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Abstract

El interés por los disolventes eutécticos profundos
(DESs) ha crecido en los ultimos afios debido a sus
excelentes propiedades fisicoquimicas y su menor
impacto ambiental. Los DESs son mezclas de dos o mas
compuestos caracterizadas por un punto de fusién
significativamente inferior al de sus componentes
individuales. Sus propiedades pueden modularse
mediante la eleccién adecuada de los componentes, sus
proporciones y la incorporacion de aditivos, lo que los
convierte en sistemas altamente versatiles. Gracias a su
baja toxicidad y caracter sostenible, los DESs
representan una alternativa prometedora a los
disolventes convencionales en diversas aplicaciones
analiticas. Este articulo presenta un resumen de parte de
la investigacion desarrollada en el grupo GISEM sobre el
uso de DESs en la preparacion de muestrasy en el disefio
de sensores electroquimicos basados en polimeros
conductores redox y nanomateriales, destacando su
papel como extractante, medio de sintesis y su
contribucién a la mejora del rendimiento de los
dispositivos analiticos.

1. Introduccion

Los principios de la Quimica Analitica Verde (GAC), en el
contexto de los planteamientos de la Quimica Verde,
establecen la necesidad de una disminuciéon de la
cantidad de compuestos utilizados en los procesos
quimicos, reduccién de los residuos generados y el
empleo de compuestos de nula o reducida toxicidad [1].

En la mayoria de los procedimientos analiticos, los
disolventes juegan un papel fundamental ya que son los
reactivos mas utilizados. Por este motivo, se debe
prestar especial atenciéon a la elecciéon y uso de los
disolventes, de acuerdo con los GAC. Los disolventes
organicos cumplen un papel relevante en muchas
metodologias analiticas, desde la preparacién de
muestras a los métodos de separacion, utilizandose
grandes volimenes en muchos de estos procedimientos.
La elevada toxicidad de la mayoria de los disolventes de
uso comun en los laboratorios y las estrictas
regulaciones  internacionales  sobre  sustancias
peligrosas ha llevado a la busqueda de disolventes
alternativos que, sin afectar a la eficacia, permitan
mejorar la sostenibilidad de los procesos. Entre estos

disolventes neotéricos o “verdes” ocupan un lugar
destacado los disolventes eutécticos profundos (Deep
Eutectic Solvents, DESs). Los DESs se definen como
mezclas de dos 0 mas componentes que en una relacién
molar adecuada interaccionan a través de enlaces de
hidrégeno para formar una mezcla eutéctica con un
punto de fusién menor que el de los componentes
individuales [2]. Estos enlaces se establecen entre un
aceptor de enlaces de hidrégeno (HBA) y un donador de
enlaces de hidrégeno (HBD) y segln la naturaleza de
estos componentes, los DESs pueden clasificarse en
cinco tipos: Tipo I (sal de amonio cuaternario y cloruro
de metal), Tipo II (sal de amonio cuaternario e hidrato
de cloruro de metal), Tipo III (sal de amonio cuaternario
y un HBD, tal como acido carboxilico o poliol), Tipo IV
(hidrato de cloruro de metal y HBD) y Tipo V
(compuestos de HBAs y HBDs no idnicos) [2].

