observar que para todos los casos el tiempo de desorcion 6ptimo se encuentra en 20 min,

aproximadamente.
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Las respuestas en funcion del EF muestran la diferencia entre las familias en estudio.
Asi, para los filtros UV y el desinfectante, el tiempo de extraccion necesario es de 10 min,
mientras que para los conservantes es de 20 min. En cuanto el volumen de desorcién, el
volumen Optimo para los conservantes y el desinfectante es de 150 pL mientras que para
los filtros UV es 350 pL.

Para el estudio de la respuesta en funcion del Er, se observa mucha méas uniformidad.

Siendo la Unica diferencia en el tiempo de extraccion de 10 min para los filtros UV.

Todo esto pone de manifiesto codmo, dependiendo de la estructura de los analitos, la
repuesta 6ptima va a ser completamente diferente. En el caso de los 8 PCPs en estudio,
los conservantes constan de estructuras mucho mas simples, con cadenas de
hidrocarburos alifaticos y grupos hidroxilos, a diferencia de los filtros UV que tienen

muchos mas anillos bencénicos y el desinfectante que contiene grupos cloruros.
4.4.3 Estudio global del disefio

Para determinar las condiciones 6ptimas globales, es necesario realizar una respuesta
multivariante de los 8 PCPs en estudio, obteniendo asi las superficies de respuestas
ilustradas en la Figura 27. En ellas, se puede observar la gran importancia que tiene la
eleccion de la variable respuesta, ya que los resultados pueden ser totalmente diferentes.
En cuanto a la optimizacion utilizando como variable respuesta el Er, las condiciones
Optimas son 13 min de extraccion, 150 pL de volumen de desorcion y 20 min de tiempo
de desorcidn. Esto va en consonancia con la definicion del Er de la Ecuacion (4), ya que
a mayor volumen final se obtienen menores preconcentraciones, porque son parametros

inversamente proporcionales.

Con respecto a la optimizacion en funcion del Er, se puede observar como este
parametro toma valores completamente diferentes a los correspondientes al Er
anteriormente descrito. Con un tiempo de extraccion 6ptimo de 20 min, un volumen
de desorcion de 350 pL y un tiempo de desorcion de 18 min (Figura 27), viéndose
reflejado como a mayor volumen de desorcion mejores resultados, al igual que a

mayores tiempos de extraccién y desorcion.
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Condiciones optimas Er Condiciones optimas Eg
Tiempo de Volumen de Tiempo de Tiempo de Volumen de Tiempo de
extraccion desorcion desorcion extraccion desorcion desorcion
13 min 150 4 20 min 20 min 350 uL 18 min
Desirability Desirability
. 0.0 . 0.0
I 01 . 01
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Figura 27. Condiciones 6ptimas obtenidas aplicando un disefio experimental 23
tomando como variable respuesta el factor de enriquecimiento (Er) y las recuperaciones
(Er)

Una vez obtenidos los resultados anteriores, es necesario plantear el futuro enfoque
del procedimiento de TF-SPME-HPLC-PDA. Para ello, es necesario decidir si se quieren
alcanzar buenas eficacias extractivas o buenas preconcentraciones, ya que son factores
con respuestas opuestas pero que, en cierta manera, pueden llegar a ser complementarias.
Para ello, se tomaron las dos experiencias del disefio experimental que més se asemejaban
a las dos condiciones éptimas y se compararon sus ErF y Er. En la Tabla 10 puede
observarse como los valores de ErF en ambos casos son muy similares siendo sus
promedios de 8,60 y 7,61. Sin embargo, para el caso de las recuperaciones, las
condiciones que son mas parecidas a la 6ptima tomando como variable respuesta el Er
tienen recuperaciones menores que para las condiciones optimas teniendo como respuesta
los Er, con resultados de casi el doble, manteniendo en cierta medida las
preconcentraciones con un tiempo de extraccion de 20 min, un volumen de 350 pL y 20

min de tiempo de desorcion.

Por este motivo, se consideran como condiciones 6ptimas para el método, las obtenidas
a partir de la respuesta de la variable Er. Es decir, 20 min de tiempo de extraccion, 350
pL de volumen de desorcion y 18 min de tiempo de desorcion, y son las que se emplearan
en futuros estudios de validacién metodoldgica en este método propuesto TFME-HPLC-

PDA para la determinacion de 8 PCPs.
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Tabla 10. Factor de enriquecimiento (Er) y recuperaciones (Er) de las dos experiencias

del disefio experimental que mas se asemejan a las condiciones Optimas finales

PCP EF Er (%)? Ee Er (%)°
EPB 2,6 6,5 3,0 17,7
PPB 4.7 11,9 4,9 28,7
BuPB 8,5 21,4 75 44,2
BP 15,7 39,2 15,3 89,1
BP3 9,8 24,6 8,0 46,9
TCS 13,6 34,0 10,1 59,2
MBC 9,2 23,1 7.9 46,4
OCR 4.4 11,0 38 22,2

3Experiencia con condiciones proximas a Er optimo: i) tiempo de extraccion: 10 min ii)
volumen de desorcion: 150 pL iii) tiempo de desorcion: 20 min

bExperiencia con condiciones proximas al Er 6ptimo: i) tiempo de extraccion: 20 min
ii) volumen de desorcion: 350 pL iii) tiempo de desorcion: 20 min
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5. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

A partir de los resultados experimentales obtenidos en este Trabajo de Fin de Master

se ha llegado a las siguientes conclusiones:

— Se ha logrado separar con éxito 8 de los PCPs propuestos, entre los cuales se
encuentran analitos representativos de las distintas familias de interés. Asimismo,
se consiguieron mejoras sustanciales en la resolucion de los picos cromatograficos
mediante el empleo de estandares acuosos con un 40 % en agua y un 60% en
acetonitrilo.

