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Introduccion

Los métodos de microextraccién basados en membranas
liquidas se han convertido en una interesante alternativa
ya que permiten alcanzar altos factores de selectividad y
enriquecimiento obteniéndose extractos compatibles
con los instrumentos analiticos mas sensibles.

Una de las técnicas de extraccion basada en membranas
liquidas mas populares es la Extraccién por
Electromembrana, también conocida por sus siglas, EME.
Este procedimiento, que es una variante de la
microextraccion en fase liquida (LPME), fue propuesto
por primera vez en 2006 por Pedersen-Bjergaard y
Rasmussen para la extraccion de analitos cargados de
muestras acuosas [1].

La mayoria de los sistemas EME emplean una
configuracion de tres fases que consiste en: una muestra
acuosa donadora, una membrana liquida soportada
(SLM) que debe ser inmiscible en agua y una disolucién
acuosa aceptora. Dos hilos de platino, conectados a una
fuente de alimentacion externa, se colocan,
respectivamente, en cada disolucién acuosa. Los analitos
cargados se extraen desde la disolucién donadora a la
aceptora aplicando una diferencia de potencial adecuada
entre los electrodos. Ambas disoluciones acuosas estan
separadas por un disolvente organico inmiscible en agua
que actia como SLM y que generalmente esta
inmovilizado en los poros de un soporte polimérico. Una
vez que los compuestos ionizados alcanzan la interfase
entre la disolucién donadora y la SLM, pasan a la fase
organica en funcién de sus coeficientes de particion (log
P) y del voltaje aplicado y finalmente llegan a la fase
aceptora tras atravesar la interfase entre esta dltima y la
SLM. Para que la migracién electrocinética sea eficiente,
se debe ajustar, entre otros parametros, el pH de ambas
disoluciones acuosas para mantener los analitos
ionizados.

Aunque la extraccién por electromembrana se desarroll6
hace poco mas de una década, en los tltimos afios se han
implementado numerosas configuraciones y
aplicaciones convirtiéndose en wuna técnica muy
prometedora. Esto ultimo, se debe principalmente a
algunas propiedades tnicas de la técnica relacionadas
con la posibilidad de controlar la selectividad de la
extraccion dependiendo de la naturaleza de la SLM [1] y
de la direcci6én del campo eléctrico aplicado [2].

Por otro lado, la EME presenta numerosas ventajas:
reduce el tiempo de extraccion ya que el uso de
potenciales eléctricos aumenta la velocidad de migracion
delos analitos [3,4], emplea una instrumentacion sencilla
y de bajo coste, consume pequefios volimenes de

muestra, reduce el consumo de disolventes organicos y
proporciona una excelente limpieza incluso para
matrices biolégicas y ambientales complejas.

Para poder desarrollar un procedimiento de extraccion
por electromembrana selectivo, reproducible, eficiente y
robusto, es necesario optimizar parametros como el
disolvente orgénico utilizado en la membrana liquida
soportada, el pH de las soluciones donadora y aceptora,
el voltaje aplicado, el tiempo de extracciéon y, en
ocasiones, la velocidad de agitacion. De todos ellos, la
seleccion del disolvente organico mas adecuado es uno
de los pasos mas importantes en EME, ya que la
composicion quimica de la SLM determina, en gran
medida, la selectividad y la eficiencia de la extraccion.
Una buena membrana liquida debe estar constituida por
un disolvente con solubilidad en agua nula o muy baja,
con una baja viscosidad para promover la transferencia
de masa, baja volatilidad para mantener la estabilidad de
la membrana liquida, una cierta conductividad eléctrica,
toxicidad nula o baja, una alta pureza, para evitar la
contaminacién de las fases acuosas, y también ser capaz
de interactuar con los compuestos de interés para
facilitar su migracién desde la disoluciéon donadora a la
aceptora. Del mismo modo, los analitos cargados deben
ser lo suficientemente solubles en la membrana liquida
para atravesar la capa organica. Por lo tanto, la selecciéon
del disolvente organico también dependera de las
propiedades quimicas de los analitos a extraer.