Elinterés en la utilidad de los DESs en diferentes campos
de la Quimica ha ido creciendo desde el comienzo de
siglo debido a sus excelentes propiedades, como baja
toxicidad, facil preparacidn, bajo coste y bajo impacto
ambiental. Ademas, la amplia variedad de HBAs y HBDs,
sus posibles combinaciones, y la incorporaciéon de
aditivos, permiten modular las propiedades de los DESs
y adaptarlas a su aplicacion final. Por todo esto, los DESs
se emplean en diferentes campos, como en separaciones
cromatograficas y electroforéticas, y en el desarrollo de
sensores, entre otros [3, 4]. Por sus propiedades como
disolventes, los DESs también son ampliamente
empleados en procesos de extraccidon de iones metalicos
y compuestos organicos de muestras liquidas y soélidas.
La posibilidad de modular diferentes propiedades de los
DESs, como la polaridad, permite mejorar la eficiencia de
extraccién, ya que es posible generar medios de
extraccion hidrofilicos o hidrofébicos, facilitando asi la
recuperacion de analitos con polaridades diversas [5].
En el &mbito de la electroquimica, los DESs han supuesto
un avance significativo, ya que presentan una
conductividad adecuada para actuar como disolventes y
electrolitos en la preparacién de electrodos modificados.
Las propiedades del DES utilizado influyen en la
superficie electroactiva y en la morfologia del electrodo,
afectando directamente a la respuesta del analito. Esto
permite desarrollar sensores electroquimicos ad-hoc
para el analito de interés [6].
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En nuestro grupo de investigacion hemos evaluado el
potencial de los DESs como una alternativa innovadora
y sostenible frente a los disolventes convencionales,
aplicandolos en dmbitos de la Quimica Analitica como el
tratamiento de muestras y el desarrollo de sensores
electroquimicos. Estos estudios han dado lugar a
resultados muy prometedores, avanzando hacia
procesos analiticos mas eficientes y respetuosos con el
medio ambiente.

2. Aplicacion de los DES en el tratamiento de
muestras

La preparacidn de muestras constituye una de las etapas
mas criticas en el andlisis quimico, ya que la calidad y
fiabilidad de los resultados analiticos dependen en gran
medida de este paso previo. Esta etapa es necesaria en
multitud de métodos de analisis para destruir la matriz
de muestra y/o aislar los analitos de interés de posibles
interferentes presentes en la muestra, y en muchos
casos para preconcentrarlos cuando se encuentran en
concentraciones muy bajas. Sin embargo, esta etapa del
proceso analitico es una de las mas complejas y la que
requiere mas tiempo y reactivos. Asimismo, esta etapa
habitualmente implica el uso de reactivos y disolventes
toxicos, volatiles o corrosivos y el empleo de condiciones
de trabajo altamente energéticas, por lo que suele ser la
etapa que provoca mayor impacto ambiental. Para
mitigar estos inconvenientes, en los dltimos afios se han
explorado diferentes estrategias de preparacion de
muestra para minimizar el uso de sustancias peligrosas
y reducir el consumo energético de esta etapa [7].

En este contexto, en el grupo de investigacién GISEM se
han empleado DES hidrofébicos tipo V, compuestos por
monoterpenos poco solubles en agua y acidos grasos de
cadena larga, para optimizar distintos métodos de
microextracciéon liquido-liquido dispersiva (DLLME)
orientados al andlisis de aguas y a la determinacién de
metales y de contaminantes organicos. Esta técnica de
microextraccion fue seleccionada para estas
aplicaciones ya que los métodos de preparacién de
muestra basados en DLLME se consideran rapidos,
permiten reducir el uso de disolventes y la generacidon
de residuos, y presentan una gran eficacia de extraccion.
En un primer estudio publicado en la revista Green
Analytical Chemistry [8], se desarroll6 un método rapido
y respetuoso con el medio ambiente para la extracciény
preconcentracidn simultanea de cobre y niquel en aguas
mediante un DES hidrofébico formado por mentol y
acido decanoico (1:1). Las condiciones finales del
método desarrollado se resumen en la Figura 1.

En las condiciones éptimas se consiguieron eficacias de
extraccion del 95% y del 78% para cobre y niquel,
respectivamente. Hay que destacar que, en este método,
a diferencia de otros métodos de DLLME publicados
para metales en aguas, no es necesaria la adiciéon de
agentes complejantes externos ni emulsificantes. Los
estudios de interferencias en el proceso de extraccién de
ambos metales, debidas a la presencia de cationes y

aniones generalmente presentes en aguas, mostraron
que la eficacia de extraccién no se ve afectada incluso en
presencia de elevadas concentraciones de otras especies
iénicas. De acuerdo con estos resultados, se aplico el
método a muestras de aguas de diferentes
caracteristicas, obteniéndose excelentes resultados
incluso en agua de mar (Tabla 1).
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Fig. 1. Representacidon esquematica del procedimiento
de extraccién y medida de niquel y cobre en aguas.

Tabla 1. Recuperaciones de cobre y niquel en diferentes
aguas analizadas (media * desviacion estandar, n=3).