— Se ha validado con éxito un método cromatografico para la determinacion de
PCPs mediante un HPLC-PDA con adecuados pardmetros de calidad analitica,
incluyendo buena reproducibilidad y bajos limites de deteccion.

— Ha resultado exitosa la preparacion de los dispositivos thin-film, con
caracteristicas de reproducibilidad y de estabilidad, haciendo uso de 0,2 g de PS,
30 % en carga de MOF y 10 mL de cloroformo sobre soportes de celulosa con
tamafio de 1,5 % 2,5 cm, caracterizando con éxito la presencia del MOF MIL-
100(Fe) en tales dispositivos mediante PDRX, asegurandose asimismo la correcta
deposicion del composite PS@MIL-100(Fe) sobre el soporte de celulosa,
evidenciada mediante imagenes SEM del dispositivo que confirmaron

— Eluso de los dispositivos con el composite se evalu6 en profundidad en TF-SPME
utilizando diferentes modos de extraccion, seleccionandose finalmente Ila
extraccion y desorcion asistida porque aportaba mayor sencillez y buenos
resultados en un tiempo aceptable.

— El dispositivo TF-SPME demostro6 su capacidad para ser reutilizado con una sola
etapa de lavado.

— Se aplicd con éxito un disefio experimental de tres factores (2%) para la
optimizacion de las condiciones de extraccion en TF-SPME con los dispositivos,
seleccionandose 20 min de tiempo de extraccion, 350 pL de volumen de desorcion
y 18 min de tiempo de desorcion cuando se toma como variable respuesta el Er.
y considerando el conjunto de analitos en total.

— Es posible seleccionar condiciones dirigidas para familias concretas del grupo de

productos de cuidado personal seleccionado, y atendiendo a parametros de
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respuesta no solo relacionados con la eficacia de extraccion sino con la

sensibilidad final que se puede alcanzar.

De un modo general, se puede concluir que se ha desarrollado con éxito un dispositivo
thin-film basado en un nuevo material como es el MIL-100(Fe), mediante el desarrollo de
un composite denotado como PS@MIL-100(Fe) y en un soporte sencillo de celulosa,
facilmente integrable en un procedimiento de TF-SPME. Ademas, se han determinado las
condiciones Optimas del procedimiento de microextraccion mediante la aplicacion de un
disefio experimental. En este sentido, resulta de gran interés resaltar los siguientes

aspectos de cara a posibles lineas de trabajo futuras:

— Necesidad de validar el procedimiento total mediante el empleo del dispositivo
thin-film (TF-SPME-HPLC-PDA) con las condiciones Optimas ya seleccionadas.

— Evaluar la necesidad de realizar un calibrado en la muestra para el estudio del
posible efecto matriz cuando se utilizan muestras reales

— Aplicar el dispositivo thin-film siguiendo el procedimiento de TF-SPME-HPLC-
PDA aun alto nimero de muestras reales de diferente indole como puede ser agua

de consumo, orina o aguas micelares.
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ABREVIATURAS

ACN

arrow SPME

BP

BP3

BuPB

BzPB

CCDC

CNTs

COFs

DI-SPME

Er

EFméximo

EPB

Er

EtOH

GAPI

GO

HPLC

HS-SPME

IsoPPB

LOD

Acetonitrilo

Microextracion en punta de flecha
Benzofenona

Benzofenona 3

Butilparabeno

Benzilparabeno

Cambridge Crystallographic Data Center
Nanotubos de carbono

Redes organicas covalentes
Microextraccion en fase solida en inmersion directa
Factor de enriquecimiento

Factor de enriquecimiento maximo
Etilparabeno

Factor de recuperacion

Etanol

Grafeno

indice de procedimientos analiticos verdes
Oxido de grafeno

Cromatografia liquida de alta eficacia
Microextraccion en fase solida en espacio en cabeza
Isopropilparabeno

Limite de deteccion
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Abreviaturas

LOQ
MBC
MeOH
MePB
MIPs
MOFs
NEMI
OCR
PCPs
PDA
PDMS
PDRX
PPB
PS
PVDF
QAB
QAV
r-GO
RSD
SBSE
SCSE

SEGAI

Limite de cuantificacion
Metilbenzacameno

Metanol

Metilparabeno

Polimeros de impronta molecular

Redes metal-organicas

indice nacional de métodos medioambientales
Octocrileno

Productos de cuidado personal

Detector de fotodiodos
Polidimetilsiloxano

Difraccion de rayos X en polvo
Propilparabeno

Poliestireno

Fluoruro de polivinilideno

Quimica Analitica Blanca

Quimica Analitica Verde

Oxido de grafeno reducido

Desviacion estandar relativa
Microextraccion empleando barras agitadoras
Microextraccion en pastilla con agitacion

Servicio General de Apoyo a la Investigacion de la

Universidad de La Laguna
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Abreviaturas

SEM

SPE

SPME

SPME in-tube
TCS
TF-SPME
TMA

u-dSPE

u-dSPE magnética

u-SPE

Microscopio electronico de barrido

Extraccion en fase solida

Microextraccion en fase solida

Microextraccion en fase solida en capilar
Triclosan

Microextraccion en pelicula delgada

Acido trimésico

Extraccion en fase solida miniaturizada dispersiva

Extraccion en fase solida miniaturizada dispersiva

asistida por imanes

Extraccion en fase s6lida miniaturizada
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