Hasta la fecha, la EME se realiza, generalmente, con
disolventes organicos puros como membrana liquida
soportada sobre soportes, habitualmente, de
polipropileno. No obstante, la necesidad de afiadir a ésta
un reactivo formador de pares idnicos para lograr
extraer compuestos de elevada polaridad, que hasta el
momento no resultan ficilmente extraibles con estas
técnicas, parece indicar que la presencia de aditivos en
el disolvente orgdnico puede mejorar la eficacia de la
extraccion, debido en gran medida, al aumento de la
permeabilidad de la SLM, producido por un cambio en la
viscosidad y una disminucion de la conductividad [3].

En este sentido, estd descrito el uso del di-(2-etilhexil)
fosfato (D2EHP) [5], el tris(2-etilhexil) fosfato (TEHP) [6]
y el Aliquat®336 [7], aminas como el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio (CTAB) [8] o algunos éteres
corona como el éter 15-corona-5 y el éter 18-corona-6
[9]. Algunos autores han empleado incluso carriers no
ionicos (bis(2-etilhexil) fosfito (DEHPi)) para la
extraccion de analitos basicos polares [10]. También se
han probado como SLM disolventes modificados que
contienen aditivos s6lidos como nanotubos de carbono
(CNT) [11], nanosorbentes de grafeno [12],
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nanoparticulas metalicas [13] y polimeros de impresion
molecular [14] para el andlisis de compuestos acidos y
basicos (polares y no polares) en una amplia variedad de
matrices.

El Aliquat®336 es uno de los carriers catidnicos que se
emplean con mas frecuencia en EME para la extraccion
de compuestos de naturaleza aniénica. Se trata de una sal
de amonio cuaternario, muy poco soluble en agua,
formada por tres cadenas lineales de ocho atomos de
carbono (C8) y un grupo metilo (-CH3) unidos a un &tomo
de nitrégeno. Esta estructura hace que el nitrégeno
presente una carga positiva permanente, que le permite
formar sales solubles en disolventes organicos en un
rango de pH mas amplio que las aminas primarias,
secundarias y terciarias. Dicha carga positiva queda
neutralizada por la presencia de iones cloruro.

Aunque los carriers se emplean generalmente para
mejorar la transferencia de masa de compuestos
altamente polares (log P < 2,5), en este trabajo se
modifico la SLM con Aliquat®336 para mejorar la
eficiencia de extraccion de farmacos antiinflamatorios no
esteroideos, AINEs (4cido salicilico, ketoprofeno,
naproxeno, diclofenaco e ibuprofeno), que incluye
compuestos polares y no polares (log P > 2,5). El uso del
carrier se probé en dos configuraciones de soporte
diferente, fibras huecas de polipropileno y membranas
planas de diferente porosidad y espesor.

Montaje y procedimiento de extraccion por
electromembrana

El dispositivo empleado para la extraccién empleando
membranas planas (Figura 1) consiste en unvial de 2 mL
con tapon de rosca, con la base cortada, que actia como
compartimento de la fase aceptora. En el caso del empleo
de membrana plana, se coloca en el tapon del vial un
trozo de 10 mm x 10 mm de una membrana plana de
polipropileno y se enrosca con una junta térica para
evitar fugas. El soporte de polipropileno se impregna en
disolvente organico inmiscible con agua, que actiia como
membrana liquida soportada. Después, el
compartimento de la fase aceptora se llena con 250 pL de
una disoluciéon acuosa y se sumerge en 10 mL de
disolucion acuosa donadora que contiene los AINEs. Se
emplearon dos hilos de platino terminados en forma de
espiral como electrodos.

En el caso de la configuracién que emplea fibras huecas,
el dispositivo es similar sustituyendo el vial que aloja la
membrana plana por un trozo de fibra hueca de
polipropileno (Accurel® S6/2) de 3 cm de longitud que se
rellena con 50 pL de fase aceptora y en cuyo interior se
introduce uno de los hilos de platino amodo de electrodo.
En este caso, la fibra hueca tiene una doble funcidn:
compartimento de fase aceptora y soporte de la SLM.

La fase donadora se ajusta a pH 5y la fase aceptora a pH
12 (NaOH 10 mM) y se aplica una diferencia de potencial
de 80 V durante 12 minutos con una fuente de
alimentacién de corriente continua y agitaciéon a 400
rpm. Una vez terminada la extraccion, la fase aceptora se
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recoge con una jeringa Hamilton® Gastight® y se inyecta
directamente en el HPLC para su andlisis.
Figura 1
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Estudios preliminares sobre la estabilidad del
sistema

Se realizaron utilizando un dispositivo clasico de fibra
hueca (HF-EME) y un dispositivo disefiado en nuestro
grupo para soportes de membrana plana (FM-EME).