Tipo de agua Recuperacién, %
Cu Ni
De grifo 104+1 9816
Embotellada 101+4 96+3
Rio 97+2 96+3
Embalse 102+5 94+7
Mar 1106 92+8

Se evalu6 el impacto ambiental de este método
utilizando tres herramientas métricas: AGREE
(Analytical GREEnness) que proporciona una evaluacion
exhaustiva de los efectos ambientales de todo el método
analitico, AGREEprep (Analytical GREEnness
Preparation) que evalda uUnicamente el impacto
ambiental del procedimiento de preparacion de la
muestra y la escala ChlorTox (Chloroform-oriented
Toxicity Estimation Scale) para evaluar la toxicidad de
los reactivos utilizados. Los resultados obtenidos
indican que el método DLLME desarrollado, tiene un
menor impacto ambiental en comparacién con otros
procedimientos de extraccién que utilizan disolventes
organicos comunes o DES hidrdéfilos que contienen
reactivos tdxicos como fenol.

Por otro lado, en un trabajo mas reciente publicado en la
revista Molecules [9], se desarroll6 un método de DLLME
con DESs para la extracciéon simultdnea de multiples
contaminantes (benzotriazoles, benzotiazoles, filtros UV
y parabenos) en aguas residuales procedentes de
plantas de depuracion de aguas. En este ultimo trabajo,
se evaluaron 12 DESs con distintas formulaciones,
seleccionandose la compuesta por timol y mentol en una
relaciéon molar de 4:1 como la mas eficiente. Se evalud la
influencia de variables experimentales clave, como el pH
de la muestra acuosa, la relacion entre la fase DES y el
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volumen de muestra y el tiempo de extraccidon en la
eficiencia de la extraccion, mediante un método de
optimizacién multivariante. En las condiciones 6ptimas
(Figura 2) se consiguen eficacias de extraccidn de entre
el 40% y el 100% dependiendo de la hidrofobicidad del
analito. El procedimiento de preparacion de muestras
desarrollado permite la extraccion y preconcentracion
de todos los analitos en tan solo 1 minuto mediante
agitacion manual, eliminando asi la necesidad de
instrumentaciéon adicional, reduciendo por tanto el
consumo energético y el coste global del método. La
determinacion de los analitos en los extractos se efectud
mediante UHPLC-QTOF-MS, lograndose una mejora de
10 a 20 veces en los limites de cuantificaciéon (LOQ) del
método y valores de RSD% inferiores al 15 %. El método
DLLME-UHPLC-QTOF-MS se aplic6 con éxito para
analizar muestras de aguas residuales, obteniendo
valores de recuperacion entre el 82 % y el 108 %. La
sostenibilidad del método DES-DLLME se valué
mediante AGREE, AGREEprep, y CHlorTox. La
puntuacion de 0.70 en AGREEprep indica el
cumplimiento de la mayoria de los GAC. Adema4s, se
evalu6 la viabilidad y aplicabilidad del método
desarrollado utilizando la métrica BAGI (Blue
Applicability Grade Index), obteniéndose una puntuacion
de 72.5 sobre 100 que confirma el alto nivel de
aplicabilidad y viabilidad del método.

100 uL
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e’ deNﬂ DES 4Tym :1Men Centrifugacién 3.0 (3.000 rpm)
| p*=
— £ —_— @‘ /’
17 —— N !

Agitacion manual 1.0 min \
Volumen muestra: 5.00 mL

pHentre4.0-6.0

Fig. 2. Representacién esquematica del procedimiento
de extraccion DES-DLLME de los contaminantes de
aguas. Tym: timol y Men: mentol.

