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1.- RESUMEN

Este Trabajo de Fin de Grado recoge una revision sobre el uso de los disolventes de
punto eutéctico profundo o Deep Eutectic Solvents (DESs) en técnicas de
microextraccion para analizar contaminantes en alimentos. Se presenta una
descripcion de los DESs, considerados alternativas mas sostenibles a los disolventes
convencionales, sus principales caracteristicas y sus métodos de sintesis. En este
trabajo se discuten dos técnicas de extraccion miniaturizadas: microextraccion liquido-
liguido dispersiva (DLLME) y microextraccion en gota suspendida (SDME). La
aplicacion de DESs en estas técnicas ha sido demostrada con éxito para la
determinacién de contaminantes, que luego se analizan con técnicas cromatogréficas.
Este enfoque promueve métodos analiticos mas sostenibles en seguridad alimentaria,
al reducir el consumo de disolventes y residuos generados durante la preparacion de
la muestra. En resumen, el uso de DESs en técnicas de microextraccion ofrece

beneficios ambientales en el andlisis de contaminantes agroalimentarios.

ABSTRACT

This Degree project presents a review on the use of Deep Eutectic Solvents (DESS) in
microextraction techniques for analyzing contaminants in food. A description of DESS,
considered more sustainable alternatives to conventional solvents, is provided,
together with their main characteristics, and methods of synthesis. This work discusses
two miniaturized extraction techniques, dispersive liquid-liquid microextraction
(DLLME) and suspended drop microextraction (SDME). The successful application of
DESs in these extraction techniques, usually as a previous step for chromatographic
analysis, is demonstrated for the determination of contaminants. This approach
promotes more sustainable analytical methods in food safety by reducing solvent
consumption and waste generated during sample preparation. In summary, using
DESs in microextraction offers environmental benefits in analyzing agri-food

contaminants.



2.- OBJETIVOS

Los principales objetivos que se pretenden conseguir en este trabajo de fin de grado

son:

Conocer los DESs, o disolventes de punto eutéctico profundo y las propiedades
que los hacen ser considerados una alternativa a los disolventes
convencionales para el desarrollo de métodos analiticos mas sostenibles, en el
contexto de la Quimica Verde.

Conocer las técnicas de microextraccion que empleen como disolventes los
DESs y realizar una discusion critica de su aplicacion a la determinacion de

contaminantes agroalimentarios.



3.- INTRODUCCION

En los ultimos afos, se ha producido un aumento de la contaminacion ambiental, la
cual ha provocado una mayor concienciacion en la comunidad cientifica, impulsando
el desarrollo de metodologias mas respetuosas con el medio ambiente. Las primeras
actividades emprendidas por los cientificos para la sostenibilidad se centraron
mayoritariamente en procesos y productos a escala industrial, como postula la
definicibn mas conocida de quimica verde propuesta por Anastas (Galuszka, et al.,
2013). La Quimica Verde surge en la década de 1990 como una forma de utilizar las
habilidades y el conocimiento de los quimicos para evitar amenazas a la salud humana
y al medio ambiente en todo tipo de procesos quimicos. Paul Anastas y John Warner
postularon los 12 principios de la Quimica Verde, basados en la minimizacién del uso
de disolventes téxicos en los procesos y analisis quimicos, y ademas evitar la
generacion de desechos de tales procesos con el objetivo principal de minimizar los
riesgos ambientales (Aparecida de Marco, et al., 2019).

Una de las areas mas activas de investigacion y desarrollo en la Quimica Verde es el
desarrollo de metodologias analiticas, creando nuevos métodos y técnicas capaces
de reducir el uso y la generacién de sustancias peligrosas en todas las etapas del
analisis quimico (Anastas, 1999). Nace asi el concepto de Quimica Analitica Verde,
que es la aplicaciébn de una serie de principios que minimizan el impacto de los

métodos analiticos (Aparecida de Marco, et al., 2019).

3.1 Quimica Analitica Verde

La Quimica Analitica Verde (GAC, por sus siglas en inglés) surgio de la quimica verde
en el afo 2000. Esta area de actividad relativamente nueva dentro de la Quimica
Verde se refiere al papel de los quimicos analiticos para hacer que las practicas de
laboratorio sean mas respetuosas con el medio ambiente (Galuszka, et al., 2013).

La GAC tiene como proposito efectuar procesos de acuerdo con los principios del
desarrollo sostenible. Para ello, propone reducir los impactos ambientales utilizando
procedimientos analiticos que sean mas seguros y menos toxicos para el medio

ambiente, pero manteniendo su eficacia. En el afio 2013, Galuszka, Migaszewski y



Namienski adaptaron los 12 principios de la Quimica Verde para asi, ajustarse a la
Quimica Analitica Verde dando lugar a los 12 principios de la Quimica Analitica Verde

que se recogen en la tabla 3.1.