Para el dispositivo HF-EME, la presencia de Aliquat®336
en la SLM (1-octanol) provocé un aumento de la
corriente eléctrica del sistema durante la extraccion, con
valores medios superiores a 2 mA, lo que produce
reacciones de electrolisis, generando un exceso de iones
H+ y OH- y, por tanto, cambios drasticos de pH en las
disoluciones donadora y aceptora. En consecuencia, el
sistema pierde estabilidad y los analitos no se extraen.
Para reducir la corriente eléctrica y estabilizar el
procedimiento de extraccidon, se realizaron algunos
ensayos a voltajes mas bajos utilizando las mismas
cantidades de carrier en la membrana liquida, pero los
resultados no mostraron mejoras, por lo que se descart6
el dispositivo HF-EME en este estudio.

Por otro lado, se evaluaron también el espesor y la
porosidad del soporte, la geometria de los electrodos y el
disolvente organico utilizado como SLM.

Efecto del espesory porosidad del soporte

Dado que la migracién electrocinética de analitos en EME
puede verse afectada por las propiedades fisicas del
material empleado para inmovilizar el disolvente
organico, se compararon los comportamientos de tres
laminas planas de polipropileno:
a) una lamina de 25 pm de espesor con un tamafio de
poro de 0,21 pm x 0, 05 pm y una porosidad del 55%.
b) una lamina de 65 pm de espesor con un tamafio de
poro de 2,4 pym x 0,9 um y una porosidad del 30%
) una lamina de 100 pm de espesor con un tamafio de
poro de 0,84 um x 0,5 um y una porosidad del 37%.

Los resultados obtenidos (Figura 2), muestran que la
eficiencia de extraccion disminuye cuando aumenta el
espesor del soporte. Las ldminas planas de 25 pm y 65
pum produjeron resultados similares en términos de
recuperaciones, siendo ligeramente superiores las
recuperaciones con soporte de 25 pm. Como se puede
observar, es especialmente notable la disminucion de las
recuperaciones de extraccién (4-10%) para los AINEs
seleccionados con el soporte de 100 pm. A priori, podria
suponerse que las diferencias en las recuperaciones
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podrian deberse a las diferentes porosidades de los
soportes utilizados, sin embargo, parece que es el grosor
del soporte lo que influye significativamente en el
rendimiento de la extraccion, ya que los soportes de 100
um y 65 um tienen porosidades muy similares,
obteniéndose resultados considerablemente diferentes.
Este comportamiento podria explicarse considerando
que la resistencia a la migracién electrocinética es mayor
cuando se emplean soportes de mayor grosor, ya que el
recorrido de migraciény, en consecuencia, la distancia de
difusion ala fase aceptora, aumentan y como resultado se
observa una disminucion significativa en la transferencia
de masa.
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Figura 2
Efecto de la configuracion del electrodo

Para evaluar si la geometria del electrodo afecta a la
estabilidad del sistema y a la migracion de los analitos, se
evaluaron cuatro configuraciones diferentes (Figura 3),
manteniendo el grosor del hilo de platino en 0,25 mm.

Figura 3

Las recuperaciones alcanzadas para cada analito no
difirieron significativamente (menos del 5%), por lo que
se eligi6 la geometria a) para llevar a cabo la extraccion.

Composicion de la membrana liquida soportada

La composicidon de la membrana liquida tiene un papel
importante en la transferencia de masa y la selectividad
enlatécnica de EME. Las propiedades quimicas de la SLM
también determinan, en gran medida, la corriente
eléctrica generada durante el proceso de extraccidn, lo
cual es importante para garantizar la estabilidad del
sistema. Por lo tanto, la seleccion de un disolvente
organico adecuado es esencial para conseguir un
procedimiento de extraccidn selectivo, reproducible y
eficiente. El disolvente organico utilizado como SLM
dependera de la naturaleza de los analitos a extraer y
puede seleccionarse, hasta cierto punto, en funcién de los
pardmetros solvatocromaticos de Kamlet y Taft: a, By m*
[2]. Para la extraccion de compuestos &cidos un
disolvente organico adecuado debe presentar una alta
acidez de enlace de hidrégeno (a), una baja basicidad de

