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1. Introduccidn.

El tratamiento de muestra ha sido objeto de una profunda
investigacion en las ultimas décadas. Su complejidad y la
necesidad de adaptarlo al trinomio muestra-analito-
instrumento ha hecho dificil su sistematizacién, pero a la
vez ha permitido el desarrollo de innumerables técnicas
que intentan adaptarse a casuisticas distintas. El
tratamiento de muestra no ha sido ajeno a la evolucién de
la Quimica Analitica, incorporando la automatizacion, la
simplificacion y la miniaturizacion como fuerzas motrices
de su propio desarrollo. La reduccién de dimensiones de
esta etapa permite, por ejemplo, abordar el analisis de
muestras de disponibilidad limitada (ciertos fluidos
biolégicos) o de elevado valor, lo que abre la puerta al
disefio de nuevos procesos de medidas capaces de abordar
este tipo de problemas analiticos.

Las técnicas de tratamiento de muestra son necesarias
para mejorar la sensibilidad (preconcentracion del analito)
y la selectividad (separaciéon de interferencias) de los
métodos analiticos. Ademas, en ciertos casos, permiten la
aplicacion de una técnica instrumental concreta. En este
ambito, la miniaturizacion ha supuesto un hito esencial de
desarrollo. De hecho, las técnicas de microextraccion,
surgidas de esta evoluciéon, suponen hoy una herramienta
util y versatil para el quimico analitico. La reduccion de
dimensiones genera un reto evidente ya que al disminuir la
cantidad de fase extractante (ya sea sdlida o liquida) se
requiere que ésta sea muy eficiente. Es, en este escenario,
en el que resultan de especial relevancia los nuevos
materiales como los liquidos idnicos, los disolventes
supramoleculares, los disolventes conmutables y los
sélidos nanoestructurados.

A continuacidén, se describen las principales aportaciones
que nuestro grupo de investigacion ha realizado en este
contexto agrupadas en dos grandes lineas: 1) desarrollo de
nuevas fases extractantes y 2) propuesta de nuevas
modalidades de (micro)extraccion.

2. Desarrollo de nuevas fases extractantes.
2.1 Uso de materiales nanoestructurados.
Los primeros trabajos del grupo de investigacién basados

en el uso de materiales nanoestructurados emplearon
fundamentalmente sélidos comerciales de carbono (nano-

tubos, fullerenos, nanoconos o nanocuernos). En este
contexto, una de las principales contribuciones fue
demostrar el efecto negativo de la agregacion de estos
nanomateriales, especialmente los nanotubos de carbono,
sobre su eficacia de extraccion. En un articulo publicado en
The Analyst en 2007, se estudié en profundidad como
afectaba la dispersidon asistida por tensioactivos en la
capacidad sorbente de los nanotubos de carbono [1].
Ademas, se evalud el papel que jugaba este tipo de
moléculas en el proceso de extraccién. La pseudofase
formada (nanotubos incluido en el interior de la micela)
puede emplearse en extraccién liquido-liquido mejorando
notablemente el andlisis por espacio de cabeza de
hidrocarburos volatiles en muestras de aceite.

2.1.1 Nanocomposites.

El grupo ha trabajo intensamente en el campo de la
microextraccion dispersiva. Esta técnica es altamente
eficiente al maximizar el contacto entre la fase extractante
y la muestra. La recuperacién del sorbente tras la
extraccidon puede suponer un reto especialmente cuando
la cantidad de este material es muy reducida. El uso de
materiales magnéticos simplifica sobremanera este
proceso ya que pueden recuperarse facilmente mediante
la simple aplicacién de un campo magnético (usualmente
un iman permanente). Este tipo de materiales,
generalmente Fe;0,, se sintetizan facilmente en el
laboratorio. No obstante, el material sintetizado no tiene,
por si mismo, capacidad para extraer compuestos
organicos. Es, por tanto, habitual que se disefien particulas
tipo core-shell, en las que el core magnético se recubre de
una pelicula de un material capaz de interaccionar con los
analitos. Si esta seleccidn se realiza de forma adecuada, se
puede incrementar de forma notable la selectividad del
proceso. En nuestro caso, hemos empleado liquidos
ionicos [2,3] o polimeros de impresién molecular [4] para
la extraccidon de PAHs o disruptores del sistema endocrino
en aguas en el primer caso, y feromonas en aceite con la
segunda propuesta.