3. Aplicacién delos DES en el desarrollo de sensores
electroquimicos

Los sensores electroquimicos se han consolidado como
herramientas prometedoras para el desarrollo de
métodos analiticos alineados con los GAC. En
comparacién con técnicas convencionales como la
cromatografia, destacan por su capacidad de
miniaturizaciéon, bajo coste y la posibilidad de realizar
andlisis in situ gracias a su instrumentacidén portatil.
Ademas, permiten una obtencién de resultados rapida y
sencilla, con un consumo minimo de muestra, reactivos
y energia. Sin embargo, los métodos basados en sensores
electroquimicos en algunas ocasiones no presentan la
sensibilidad y/o selectividad necesaria para la
determinacién del analito de interés. Para superar esta
limitacion, la superficie del electrodo de trabajo se
puede modificar con distintos materiales como
nanomateriales, polimeros o combinaciones de ambos

(materiales nanohibridos). El uso de estos materiales
nanohibridos mejora significativamente las propiedades
del sensor respecto a los materiales individuales, gracias
al efecto sinérgico que se establece entre ellos [10].
Entre los polimeros mas utilizados para el desarrollo de
los materiales nanohibridos destacan los polimeros
redox conductores ya que sus propiedades se pueden
controlar en funcién de las condiciones de sintesis como
el nimero de barridos, la velocidad de barrido y el medio
de sintesis. Para mitigar los problemas que en ocasiones
surgen en la electropolimerizacién en medio acuoso,
como la generacién de peliculas poliméricas inestables,
se han propuesto los DESs como medios alternativos de
sintesis. Estos medios permiten obtener membranas
mas estables y de diferentes caracteristicas, en términos
de morfologia y conductividad, en funcién de la
composicion del DES [6].

En este contexto, en el grupo de investigacion GISEM en
colaboracion con el Grupo de Corrosion y Electroanalisis
de la Universidad de Coimbra liderado por el Profesor
Christopher M. A. Brett hemos empleado DES
hidrofilicos tipo IlI, compuestos por cloruro de colina
como HBA y distintos compuestos con grupos amino,
carboxilico o hidroxilo como HBDs, para el desarrollo de
sensores electroquimicos basados en materiales
nanohibridos orientados a la determinaciéon de
compuestos de interés farmacéutico.

En un primer estudio publicado en la revista
Electrochemistry Communications [11], se evalu6 la
influencia del medio de sintesis en el crecimiento y
propiedades electroquimicas de la membrana
polimérica basada en el colorante azul de metileno para
el desarrollo de un sensor electroquimico. Para ello, se
evaluaron DESs binarios y ternarios basados en cloruro
de colina como HBA, y acido oxalico, etilenglicol,
fructosa y urea como HBDs, en presencia y ausencia de
un Aacido dopante para evaluar su efecto en la
conductividad del medio. En la Figura 3 se muestra la
respuesta anoddica de la membrana de azul de
polimetileno (PMB) sobre el electrodo de carbono vitreo
(GCE) en cada una de las condiciones ensayadas. Como
se puede ver, la naturaleza del medio tiene una
influencia significativa en las propiedades y en la
cantidad de polimero generado en la superficie del
electrodo. La mayor respuesta se observo en los
electrodos generados en el DES ternario formado por
cloruro de colina, etilenglicol, y fructosa. Estos
resultados demostraron el potencial de afiadir un
segundo HBD a la composiciéon del DES, ya que las
interacciones establecidas entre los dos HBDs mejoran
la difusion del mondémero hacia la superficie del
electrodo y, por tanto, la cantidad de polimero
electrodepositado. Ademas, segun lo esperado, las
sefiales fueron mayores en presencia del dopante al
aumentar la fuerza iénica del medio y, por tanto, la
movilidad de los iones cargados positivamente del
monomero.
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Fig. 3. Respuesta electroquimica de las membranas de
PMB obtenidas sobre GCE en disolucién reguladora
Britton-Robinson 0.10 M pH 6 en (A) DES en ausencia de
dopante y (B) DES en presencia de dopante. Dopante:
0.10 M NaOH + 0.10 M HCIO4. ChClI: cloruro de colina, OA:
acido oxalico, EG: etilenglicol y Fru: fructosa.