Tabla 3.1: Los doces principios que recoge la quimica analitica verde. (Galuszka, et al., 2013).

LOS DOCES PRINCIPIOS DE LA QUIMICA ANALITICA VERDE

1 Aplicar técnicas analiticas directas para evitar el tratamiento de la muestra
2 | Eltamafio minimo de la muestra y el nimero minimo de muestras son objetivos.

3 Realizar mediciones in situ
La integracion de operaciones y procesos analiticos ahorra energia y reduce el
uso de reactivos
5 Seleccionar métodos automatizados y miniaturizados
6 Debe evitarse la reprivatizacion
Debe evitarse la generacion de un gran volumen de desechos analiticos y debe
proporcionarse una gestion adecuada de los desechos analiticos.
Emplear preferentemente métodos multianalito o multiparametro frente a los
8 métodos que utilizan un analito a la vez
9 Minimizar el uso de energia
10 Emplear preferentemente reactivos obtenidos de fuentes renovables
11 Eliminar o reemplazar los reactivos toxicos

12 Aumentar la seguridad del operador

De acuerdo con estos principios, una de las aproximaciones que se puede utilizar para
reducir el consumo de disolventes es el uso de técnicas miniaturizadas. Asimismo,
otro de los principios de la GAC propone el uso de nuevos disolventes mas
respetuosos con el medio ambiente para reemplazar otros disolventes mas toxicos.
Actualmente, se pueden combinar ambas estrategias empleando disolventes mas
verdes en técnicas de preparacién de muestra miniaturizadas. En los siguientes
apartados se hara una introduccion sobre los disolventes mas respetuosos con el

medio ambiente y sobre las técnicas de extraccion miniaturizadas.



3.1.1 Disolventes respetuosos con el medio ambiente.

Uno de los principales objetivos de la GAC es que las etapas de pretratamiento,
tratamiento de muestra y determinacion de un método de analisis sean respetuosas
con el medio ambiente y seguras para el analista, empleando disolventes y reactivos
biodegradables y no téxicos. Ademas, la quimica analitica verde también se enfoca
en reducir los residuos quimicos y materiales usados durante el analisis, y miniaturizar
los dispositivos y sensores. (Kaya, et al., 2022). Para lograr estos objetivos, se plantea
la reduccion y, en la medida de lo posible, la sustitucion de los disolventes organicos
volatiles (VOS) o clorados que se emplean en las etapas de tratamiento de muestra
(Bintanel, 2021). Los nuevos disolventes propuestos por la GAC deben cumplir los
siguientes requisitos: disponibilidad, ser asequible, calidad de grado suficiente, rutas
de sintesis sencillas y de nula toxicidad, biodegradable, de elevado rendimiento,
estable térmica y quimicamente, no inflamable, renovable, facil de transportar y de

almacenar (Kaya, et al., 2022).

En procesos analiticos, los disolventes son sustancias que se emplean en técnicas de
separacion, purificacion de productos y en medios de reaccion. Tienen la desventaja
de que son propensos a ocasionar pérdidas por evaporacion en caso de los
disolventes volatiles, o en caso de los disolventes fluidos a proporcionar pérdidas en
forma de vertidos. Estas pérdidas provocan la contaminacion del medio ambiente, ya
gue la mayoria de los disolventes son inflamables y nocivos. Dada la situacion, la
investigacién sobre unos disolventes mas respetuosos con el medio ambiente es
crucial para evitar que continue la contaminacion por dichos disolventes nocivos. En
la actualidad existe una actividad muy intensa que se dedica a la sustitucién de
disolventes convencionales por otros disolventes no convencionales tales como
fluidos supercriticos, liquidos i6nicos o disolventes organicos renovables y seguros
para el medio ambiente. Entre los disolventes no convencionales propuestos por la
GAC, se encuentran los disolventes de punto eutéctico profundo (DESSs), en los que
se centra esta memoria (Kaya, et al., 2022).



3.1.1.1 Disolventes de punto eutéctico profundo (DESS)

Los DESs fueron descubiertos por Abbott et al. en 2003 (Abbott, et al., 2003)
provocando un gran impacto en la ciencia de tal manera que es considerado como
uno de los descubrimientos mas significativos del siglo XXI. Los DESs son disolventes
formados por mezclas de dos o0 mas compuestos entre los que constituyen enlaces
de hidrogeno, un aceptor de enlaces de hidrogeno (HBA) y un donante de enlaces de
hidrégeno (HBD) (Santana, et al., 2021). Esta mezcla forma un disolvente liquido a
temperatura ambiente con una alta estabilidad térmica, baja volatilidad y alta
viscosidad, ademas, presentan un punto de congelacion inferior al del resto de los
componentes individuales. La diferencia en el punto de congelacion a la composicion
eutéctica de una mezcla binaria (A + B) comparada con el valor teérico de una mezcla
ideal (AT), esta directamente relacionada con la magnitud de la interaccion entre los
componentes de la mezcla (Smith, et al.,, 2014). En la Figura 3.1 se muestra un
ejemplo de un diagrama de fases con un punto eutéctico. Las interacciones que
constituyen los elementos forman nuevos disolventes con una naturaleza dipolar, con

estabilidad térmica y no inflamabilidad, entre otros.

