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Introduccion

La sofisticacion y la capacidad de identificacion y/o
cuantificacion de la instrumentacion actual contrastan con la
lentitud y laboriosidad de los procedimientos de tratamiento
de muestra convencionales, por lo que en los Ultimos afios se
han producido grandes avances en procedimientos
alternativos. La etapa mas critica en el proceso analitico es,
con frecuencia, disponer del analito en la forma mas adecuada
para su analisis; es aqui donde selectividad y sensibilidad
cobran protagonismo y donde un adecuado pretratamiento de
la muestra puede hacer viable una determinacidon concreta.
Muestras bioldgicas y ambientales presentan frecuentemente
una complejidad tal que hace necesario el uso de eficaces
métodos de clean-up y preconcentracion.

La extraccion liquido-liquido es la técnica convencional de
extraccion con disolvente mas antigua que se conoce y la mas
aceptada [1]. Esta técnica ha ido evolucionando a lo largo de
los aflos con el objetivo de disminuir el consumo de
disolventes organicos y de muestra , desarrollandose de esta
manera técnicas como la extraccion en fase sélida (1970), la
microextraccién en fase sélida (1990), la microextraccidén en
gota (1996), microextraccion en fibra hueca (1999) o la
electromembrana (2000). Las técnicas de preparacién de la
muestra se encuentran en continua evolucién debido al
elevado consumo de tiempo, muestra y reactivos, en algunos
casos caros o toxicos, y es la causa mas frecuente de pérdida y
contaminaciones. Por ello, la tendencia actual es eliminar
todos o parte de estos problemas o, al menos, reducirlos, por
lo que se ha ido incrementando el desarrollo de nuevas
técnicas de preparacion de la muestra o la modificacion de las
ya existentes con la finalidad de hacerlas mas rapidas,
potentes y versatiles.

En los ultimos afos, la miniaturizacién y automatizacion de las
técnicas analiticas se estan convirtiendo en una tendencia
dominante, ya que elimina las limitaciones presentadas por las
tecnologias de analisis actuales. En este sentido, los
dispositivos microfluidicos presentan numerosas ventajas
frente a la preparacién de la muestra tradicional, ya que
minimizando la cantidad de muestra se disminuye también el

consumo de reactivos y de disolventes caros y toxicos,
contribuyendo a las lineas actuales enfocadas hacia una
“Quimica Verde”. Ademas, se ha demostrado que, con los usos
de estas técnicas en el pretratamiento de muestras, se
obtienen unos resultados de alta selectividad, sensibilidad, una
buena limpieza, un corto tiempo de andlisis y permiten su
acoplamiento on-line a instrumentos de analisis.

Resumen del trabajo

En este trabajo, se pone a punto un procedimiento de
microextraccion en fase liquida (3 fases) integrado en un
sistema microfluidico on-chip para la extraccion simultanea de
dos familias de compuestos: cinco antiinflamatorios no
esteroideos (AINEs) y cuatro parabenes. La separacion y
analisis de los compuestos se llevéd a cabo mediante las
técnicas analiticas de cromatografia liquida de alta resolucion
con un detector DAD-UV. El dispositivo desarrollado se aplicd
en la determinacidn de estos compuestos en aguas
medioambientales, obteniéndose un excelente clean-up y
elevada eficiencia de extraccién.

Procedimiento experimental

El dispositivo integra una microextraccién en fase liquida en
modalidad de tres fases (acuosa-organica-acuosa), en la que
los analitos se extraen desde una fase acuosa (fase donadora)
hacia otra fase acuosa (fase aceptora), atravesando los poros
de una membrana plana de polipropileno que soporta una
membrana liquida (fase organica), actuando de barrera entre
la fase donadora y la fase aceptora (Figura 1). Los analitos se
extraen mediante difusidn pasiva gracias a un gradiente de pH
creado a ambos lados de la membrana.

El procedimiento experimental de este trabajo constd de
diferentes etapas: 1) muestreo (obtencidn y recogida de
muestra), 2) extraccion de los compuestos mediante
dispositivo chip, 3) separacién/anélisis de los compuestos y 4)
tratamiento de datos. La separacién cromatografica de los 9
compuestos se realizé a una temperatura constante de 279C,
empleando una columna LiChroCART® 75-4 Purosphere STAR
de 75 mm de longitud y 4 mm de didmetro interno, con una
fase estacionaria PR-18e y un tamaio de particula de 3 um.
Ademas, se empled una precolumna Kromasil® de 15 mm de
longitud y 4,6 mm de didmetro interno, con una fase
estacionaria tipo C-18 y un tamafio de particula de 5 um. Para
la separacién cromatografica, se empled una mezcla de una
disolucion acuosa de acido férmico al 0,1% V/V (pH 2,6) y
metanol.