La linea de investigacion mas reciente se centra en la
sintesis de composites poliméricos que combinen
nanoparticulas y polimeros. Los polimeros se caracterizan
por presentar una alta estabilidad quimica, alta porosidad
y sintesis ad-hoc en funcién de la naturaleza del analito a
extraer. La hibridacidon polimero-nanoparticula se puede
hacer de varias formas: a) siguiendo una estructura core-
shell, en la que el sdlido resultante mantiene las dimensio-
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Figura 1. Sintesis de materiales composite basada en la combinacion de poliamidas y nanoparticulas.

nes nanométricas; b) recubriendo las microparticulas de
polimero con nanoparticulas, lo que afecta a la capacidad
extractante del polimero, ya que ésta disminuye a medida
que aumenta el recubrimiento nanométrico; o «c)
incluyendo la nanoparticula dentro de la red polimérica. En
2014 propusimos un método muy simple para la sintesis
de estos materiales siguiendo la ultima aproximacion. El
procedimiento juega con la distinta solubilidad del
polimero en diferentes disolventes. La primera
combinacién que propusimos utilizaba poliamida y
nanoparticulas magnéticas [5]. Las poliamidas suelen ser
solubles en acido férmico e insolubles en agua. El
procedimiento, esquematizado en la Figura 1, consiste en
la preparacion de una disolucidon de la poliamida en acido
formico, en la que se dispersan las nanoparticulas
haciendo uso de ultrasonidos. La dispersidon se anade
mediante una jeringa de plastico a un recipiente que
contiene agua. El cambio de medio provoca Ia
precipitacion de la poliamida, que arrastra en este proceso
a las nanoparticulas, que quedan incluidas en la red
polimérica.

Entre las ventajas de este procedimiento se pueden
destacar la simplicidad y la versatilidad, puesto que se
pueden combinar una amplia variedad de sélidos
poliméricos y nanoparticulas, siempre y cuando se
encuentren los disolventes adecuados. Las poliamidas son,
ademas, faciles de sintetizar en el laboratorio, de manera
gue se pueden seleccionar los monémeros mas adecuados
para extraer el analito diana [6]. Recientemente hemos
evaluado la posibilidad de reciclar polimeros (por ejemplo,
bandejas de empaquetado de alimentos, vasos) para
preparar composites poliméricos [7]. En cuanto al papel de
las nanoparticulas en el composite, éste puede ser muy
diverso. Por un lado, le pueden conferir nuevas
propiedades, por ejemplo, caracter magnético cuando se
usan nanoparticulas de esta naturaleza. Por otro lado,
incrementan notablemente la capacidad sorbente ya sea

incluyendo otro tipo de interaccién con el analito o
incrementando la superficie del polimero al dificultar el
empaquetamiento normal de las cadenas poliméricas [8].

Se puede considerar en la misma linea la sintesis de
materiales composite, que combinan liquidos idnicos
poliméricos y nanoparticulas magnéticas [9]. La sintesis,
qgue tiene lugar a temperatura ambiente, hace uso de
reactivos de bajo precio y, debido a su versatilidad, se
puede adaptar a numerosos problemas analiticos.