A mole fractionofB B

Figura 3.1: Representacion esquemaética de un punto eutéctico en un diagrama de fases de dos

componentes. (Smith, et al., 2014)



Los DESs son considerados disolventes verdes ya que son sustancias con alta
biodegradabilidad y biocompatibilidad, ademas tienen menos toxicidad que otros
disolventes de propiedades fisicoquimicas similares, como los liquidos ionicos, y su
sintesis tiene un pequefio coste de produccion, una alta disponibilidad de materias
primas y es facil de sintetizar, formandose mas de un millbn de combinaciones

posibles.

Una de las caracteristicas mas destacadas de estos nuevos disolventes es la variedad
que existe de DESs, ya que se forman simplemente con la combinacion de distintos
componentes, obteniéndose diversas mezclas eutécticas con diferentes propiedades
fisicas y quimicas. (Bastos, et al., 2022). En la actualidad los DESs utilizados se
clasifican en varios tipos, recogidos en la Tabla 3.2, en funcion de los compuestos
utilizados como HBA y HBD (Benworth, et al., 2021).

Tabla 3.2: Clasificacion de los distintos tipos de DESs estudiados en la actualidad.

Tipo DES Mezcla

Tipo | Sal de amonio cuaternario y un cloruro metalico

Tipo Il Sal de amonio cuaternario y un cloruro metalico hidratado
Tipo I Sal de amonio cuaternario y HBD

Tipo IV Cloruro metalico hidratado y HBD

Tipo V Moléculas no i6nicas HBA y HBD

La cantidad de haluros metélicos no hidratados disponibles es limitada por lo que se
restringe el nUmero de disolventes de tipo I. Sin embargo, existen muchos donantes
de enlaces de hidrogeno disponibles, por lo que la cantidad obtenida de disolventes
DESs de tipo Ill es muy amplia. Ademas, se encuentra variedad como donantes de
enlaces de hidrogeno, lo cual permite elegir las propiedades del disolvente segun la
aplicacion (Bastos, et al., 2022). En la Figura 3.2 quedan recogidas las estructuras

mas comunes de HBA y HBD.
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Figura 3.2: Estructuras mas comunes de HBA y HBD (Makos, et al., 2020)

La sintesis de DESs es relativamente sencilla y existen distintas opciones para llevarla
a cabo. Sin embargo, la ruta mas empleada implica calentar y agitar los componentes
conjuntamente bajo una atmosfera inerte hasta que se consigue un liquido
homogéneo. Dicha sintesis no presenta un impacto ambiental con respecto a los
liquidos i6nicos y disolventes organicos, debido a que no se utilizan disolventes ni se
realiza ninguna reaccion y, ademas, no es necesatrio purificar. Asi se sintetizo un DESs
por primera vez en 2003 mezclando cloruro de colina (ChCI) y urea que son dos
sustancias solidas que tienen altos puntos de congelacién (Abbott, et al., 2003). Jiang
et al. 2003 sintetiz6 una clase de DESs ternarios mezclando ChCl, acido bérico y
polietilenglicol. Estos DESs ternarios tienen la ventaja con respecto a los binarios de
tener baja volatilidad, baja toxicidad y una alta actividad, por lo que estos DESs

pueden ser aplicados mas facilmente en tareas especificas.

Existen otros métodos de sintesis menos aplicados como la preparacion de DESs con
evaporacion a vacio, la molienda vy la liofilizacién. En la evaporacion a vacio, los
componentes se disuelven en agua y a continuacion se evapora el agua a 49,85 °C a
vacio, y la mezcla que se obtiene finalmente se introduce en un desecador con gel de
silice hasta que se elimina el agua y se obtiene un peso constante. El método de
molienda consiste en introducir en un mortero los componentes sélidos y se muelen

hasta obtener un liquido claro y homogéneo, y se introduce en una atmosfera inerte



de nitrégeno. En el método de liofilizacion se disuelve el HBD y el HBA un 5% en peso
de agua y se mezclan, se congelan y a continuacion se liofilizan hasta formar un
liquido claro y homogéneo. En la Figura 3.3 se encuentran las especies de HBAy HBD
comunmente utilizadas en la sintesis de DESs. Podemos observar que (A) son las

especies de HBA y (B) son las especies de HBD.
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Figura 3.3: Especies de HBA llamados (A) y HBD llamados (B) cominmente utilizadas en la
sintesis de DESs. (Zhang, et al., 2021)



Los DESs siguen siendo solventes punteros debido a su versatilidad. Actualmente, se
continda investigando con el objetivo de aumentar su potencial y aplicabilidad. Estos
disolventes verdes se han aplicado ya en muchos ambitos, entre los que se
encuentran la metalurgia, separacion y captura de gas, sistemas de energia y
tecnologia de baterias, biocatalisis, genémica y fundamentos de acidos nucleicos,
farmacéutica y médica y sintesis de nanomateriales. Ademas, los DESs pueden
participar en reacciones que superan los 100° C en recipientes no presurizados debido

a su alta estabilidad térmica y una baja presion de vapor (Benworth, et al., 2021).