La Figura 2 muestra el dispositivo microfluidico desarrollado y
optimizado en este trabajo. Este dispositivo construido con
polimetil-metacrilato, consistié en dos micro-canales (aceptor
y donador) separados por una membrana plana de
polipropileno de 25 um de espesor, y dimensiones de 13 mm
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de longitud y 3,5 mm de ancho; soportando al dihexil-éter
como disolvente orgdnico. Los nueve analitos de estudio son
extraidos desde la fase donadora hasta la fase aceptora a
través de la membrana, gracias a un gradiente de pH entre
ambas disoluciones acuosas. El pH de la fase donadora y
aceptora fue de 3.5 y 11.5, respectivamente. Ambas fases
fueron introducidas en el dispositivo microfluidico impulsadas
por dos bombas de jeringa con un flujo aceptor y donador de 1
puL/min. Una vez completada la extraccion (7 minutos), se
recogié el extracto (7 pL) y se analizé directamente por HPLC.
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Figura 1: Esquema de LPME mediante difusion pasiva para
analitos dcidos.
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Figura 2. Esquema del dispositivo uLPME
Muestras reales

El dispositivo previamente optimizado se aplicd al analisis
de muestras de aguas superficiales. Se analizaron cinco

tipos de aguas superficiales diferentes, todas procedentes
de la provincia de Barcelona: Rio Sec, Rio Rubi, Rio Ripollet,
Lago Petit, Rio Montcada. Para todas las aguas, se
realizaron extracciones por triplicado dopadas a 1 mg/L. Las
muestras se filtraron con un filtro de 0.45 um, se ajusté a
pH 3.5 y se introdujeron en el sistema microfluidico. La
tabla 1 recoge las recuperaciones obtenidas para todos los
compuestos y la figura 3 representa un cromatograma de
una muestra real, donde se observan excelentes lineas

bases.
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Fig 3.Cromatograma de agua de Rio Sec (Barcelona) con 1 ug/mL de AINEs
y parabenes mediante LPME-chip. Fase donadora: pH 3, fase aceptora: pH
11.5, membrana liquida: Diexil-éter, Flujo de fase donadora y aceptora: 1
uL/min. Tiempo de extraccién: 7 minutos.

Conclusiones

El dispositivo microfluidico permite la determinacién vy
extraccion simultanea de dos familias de compuestos,
obteniendo excelentes lineas bases y recuperaciones muy
altas.

El dispositivo ha sido satisfactoriamente aplicado a
muestras de agua superficiales obteniendo recuperaciones
superiores al 66%, requiriendo volimenes inferiores a 10uL
y completando la extraccion en 7 min. Ademas el volumen
de disolvente organico empleado es muy pequefio, inferior
a 3 pL. La miniaturizacion de la microextraccidon en fase
liguida es un procedimiento novedoso, muy rapido y eficaz
que ofrece elevadas eficiencias de extraccion para la
extraccion simultanea de dos familias de compuestos en
muestras de aguas ambientales.

Tabla 1. Recuperaciones de aguas superficiales dopadas a 1mg/L (n=3)

Origen SAC KTP NPX DIC

IBU Et-P Pr-P iBu-P Bu-P

RUBI 84.1 £0.9 91.3 + 0.9 90.2 £1.1 89.4 +0.2

100.0 +0.6 91.2+09 821 +£12 | 901 £0.7 | 838 +14

I+
I+

RIPOLLET 97.4 £0.7 96.3 +0.6 96.3 0.4 80.4+ 0.5

653+ 04 721 £ 09 | 949 £ 07 | 855 =13 | 854 +0.6

LLAC PETIT 743+ 0.1 827+ 1.9 87.1+ 1.0 57.8+ 0.8 85.7+ 0.1 89.4 + 16 85.1 £ 09 869 + 14 80.6 £ 0.9
RIO SEC 80.3+ 0.3 875+ 0.3 975+ 1.0 65.9+ 0.9 68.6 £ 0.1 905 + 14 813 £+ 19 85.6 £ 0.2 85.7 £ 0.9
RIO
MONTCADA 729+ 04 1000+ 05 83.5+ 0.8 72.0% 0.21 53.3+ 0.1 811+ 14 80.6 £ 19 76.6 £ 0.3 82.1 £ 09
SAC: ac. Salicilico, KTP: Ketoprofeno, NPX: Naproxeno, DIC: Diclofenaco, IBU: Ibuprofeno, Et-P: Etil-Paraben, Pr-P: Propil-
Paraben, iBu-P: isobutyl-Paraben, Bu-P: Butyl-Paraben
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