2.1.2 Combinacién de nanoparticulas con sélidos
monoliticos.

Los sélidos monoliticos son materiales que se caracterizan
por presentar una estructura continua que presenta poros
de gran tamafo que le confieren una alta permeabilidad y
por tanto permiten el flujo de una fase liquida a su través.
En comparacion con los solidos particulados, carecen de
los problemas de empaquetamiento y presentan una
mayor eficiencia en relacion con la interaccién con los
analitos de interés ya que no se ve afectada por los
fendmenos de difusidn. Las propuestas en este contexto
del grupo se han centrado en la modificacién de sélidos
monoliticos con nanoparticulas. La idea fundamental es
combinar de forma sinérgica las ventajas de ambos
materiales para que el sélido resultante presente mejores
propiedades sorbentes. Las propuestas que hemos
desarrollado utilizan fundamentalmente nanoparticulas de
carbono que se incorporan al sélido monolitico una vez
sintetizado, depositdandose sobre la superficie de este o
bien se afiaden a la mezcla de polimerizacién, quedando
en este caso embebidos en la estructura monolitica. La
Figura 2 recoge las alternativas que hemos propuesto,
indicando el tipo de nanoparticulas empleadas, la forma de
adicion al polimero, asi como el formato de
microextraccion en el que se han empleado.
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De lo recogido en la figura, se concluye que la adicién de
las nanoparticulas convenientemente dispersas en el
disolvente pordgeno a la mezcla de polimerizacién es la
alternativa mas eficiente puesto que, entre otras cosas, el
sélido resultante es mas estable. Ademas de las unidades
basadas en la inmovilizacién en el interior de un capilar de
silice fundida [10,11], se han desarrollado con éxito otros
formatos mas versatiles y que permiten procesar mayores
volimenes de muestras como las spin-columns [12], las
puntas de pipeta [13] o las unidades agitadas [14]. La linea
de trabajo actual se orienta a la sintesis de estos
materiales monoliticos haciendo uso exclusivamente de
nanomateriales de forma que se puedan utilizar como
unidades independientes o soportados sobre distintas
superficies.

Sin oxidar - pipette - tip—> embebidos

Figura 2. Alternativas propuestas para la preparacion de
unidades de microextraccion basadas en la combinacion de
sélidos monoliticos y nanoparticulas.

2.1.3 Nanotubos de didoxido de titanio.

Las nanoparticulas de carbono proporcionan una gran
capacidad sorbente, pero presentan una alta tendencia a
la agregacion que limita su potencial. Ademas, su sintesis
es compleja y no es abordable en un laboratorio
convencional. Por otro lado, su derivatizacién (para
mejorar la dispersabilidad o incluir grupos funcionales
extractantes) requiere de tratamientos agresivos que en
muchas ocasiones producen desperfectos en su estructura.
En 2014, el grupo comenzd a trabajar con nanotubos de
dioxido de titanio [15]. Estos nanomateriales son faciles de
sintetizar mediante un procedimiento hidrotermal en el
que se puede controlar el tamafio y forma del material
resultante jugando con las condiciones experimentales.
Una vez sintetizado el core inorganico (TiO,) abordamos su
recubrimiento con carbono siguiendo dos etapas simples:
a) creacion de una capa de caramelo mediante tratamiento
hidrotermal de sacarosa sobre la superficie de los
nanotubos de TiO,; y b) carbonizacién de este recubri-
miento a alta temperatura en atmésfera inerte. Una
ventaja adicional de este tipo de sintesis es que se puede

Nanotubos o
de carbono N
Oxidados — in-capillary — anclaje superficial
SOLIDOS MONOLITICOS
MODIFICADOS CON
NANOPARTICULAS
e Sin oxidar— Stir-bar
Nanocuernos embebidos
de carbono
™ Oxidados Spin-column

modular la polaridad de la capa de carbono jugando con la
temperatura y el tiempo en la segunda etapa del proceso.

3. Nuevas modalidades/formatos de microextraccién.

3.1 Integracién de la extraccidn y la agitacidén en la misma
unidad.

De forma general, la agitaciéon de la muestra contribuye
favorablemente a la mejora del rendimiento del proceso
de extraccion. Esto se debe a que facilita la difusion de los
analitos desde la matriz de la muestra hacia la fase
extractante, reduciendo notablemente los tiempos de
extraccion. En la mayoria de las técnicas de
microextraccion (excepto en stir bar sorptive extraction y
técnicas relacionadas) el extractante se dispersa o sumerge
en la muestra, estando el elemento de agitacion
(normalmente una barra magnética) separado de éste. En
el afio 2009 el grupo de investigacion presenté una
modalidad de extraccidon denominada stir membrane
extraction, que integraba de un modo sinérgico la elevada
capacidad de extraccién de las membranas poliméricas con
las ventajas cinéticas de la agitacion de la muestra [16]. La
unidad se disefid a partir de materiales comerciales que
garantizaban la reproducibilidad entre unidades y un coste
de fabricacién reducido. Este trabajo original supuso el
inicio de una nueva linea de investigacién centrada en el
desarrollo de nuevas técnicas que integran la extraccidn y
la agitacién en el mismo dispositivo. En la Figura 3 se
muestra la evolucidn histérica de esta linea.