Inicialmente, los DESs nacen como alternativa alin mas sostenible a los ya conocidos
liquidos idnicos (ILs). Los ILs tienen el inconveniente de no ser tan verdes como los
DESs debido a que el proceso de sintesis de los mismos es mas complejo, ademas
de presentar una alta toxicidad y carecer de biodegradabilidad. De esta manera, la
investigacion de los disolventes verdes se ha centrado en los DESs por ser la
alternativa sostenible. En la Tabla 3.3 se recogen las diferencias que presentan los

ILs con respecto a los DESs (Liu, et al., 2018).

Tabla 3.3: Caracteristicas que diferencian a los DESs de los ILs.

CARACTERIZACIONES LIQUIDOS DISOLVENTES
DISTINGUIDAS IONICOS EUTECTICOS PROFUNDOS
Constitucion Sal x| azl]cgr, fIiC.idO SIS,
aminoécido etc
Composicién Sal simple Mezcla
Fuerza intermolecular Enlace iénico Enlaces de hidrogeno
Contenido de energia libre - 1-5 kcal/mol
Distancia intermolecular <1,2 A 2-5 A
Conductividad Baja Alta

Positivo para

i Dificil de detectar
mayoria

Citotoxicidad

Los puntos de congelacion de los DESs oscilan entre -85 y 95°C, son menores que
los de sus HBD y HBA, esto se debe al gran volumen de iones, la distribucién de carga

asimétrica y la reduccion de la fuerza de culombio de los DESs (Tang et al., 2012).
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Para obtener el estado liquido de los DESs se debe reducir el punto de congelacion,

el cual se mide mediante una calorimetria diferencial de barrido.

Como alternativa aun mas sostenible dentro de los denominados DESSs, se encuentran
los disolventes eutécticos profundos naturales (NADESs). Estos son obtenidos de
metabolitos primarios de origen vegetal, los cuales permiten progresar en la baja
toxicidad y en las desventajas ambientales provocados por los disolventes organicos
convencionales como la acetona o el metanol (Rivas Blas, 2021). Los NADESSs son el
nuevo tipo de concepto de solventes propuesto por Choi et al. en 2011 que
representan plenamente el principio de la quimica verde y se consideran disolventes
mMas seguros. Se pueden sintetizar sencillamente mezclando HBA como sales de
amonio cuaternario no toxicas, como por ejemplo el cloruro de colina (ChCl), con HBD
con una toxicidad baja como los azucares, acidos organicos, urea y polioles (Espino,
et al., 2016). Un estudio realizado por Dai, et al. (2015) ha descubierto que se pueden
realizar la combinacion de mas de cien tipos diferentes de NADESSs, como por ejemplo

mezclas de glucosa-cloruro de colina-agua o acido lactico-glucosa-agua.

Son de gran interés para usos en distintas practicas ya que son biodegradables,
biocompatibles y tienen una baja o nula toxicidad. Numerosos estudios han evaluado
su potencial como extractantes en diversas metodologias analiticas, logrando
excelentes resultados, incluso en matrices complejas (Dai, et al., 2015)Diversos
estudios han demostrado que los NADESs manifiestan una elevada estabilidad
guimica. Son aptos para disolver productos naturales con baja solubilidad en agua y
para proteger los compuestos naturales de las altas temperaturas durante su
almacenamiento (Dai, et al., 2015). Es por ello que, aun el desarrollo de estos nuevos
tipos de solventes se encuentra en auge, no solo por sus propiedades, sino también

porque son econdmicos, de una sintesis sencilla y estables a temperatura ambiente.

En Quimica Analitica, una de las principales aplicaciones de los DESs es su uso en el
campo de tratamiento de muestra, sobre todo en extracciones y microextracciones en
fase liquida (LPME). De entre dichos procedimientos, destacan: la extraccion solido-
liquido (SLE), microextraccion en gota suspendida (SDME), fibra hueca (HF)-LPME,
extraccion por membrana liquida soportada (SLME) y, en general, cualquier otra
variante dispersiva de LPME y LLE (Santana, et al., 2021). El primer paso para empleo

de DESs con objetivos extractivos, es identificar cual es el adecuado para cada

11



situacién. De este modo garantizar la mayor eficacia extractiva, manteniendo las
ventajas de ser ecoldgico, barato y de baja toxicidad. Es por ello que los DESs han

demostrado ser solventes competentes en la disminucién del impacto ambiental.