polarizabilidad (m*), siendo los alcoholes alifaticos de
cadena larga, los disolventes organicos mas adecuados.
Los alcoholes alifaticos de mas de ocho carbonos han sido
poco estudiados, por lo que, ademas del 1-octanol, en
este estudio, se probaron otros homélogos como el 1-
nonanol, el 1-decanol, el 1-undecanol y el 1-dodecanol.

Los experimentos revelaron que las recuperaciones de
extraccion disminuyen con la longitud de la cadena
(Figura 4). El 1-decanol, el 1-undecanol y el 1-dodecanol
fueron menos eficientes como SLM ya que los resultados
disminuyeron en mas de un 50% respecto al 1-octanol.
Ademas, las extracciones con 1-undecanol y 1-dodecanol
fueron muy poco reproducibles. Este comportamiento
podria atribuirse a su viscosidad relativamente alta y a
una menor afinidad analito-disolvente, lo que se traduce
en un menor flujo de la disolucion donadora a la
aceptora.
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Figura 4

De acuerdo con los resultados representados en la Figura
4, el 1-octanol y el 1-nonanol mostraron los mejores
resultados, si bien 1-octanol produce mayores corrientes
en el sistema que 1-nonanol (300 pA en el frente a 60 pA),
por lo que se seleccionaron ambos disolventes para la
posterior optimizacidn.

Influencia de Aliquat®336

Una vez optimizados el espesor y la porosidad del
soporte, la configuraciéon del electrodo y el disolvente
utilizado como membrana liquida soportada, y teniendo
en cuenta la naturaleza acida de los analitos a extraer, se
seleccioné un carrier catiénico, Aliquat®336 para
modificar la membrana.

Para evaluar la influencia de la concentracion del carrier
en el rendimiento de la EME, se disolvieron diferentes
cantidades de Aliquat®336 en 1-octanol y 1-nonanol.

En 1-octanol, se probaron concentraciones entre 0,1-1%
(p/v). La eficiencia de extraccion mejoré en casi todas las
concentraciones probadas de Aliquat®336. Los mejores
resultados se obtuvieron con una concentraciéon de
carrier de 0,25% (p/v) para SAC, NAX, DIC e IBU y de
0,5% (p/v) para KTP obteniendo mejoras de un 22%
(DIC) y un 60% (IBU) respecto a las obtenidas con 1-
octanol no modificado.

En el caso de 1-nonanol los porcentajes de Aliquat®336
evaluados fueron maés altos, entre el 0,5 y el 7,5% (p/v),
ya que genera corrientes medias mas bajas que el 1-
octanol. Todas las concentraciones probadas

enlace de hidrégeno () y una moderada dipolaridad-
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proporcionaron una mayor eficiencia de extraccién que
el disolvente puro. Los porcentajes de recuperacion
aumentaron para todos los compuestos cuando se utilizé
el carrier, obteniéndose los mejores resultados con 2,5%
(p/v) de Aliquat®336. Una mayor concentraciéon de
carrier produjo una disminucion de la eficiencia de
extraccion.

Como puede observarse en la Figura 5, la modificacion
con l-octanol y 1-nonanol con Aliquat®336 condujo a
una mejora de entre el 105% y el 150% respecto al 1-
nonanol y de entre el 56% y el 96% respecto al 1-octanol.
Estos valores muestran que la presencia del carrier
cationico en la membrana liquida tiene un efecto positivo
en la extracciéon de compuestos anidnicos.
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Figura 5

Por otro lado, también se observa que el disolvente puro
1-nonanol no mejor6 la eficiencia de extraccién con
respecto al 1-octanol, sin embargo, la presencia de
Aliquat®336 en el SLM con 1-nonanol mejoré la eficiencia
de extraccion hasta un 56% y aproximadamente un 10%
con respecto al 1-octanol con Aliquat®336.