En este trabajo, también se evalué el efecto de la
presencia de nanotubos de carbono (MWCNTSs) en la
superficie del electrodo, observando una mayor
electrodeposicion de la membrana polimérica sobre los
electrodos modificados con el nanomaterial de carbono
(MWCNT-GCE) en comparacién con los electrodos sin
modificar (GCE). Este resultado puso de manifiesto el
efecto sinérgico entre el polimero y el nanomaterial,
contribuyendo a mejorar las propiedades del sensor.
Estas mejoras se reflejaron en la determinacién de acido
ascorbico sobre el electrodo PMB-MWCNT-GCE
sintetizado en el DES ternario, formado por cloruro de
colina, etilenglicol y fructosa, con dopante, donde se
obtuvo un limite de deteccién (LOD) de 0.80 pumol L™,
frente a un LOD de 5.2 umol L™* con el PMB-MWCNT-
GCE obtenido en un DES binario, formado por cloruro de
colina y etilenglicol, con dopante y 11 pmol L™ en el
PMB-MWCNT-GCE generado en medio acuoso.

Los buenos resultados obtenidos tras la modificacién del
electrodo con el material nanohibrido formado por
MWCNTsy PMB generado en un DES ternario motivaron
una nueva linea de colaboracién de nuestro grupo, en la

que se emplearon nanoparticulas de oro (Au NPs) como
nanomaterial alternativo para el desarrollo de sensores
electroquimicos basados en PMB obtenido en DES
ternario, dando lugar a un trabajo publicado en la revista
Electrochimica Acta [12]. Aligual que lo observado sobre
MWCNT-GCE, la presencia de Au NPs supuso un
aumento de la cantidad de polimero electrodepositado
sobre GCE debido a las interacciones y el efecto sinérgico
establecido entre las nanoparticulas metalicas y el
monoémero. Estas interacciones se estudiaron mediante
el uso de Au NPs de diferentes cargas superficiales
suspendidas en una disolucion de quitosano para
mejorar la adhesion a la superficie del electrodo y, por
tanto, conseguir una modificacién estable. Se observé
que la cantidad de polimero generado en la superficie
era mayor cuando el electrodo se modificaba con Au NPs
cargadas negativamente y no positivamente. Ademas,
para favorecer la formacion del PMB sobre la superficie
del electrodo, fue necesario incluir una etapa de
activacion del electrodo en medio acido para eliminar el
agente de recubrimiento (quitosano). El efecto del
agente de recubrimiento se estudi6 preparando
dispersiones con distintos porcentajes, observandose
que a altas concentraciones se producia una
disminucién en la cantidad de polimero depositado
sobre la superficie. Esto se atribuy6 a una menor
accesibilidad del mondémero hacia las NPs, lo que
provoca una reduccién de las interacciones
electrostaticas, y, en consecuencia, de los sitios de
nucleacion. Estos resultados demostraron que entre el
monoémero cargado positivamente y las Au NPs se
establecen interacciones electrostaticas fundamentales
para la formacién de la membrana y que la naturaleza de
estas interacciones influye directamente en las
propiedades del polimero obtenido. De nuevo, los
resultados en términos de LODs para la determinacién
del &cido ascorbico y del farmaco acido 5-aminosalicilico
fueron mejores sobre el electrodo PMB-Au NPs-GCE
obtenido en DES ternario que sobre el electrodo GCE sin
modificar y modificado inicamente con PMB generado
en DES ternario. La aplicabilidad del sensor PMB-Au
NPs-GCE desarrollado se demostr6 mediante la
determinacion de acido ascérbico y acido 5-
aminosalicilico en diferentes productos farmacéuticos.

4. Conclusiones

Los trabajos realizados en nuestro grupo de
investigacion ejemplifican el gran potencial de los DES
en el desarrollo de métodos de preparacion de muestras
eficientes, selectivos y mas respetuosos con el medio
ambiente, abriendo nuevas posibilidades para el analisis
de contaminantes tanto inorganicos como organicos en
matrices acuosas complejas. Asimismo, se ha
demostrado el potencial de estos disolventes como
medio de sintesis para el desarrollo de sensores
electroquimicos basados en nanocompuestos formados
por nanomateriales de distinta naturaleza y polimeros
conductores redox, evitando el uso de disolventes
convencionales mas téxicos y mejorando las
prestaciones de los dispositivos desarrollados en
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términos de sensibilidad. La posibilidad de modular las
propiedades de los DES les convierte en sistemas
altamente versatiles, por lo que pueden considerarse
una alternativa eficaz para diferentes aplicaciones
analiticas.
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