3.2 Técnicas de extraccién miniaturizadas basadas en DESs

Los DESs han sido utilizados como solventes en técnicas de microextraccion con
excelentes resultados, como se ha indicado anteriormente. Uno de los objetivos
principales de su uso es el de emplear solventes con propiedades ecoldgicas que
permitan el desarrollo de diferentes métodos de microextraccion, mejorando asi las

caracteristicas verdes del proceso analitico (Bastos, et al., 2022).

La preparacion de la muestra es un paso comun en muchos métodos de andlisis, que
implica la extraccion de una clase de analitos de su matriz original en un solvente.
Con ello se eliminan posibles efectos matriz y se puede realizar la preconcentracion
de los analitos, lo cual permite su posterior analisis de una manera sensible y selectiva.
Las técnicas de extraccion convencionales suelen requerir mucho tiempo, mano de
obra y grandes volumenes de disolventes organicos, los cuales generan una cantidad
considerable de residuos nocivos para el medio ambiente. A causa de ello, en las
Gltimas décadas, para reducir el uso y la generacion de sustancias peligrosas de
acuerdo con los principios de la Quimica Verde, han aparecido nuevas técnicas que
miniaturizan la extraccion, sea en fase sélida (SPME), o en fase liquida (LPME)
(Cunha & Fernandes, 2018).

Centrandonos en las técnicas basadas en LPME, en las cuales se emplean liquidos
como material extractante, implica una extraccién quimica apropiada ya que este
método se ha desarrollado para superar algunas debilidades de los métodos
tradicionales de extraccion liquido-liquido (Pimparu, et al., 2016). La estrategia mas
simple y de extenso uso para la ecologizacion de los métodos analiticos se basa en
la miniaturizacion de cualquiera de las variantes de la LPME, reduciendo la cantidad
de muestra requerida, el consumo de reactivos y la generacion de residuos. Todas las
variantes implican el empleo de microvolimenes de solventes para la extraccion
cuantitativa de los analitos. La LPME se ha convertido en una de las herramientas de

investigacion y desarrollo mas importante disponible en los laboratorios de analisis
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analitico, forense, farmacéutico, alimentario, clinico e industrial para la extraccion,
purificacion y concentracion de trazas de sustancias quimicas presentes en medios
acuosos, solidos, gaseosos, y muestras a base de aceite. (Kokosa, 2019). En la Figura
3.4 se representa un diagrama de flujo de las distintas técnicas basadas en LPME y

sus diversas variantes, algunas de ellas mencionadas anteriormente.

Existen técnicas que ofrecen alternativas verdes para resolver problemas de
sensibilidad y selectividad de métodos de aplicacidén directa para analizar muestras
complejas, entre las que se encuentran la SDME, la HF-LPME vy técnicas de

microextraccion basadas en membranas (Armenta, et al., 2019).

La técnica HF-LPME tiene la ventaja de que el disolvente orgéanico se encuentra
protegido dentro del poro de la membrana de la fibra hueca. Ademas, tiene un bajo
costo, el volumen empleado de disolvente organico es minimo, tiene altos factores de

enriquecimiento y posibilidad de automatizacion (Pimparu, et al., 2016).

La técnica SDME ha sido reconocida como una de las herramientas simples de
preparacion de la muestra miniaturizadas para el aislamiento y la preconcentracion de
analitos de una matriz de muestra compleja. Ademas, es una técnica con notables
ventajas, de entre ellas, es una técnica simple, con una extraccion rapida, se emplean
volumenes minimos de disolvente y de muestra, tiene una gran capacidad para la
adaptacion a diversas técnicas analiticas como espectroscopia, cromatografia y
espectrometria de masas y los analitos objetivo pueden aislarse de forma eficaz
teniendo en cuenta condiciones como la temperatura, el tiempo y la velocidad de

agitacion entre otras (Kumar Kailasa, et al., 2021).

En cuanto a la técnica DLLME, las principales ventajas que presenta son, proceso
miniaturizado de extraccién de analitos, bajo volumen de muestra, es una técnica
simple y rapida, con un costo bajo, y con un alto factor de enriquecimiento. Tiene gran
capacidad para la adaptacion de distintas técnicas analiticas. (Seetha, et al., 2023)
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Microextraccion en fase liquida

(LPME)

Microextraccion en gota
suspendida
(SDME)

Microextraccion en fase liquida
por fibra hueca
(HF-LPME)

« Dos fases:
- Inmersion directa

- Gota a gota

« Tres fases:
- Espacio de Cabeza

- Liquido-Liquido-Liquido

Microextraccion liquido-liquido
dispersiva
(DLLME)

- Dos fases (Extraccion liquido-
liguido con membranas
microporosas):