Como puede verse, se ha aplicado tanto a microextraccidon
en fase sélida como en fase liquida. En su configuracion
inicial, estas unidades estaban disefiadas para el analisis de
volimenes de muestra superiores a los 20 mL. Esto
limitaba su potencial en bioanalisis ya que en este campo
la disponibilidad de muestra suele estar restringida. Para
dar respuesta a esta necesidad, la unidad de extraccidén se
ha adaptado a estos volimenes tanto en el tratamiento de
muestras liquidas (saliva) como sélidas (leche materna
liofilizada). A su vez, las unidades se han adaptado a
distintas fases sorbentes entre las que se incluyen las
nanoparticulas magnéticas o las fabric phases.
Actualmente, esta linea de investigacion estd centrada en
el desarrollo de nuevos dispositivos que integren Ia
extraccion en la etapa de muestreo. Estos dispositivos
tendran aplicacién fundamentalmente en analisis
ambiental y permitiran muestrear en diferentes
localizaciones reduciendo la toma y transporte de elevados
volimenes de muestra hasta el laboratorio para su
extraccion y analisis.

Ademas, esta aproximacion es especialmente interesante
en aquellos casos en los que los analitos no son
guimicamente estables. En este caso, su retenciéon en un
material sorbente puede ser la mejor solucidn.
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Figura 3. Evolucion histdrica de la linea de investigacion centrada en el desarrollo de técnicas que combinan la extraccion y

agitacion en el mismo dispositivo.
3.2 Microextraccion asistida por efervescencia.

Las técnicas de microextraccion dispersiva, ya sea en fase
sélida o liquida, hacen uso de energias externas y/o
disolventes que faciliten la dispersabilidad del extractante
en la muestra. La primera opcion, si bien es muy eficiente,
requiere el uso de un equipo auxiliar como un bafio o
sonda de ultrasonidos, por ejemplo. La dispersidon quimica
es una buena alternativa, siempre y cuando el agente
dispersante no afecte negativamente al equilibrio de
extraccion, incrementando la solubilidad de los analitos de
interés en la muestra. La técnica effervescence-assisted
dispersive micro-solid phase extraction, propuesta por el
grupo de investigacién en 2011, hace uso de la generacion
in-situ de CO, como medio dispersante en microextracciéon
en fase sdlida dispersiva [17]. Para llevarla a cabo, se
prepara una pastilla que contenga los reactivos
efervescentes (una fuente de CO, y otra de protones) y el
sorbente a dispersar. Al afiadirla a la muestra, la pastilla se
disuelve liberando CO,, que dispersa el sélido sorbente en
la muestra. Entre las ventajas de la técnica estdn su
simplicidad, la posibilidad de realizar extracciones in-situ y
su versatilidad ya que puede emplearse tanto para
dispersiones en fase sélida como liquida. Ademas, el
agente dispersante no afecta al equilibrio de extraccion ya
que se libera de la vasija de extraccion.

En microextraccion en fase liquida, la distribucion de los
precursores efervescentes es distinta, ya que la fuente de
CO, se afiade a la muestra liquida en forma de carbonato o
bicarbonato, mientras que el medio acido se prepara junto
al extractante y se adiciona mediante una jeringa. En la
configuracion que propusimos en 2014 se emplean

nanoparticulas magnéticas para facilitar la recogida del
disolvente de extraccion, del que se usa un volumen muy
limitado [18]. Estos trabajos han tenido gran aceptacién en
la comunidad cientificas y diversos grupos han utilizado
esta metodologia para desarrollar nuevas aplicaciones en
el ambito del analisis medioambiental.