De este modo, las condiciones 6ptimas del montaje FM-
EME se establecieron finalmente como sigue: una fase
donadora de pH 5 (no requiere ajuste) y para la fase
aceptora pH 12 (NaOH 10 mM), aplicacién de un voltaje
de 80 voltios durante 12 minutos agitando a 400 rpm y
1-nonanol + 2,5% (p/v) de Aliquat®336 como SLM. En
estas condiciones, la corriente media registrada fue de
160 pA y las recuperaciones para cada analito fueron del
53% para SAC, 45% para KTP, 42% para NAX, 39% para
DICy 46% para IBU.

Aplicacion

El procedimiento se aplic6 a la determinacién de AINEs
en muestras de orina de pacientes bajo tratamiento
médico. Se analizaron dos muestras, recogidas 2 horas
después de la ingestion de una dosis oral de 500 mg de
tableta de acido acetil salicilico (ASA) (Bayer®) y otra 8
horas después de la ingestion de 600 mg de tableta de
IBU (Normon®), respectivamente.

Las muestras se microfiltraron (0,22 um), se diluyeron
con agua ultrapura (1:100), se sometieron al
procedimiento EME propuesto y se analizaron mediante
HPLC-DAD/FLD [15], empleando un procedimiento
convenientemente validado cuyos parametros de calidad
se muestran en la Tabla 1.
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Tabla 1
AINE ~ Linear Linearity LOD LOQ EME
range Recovery

(ng mL1) (r2) (%) (ng mL1) (%)
SACP 1.5-1000 0.9990 99 0.50 1.5 53
KTP¢ 1.5-1000 0.9988 98 0.50 1.5 45
NAXP 0.05-1000 0.9996 99 0.02 0.05 42
DICe 3.0-1000 0.9983 98 1.0 3.0 39
IBUP 2.0-1000 0.9995 99 0.60 2.0 45

b:Detector Fluorescencia (FLD), c: Detector Diodos en Fila (DAD).

La Figura 6 muestra los cromatogramas
correspondientes a: (a) orina humana en blanco, (b)
muestra de orina humana fortificada con todos los AINEs
a (100 ng mL1), (c) muestra de orina recogida después
de 2 horas de la ingestién de 500 mg de ASA y (d)
muestra de orina recogida después de 8 horas de la
ingestion de 600 mg de IBU. Como puede observarse,
todos los cromatogramas presentaron una buena linea
base, asi como picos con buena resolucién para todos los
compuestos. Ademas, no se observaron picos adicionales
de interferencia correspondientes a otros posibles
compuestos presentes en las muestras de orina, lo que
revela la excelente selectividad y limpieza del método.
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Figura 6

La concentraciéon de SAC encontrada en la muestra de
orina analizada fue de 59 * 2 pg mL1, lo que esta en
consonancia con el proceso de metabolizacidon del ASA.
Para el andlisis del ibuprofeno, las muestras de orina se
recogieron después de la excrecion total (8 horas) y se
encontr6 una concentracion acorde de 29 + 1 uyg mL-1.
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Conclusiones

Los resultados obtenidos en este trabajo indican que la
porosidad del soporte no afecta en gran medida a la
eficiencia de la extraccién, sin embargo, su espesor
influye  significativamente en su rendimiento,
disminuyendo al aumentar el espesor del soporte. Por
otro lado, los rendimientos de extracciéon parecen ser
independientes de la geometria y configuraciéon de los
electrodos.

Con respecto al disolvente organico y particularmente
cuando se emplean alcoholes alifaticos como SLM, los
experimentos revelaron que las recuperaciones de
extraccion disminuyen con la longitud de la cadena. El 1-
decanol, el 1-undecanol y el 1-dodecanol fueron menos
eficientes y reproducibles que el 1-octanol y el 1-
nonanol, ya que su viscosidad relativamente alta y su baja
afinidad por el analito, dan lugar a un menor flujo desde
la disolucién donadora a la aceptora.

Ademas, la presencia de Aliquat®336 en el disolvente
organico permitié aumentar la solubilidad de los AINEs
y, en consecuencia, la transferencia de masa gracias a la
capacidad del carrier de formar pares iénicos con los
analitos. Por lo tanto, el uso de 1-nonanol con 2,5% (p/v)
de Aliquat®336 como modificador del SLM ha
demostrado obtener una mejor sensibilidad y mayores
recuperaciones de extraccién respecto a los disolventes
puros.
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