- Modo barra absorbente
- Inmersion directa
- Tres fases (Microextraccion con
membrana liquida):
- Liquido-Gas-Liquido

- Acuoso-Organico-Acuoso

- Acuoso-Organico-Organico

» Convencional- DLLME

» Fluidos supercriticos-DLLME

+ Liquidos iénicos-DLLME

« DLLME asistida por ultrasonidos
en Liquidos idnicos

» Solidificacion de gota organica
flotante

+ Microextraccion liquido-liquido
asistida por aire

Figura 3.4: Técnicas y subtécnicas de LPME. Adaptada de (Farajzadeh, et al., 2014) (Yamini, et al., 2019)
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Muchos estudios que emplean la LPME usan DESs como fase receptora,
aprovechando su elevada versatilidad de sintesis, combinando HBAs con HBDs, para
obtener las interacciones solvente-analito que interesen. Algunos ejemplos de estas
interacciones incluyen: electrostatica, hidrofébica, dispersion de van der Waals,
dipolo-dipolo, enlace de hidrogeno, t-cation, -1 e ion-dipolo. Algunas interacciones
pueden controlar la viscosidad de la mezcla, esto es un factor crucial en LPME, por lo
que la eficiencia del empleo de DESs esté relacionada con su capacidad para formar
interacciones eficientes con los componentes extraidos (Bastos, et al., 2022). Dentro
de las metodologias de LPME basadas en DESs, se encuentran SDME vy
microextraccion liquido-liquido dispersiva (DLLME), cada uno de las cuales tiene
requisitos Unicos de disolventes de extraccion (Kokosa, 2019). Seran, por tanto, estas
dos técnicas las que se describan mas en profundidad en la memoria, centrando la

discusion en la aplicacién de las mismas al analisis de contaminantes en alimentos.

4.-ANALISIS BIBLIOGRAFICO

Para la obtencion de la informacion requerida para la realizacion de este Trabajo de
Fin de Grado, se efectu6 una busqueda bibliografica empleando las bases de datos

Scopus (https://www.elsevier.com/es-es/solutions/scopus) y PubMed

(https://pubmed.ncbi.nim.nih.gov/). En la basqueda bibliografica se establecen unos

criterios de busqueda para asi acotar en funcion de la informacion necesaria. Los
criterios de busqueda estan basados en el empleo de palabras clave que estén
relacionadas con el tema del trabajo, tipo de publicacidon como articulos, libros etc. Los
resultados obtenidos se pueden filtrar usando opciones como autor, revista o afio de

publicacion.

En primer lugar, en las bases de datos empleadas se realizdé una primera busqueda
con las palabras clave sobre el tema de estudio, se emplearon palabras clave como
Green Analytical Chemistry, DES y extraction. En la tabla 4.1 se encuentran los
diferentes buscadores con algunas de las palabras clave empleadas en la blusqueda

de informacion.
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Tabla 4.1: Informacion de la busqueda en las bases de datos.

Busqueda Base de datos  Resultados
Green Analytical Chemistry Scopus 3463
Green Analytical Chemistry Pubmed 5306

307 con filtros
DES and Extraction Scopus 1299
DES and Extraction Pubmed 15316

1125 con filtros
DMLLE and DES Scopus 289

98 con filtros
DMLLE and DES Pubmed 19
SDME and DES Scopus 25
Single Drop Microextraction Scopus 781

289 con filtros

Dispersive Liquid Liguid Microextraction Scopus 4099

144 con filtros
Single Drop Microextraction Pubmed 386

28
Dispersive Liquid Liguid Microextraction Pubmed 1759

86 con filtros

Una vez realizada la biusqueda en las bases de datos con las palabras clave del tema
de trabajo, aplicamos los filtros de busqueda para asi acotar la informacion y emplear
la necesaria en el tema de interés. En este caso se han empleado los filtros food y
chemistry en el caso de las palabras clave. Para obtener la informacidén necesaria se
ha buscado en articulos y reviews. En la figura 4.1 se recoge un organigrama que
representa un ejemplo de como se ha realizado la busqueda en la base de datos
Scopus con la sintaxis DES AND extraction y los resultados que se han obtenido con

los filtros aplicados para la obtencion de informacion.
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DES and extraction

6328 resultados

5973 resultados ARTICULOS 355 resultados REVIEWS
1492 resultados con filtro food y 99 resultados con filtro food y
chemistry chemistry

15 resultados con filtros
LPME, DES, green
chemistry and year

Figura 4.1: Organigrama resultados de la busqueda en Scopus.

Posteriormente, se llevo a cabo una seleccidn de las referencias mas representativas
para la realizacion de este trabajo. Se seleccionaron las referencias de los articulos
experimentales que presentaban una variedad de analitos y tratamientos de muestra.
En la Figura 4.2 se recogen, el nUmero de articulos que se incluyen en las distintas
técnicas empleadas en este trabajo, diferenciando en cada barra los articulos cuyos

analitos a estudiar son contaminantes organicos, pesticidas o metales.