3.3 Sistemas de microextraccion basados en el empleo de
unidades desechables.

El potencial de los liquidos idnicos en técnicas de
microextraccion se ha puesto de manifiesto ampliamente
en la bibliografia. Sin embargo, se constata también la
dificultad que conlleva la manipulacion de pequefios
volimenes en los sistemas de extraccién especialmente
por la alta viscosidad que presentan. El grupo de
investigacion ha realizado dos propuestas en este sentido.
La primera de ellas, ionic liquid-based dynamic liquid phase
microextraction, facilita el uso de estos disolventes al ser
disueltos previamente en un disolvente adecuado. Nuestra
propuesta, como se muestra en la Figura 4, hace uso de
una configuracion de flujo para la dosificacion del
extractante (mezcla de liquido idnico y un disolvente
miscible) que se prepara en una Unica pesada. La unidad
de extraccion es muy simple (pipeta Pasteur) y de bajo
coste por lo que puede desecharse tras el andlisis, lo que
es especialmente util en el dmbito clinico. El proceso de
extraccion conlleva varios ciclos de aspiracion extractante-
muestra, que finaliza con la recuperacién, por reversién
del flujo, del liquido iénico que contiene los analitos diana
[19].
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Otro inconveniente derivado de la viscosidad de los
liquidos idnicos en su tendencia a quedar adheridos a las
paredes del recipiente en el que se lleva a cabo la
extraccion. La configuracién propuesta, que denominados
in-syringe ionic liquid-based dispersive liquid-liquid
microextraction, emplea una jeringa comercial de plastico
como unidad de extraccion y en ella se sitia la muestra. A
continuacion, se inyecta el extractante (liquido iénico +
disolvente dispersante) de forma convencional. Tras la
extraccidn, el desplazamiento del émbolo arrastra al
liquido idnico que contiene los analitos hasta el extremo
Luer de la jeringa, desde donde puede recogerse
facilmente para su andlisis final [20]. Esta alternativa ha
abierto la puerta a la automatizacion completa de la
técnica.

Extraction unit

Computer conncclion\ *
11
Waste Syringe pump Sample/Standard

Figura 4. Sistema de flujo empleado en la modalidad ionic
liquid-based dynamic liquid phase microextraction.

La jeringa de plastico se puede emplear también en el
ambito de la microextraccion en fase sélida dispersiva, con
sélo afadir un filtro de algoddn en su extremo que evite
que el material sorbente (nanoparticulas o fibras) se pierda
durante el proceso de extraccién. Al aspirar la muestra, la
dispersion del sélido sorbente se realiza en el cuerpo de la
jeringa [21] aumentando asi la superficie de contacto con
los analitos diana. La unidad de extraccidén es desechable,
barata y se puede adaptar al volumen de muestra
disponible con sélo seleccionar correctamente el tamafio
de la jeringa.

4. Nuevas aproximaciones basadas en el papel como
soporte de la fase extractante.

La investigacién mas reciente del grupo de investigacion, y
que supondra una linea central en futuros desarrollos, es
el empleo de papel de laboratorio para la sintesis y disefio
de la unidad de extraccidn.

Las membranas presentan un elevado potencial en
técnicas de microextraccion y se han utilizado en
configuraciones planas o  tubulares para la

preconcentracion de analitos en sistemas de dos o tres
fases. A pesar de su versatilidad, la variedad de quimica
disponible y su capacidad para ser funcionalizada, resultan
un soporte particularmente caro y sujeto a las dimensiones
comercialmente disponibles. Por ello, introdujimos el
papel en nuestra linea de investigacién de microextraccidon
al ser un soporte barato y disponible en el laboratorio. Su
estructura de celulosa permite, ademds, una
funcionalizacion muy simple de su superficie. Nuestra
primera propuesta en este sentido ha sido el uso de papel
modificado con polimero como medio de extraccidn [22].
En la Figura 5 se muestra una fotografia de microscopia
electronica de barrido (SEM) de un papel modificado con
polimero. Tal y como puede observarse, el polimero cubre
las fibras de celulosa que son facilmente identificables.

Figura 5. Fotografia SEM de papel modificado con polimero

La simplicidad de su sintesis, junto con el potencial
extractante del mismo, son las caracteristicas mas
remarcables. Ademas, la gran variedad de polimeros que
pueden emplearse aumenta la versatilidad de estos tipos
de materiales. Los préximos desarrollos iran encaminados
a incluir nanoparticulas en el recubrimiento. Estas
nanoparticulas podran introducir nuevas propiedades en la
membrana y/o mejorar la capacidad sorbente de las
mismas.

Ademas, el uso de estas membranas abre la puerta a su
analisis directo mediante diferentes técnicas
instrumentales como la espectrometria de masas. Esta
combinacién permitiria simplificar sobremanera el proceso
de medida al soslayar la separacion cromatografica. La
selectividad del proceso de extraccion, dependiente del
recubrimiento disefiado, sera clave para asegurar la
calidad de los resultados finales.
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