Numero de articulos en las distintas tecnicas empleadas

O Pesticidas

4 O Contaminantes organicos

HEN ED

DLLME SDME/HS-SDME

Numero de articulos

O Metales

Técnicas empleadas

Figura 4.2: Ndmero de articulos en las distintas técnicas empleadas
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5.- EMPLEO DE DESs EN ESTRATEGIAS DE MICROEXTRACCION EN FASE
LIQUIDA (LPME) PARA LA DETERMINACION DE CONTAMINANTES
AGROALIMENTARIOS

Las muestras agroalimentarias son muestras complejas en las cuales se encuentran
los analitos objetivo en concentraciones bajas. Por esta razon, se requieren métodos
de preparacion de las muestras antes de su andlisis, los cuales suelen basarse en la
extraccion con disolventes (Delinska, et al., 2021). La etapa de preparacion de
muestra, deteccion e identificacion son importantes en los métodos analiticos, ya que,
el tratamiento de muestra a menudo ocupa la mayor parte del tiempo total del analisis
de manera que contribuye en gran medida al coste total y a tener un analisis fiable y
con precision. La preparacion de la muestra tiene un impacto directo en la exactitud,
la precision y los limites de cuantificacion. A su vez, es un proceso importante en el
analisis quimico, especialmente para analizar y determinar los compuestos a nivel de
trazas, y a la reduccion de los efectos matriz en muestras complejas (Farajzadeh, et
al., 2014).

El campo de la Quimica Analitica continla buscando procedimientos para la
preparacion de muestras que sean mas rapidos, sencillos, menos costosos y, sobre
todo, mas respetuosos con el medio ambiente. Para superar estos inconvenientes, se
han desarrollado distintas técnicas que involucran la miniaturizacién, siendo la idea
principal una gran reduccién en relacion de volumen de la fase extractante con la
muestra (Dadfarnia & Haji Shabani, 2010).

En esta memoria, tal y como se indica en la introduccion y, en los términos que se
describen en la seccion de busqueda bibliografica, se enfoca en el uso de DESs como
disolventes sostenibles en las técnicas de microextraccion liquido-liquido dispersiva
(DLLME) y en microextraccién en gota suspendida (SDME), que son las principales
técnicas microextractivas que aprovechan las caracteristicas fisicoquimicas de estos
solventes. La discusion se distribuird de forma que se realiza una discusion de las
referencias mas representativas en las cuales se emplean DESs como disolventes en

ambas técnicas y cuyos analitos son contaminantes agroalimentarios.
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5.1.- DESs como solventes en microextraccién liquido-liquido dispersiva
(DLLME)

La DLLME es un procedimiento de extraccion muy recurrido, desarrollado por Rezaee
et al. en 2006 (Rezae, et al., 2006). La técnica se basa fundamentalmente en la
extraccion de una muestra acuosa que contiene los analitos de interés, con una
pequefia cantidad de disolvente extractante (< 0.5 mL), cuyo requisito es que no sea
miscible con la muestra. Para que se produzca la extraccién, dicho disolvente debe
ser “dispersado” y puede realizarse de dos modos: (i) con una agitacion externa
(vortex, ultrasonidos o agitacion manual, entre otros), o (ii) con la adicién simultanea
de un disolvente dispersivo (normalmente con un volumen entre 0.5 y1 mL) el cual es
miscible tanto en agua como en el solvente extractante. La mezcla de solvente de
extraccion y solvente dispersor se inyecta rapidamente en la muestra acuosa con una
jeringa. (Rezae, et al., 2006). La mezcla resultante de los tres componentes forma
multiples microgotas en solucion en las que se produce el reparto de los analitos, que
experimentan un enriguecimiento en el bajo volumen de solvente de extraccion que
se dispers6 en la solucién acuosa inicial. Luego las fases se separan comanmente por
centrifugacion (Trujillo-Rodriguez, et al., 2013). En la figura 5.1 se observa un
esquema comun del procedimiento de DLLME asistida por vortex. Una vez que se
realiza la extraccion, dependiendo de la naturaleza del disolvente organico, éste suele
ser combinado con cromatografia liquida (LC) y cromatografia de gases (CG para su

determinacion.
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Dispersion of Vortex Centrifugation
> e ]
Extraction Solvent (10 sec) (3 min)
E F G
Organic Solvent Removal of Solvent GC-MS = I L_LI
> C——re? —— —— o) A
Sedimentation Aqueous Solution Etraction =

Figura 5.1. llustracion esquematica del procedimiento DLLME.A y B, inyeccién y formaciéon de
finas gotas del solvente de extraccion en la muestra acuosa; C, agitar en vértex la mezcla de
disolvente de extraccién y muestra acuosa; D, centrifugacion de la muestra; E 'y F eliminacion
de la fase acuosa con jeringa y obtencion de la fase organica sedimentada; G, retraccién de la

fase sedimentada e inyeccién en el CG-MS (Rahbar, et al., 2020).

Las ventajas principales de la DLLME son su alto factor de preconcentracién, alta
eficiencia de extraccidon, la simplicidad de operacion, rapidez, bajo costo, bajo
consumo disolvente extractante, y alta recuperacion. (Rezae, et al., 2006). En la Tabla
5.1 se encuentran reflejados una recopilacion de los distintos articulos que emplean
la técnica DLLME con DESs como disolventes para la extraccion de analitos de interés

agroalimentario.
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Tabla 5.1. Aplicaciones de la DLLME usando DESs como solventes al analisis de contaminantes en alimentos. Espectrometria de absorcion

atomica electrotérmica (ETAAS); Detector de arreglo de diodos (DAD); Deteccién de ionizacién de llama (FID); Detector de Fluorescencia (FLD)

Analito

Matriz

Tratamiento DLLME

Técnica
analitica

LOD

Referencia

1 mmol Timol

DLLME asistida por vortex:
Vortex 1 min

Maiz, trigo, Bafio de agua a 70°C, 10 min 2.0-
- (HBA) y 4 mmol 2 . HPLC- (Wu, et al.,
Insecticidas (3) cebaday Acido octanoico formaC|,on fase DES incolora y DAD 2.7 ug 2021)
avena homogénea. / kg
(HBD) . L :
Centrifugacion 3 min
Bafio hielo 15 min
ChCl:fenol, .
. Vegetales, ChCl-urea, ral;é_rhélclfnaclsegt;/ds |5’g;0nid08' .
Contaminantes agua potable  ChCI:Ox, . ' 0.161 | (Ali Zounr,
: Microondas de vaso cerrado ETAAS
(Cd) y agua de ChCILAY . . ng/L et al., 2018)
. i Centrifugacion
grifo ChCLEG Ultrasonidos (2-5 min)
(0.2-0.8 mL)
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Pesticidas (6)

Pesticidas (7)

Pesticidas (7)

Metales
toxicos (Th

(V)

Pesticidas (5)

Frutas (3)
Verduras (6)

Leche (8)

Miel (7)

Agua (2)

Té (3)
Zumo de
frutas (3)

ChCI (HBA) y 4-
clorofenol (HBD)

ChCl (HBA) y
Acido decanoico
(HBD) (1.39 y
1.24 mg

respectivamente)

Acido
dicloroacético
(HBD) y mentol
(HBA)

30 pL

[HMIM]Br,
[BMIM]Br (HBA),
acido salicilico y
acido benzoico
(HBD)

(170 pL)

Betaina, L-
carnitina (HBA) ,
HFIP (HBD) 0.15

g

DLLME asistida por vortex:
Centrifugacion 10 min

Vértex 5 min

Bafio de agua 75°C, 10 min
DLLME asistida por
ultrasonido:

Vértex 1 min

Centrifugacion 5 min, 4000 rpm
Bafo ultrasonico termostatizado
50° C, 7 min

DLLME asistida por
ultrasonido:

Bafo ultrasonico termostatizado
90°C,60 min

Acetona (disolvente de
extraccion)

Agitacion Voértex 1 min
Centrifugacion 4000 rpm, 5 min
DLLME simple

Filtracion (membrana 0.45 pum)
Almacenamiento a 4°C

Torina (60uM) agente quelante
Centrifugacion 5 min, 3500 rpm
Fase sedimentada diluida con
etanol acido

DLLME asistida por vértex:
Vortex (5-25 s)

Centrifugacion (5 min, 3000 rpm)
Acetonitrilo (1mL) como agente
de dispersion

CG-FID

CG-FID

CG-FID

UV-vis

HPLC-
DAD

15-11
ng/
mL

09 -
3.9
ng/mL

1.1-
4.0

né@

2.1
ng/mL

0.06-
0.17
ng/mL

(Farajzadeh,
et al., 2016)

(Jouyban, et
al., 2020)

(Farajzadeh,
et al., 2019)

(Sadeghi &
Davami,
2019)

(Deng, et
al., 2019)
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Agua (2) i DLLME simple
Contaminante | Agua gas (2) XESE;(OT%IA(‘:)O Disolvente de extraccion: HPLC-ELD 0.0003 | (Shishov, et
(Bisfenol) Zumo naranja (HBD)(1g) Octanol (150pL) mg/L  al., 2018)
(2) 9 Centrifugacion 2 min, 4000 rpm
Muestras de
fr?\?aesada DLLME asistida por vortex y
agua mineral  Timol (HBA) y i ESEmE os: 0.03- (Seetha, et
Bisfenoles(13) embotellada, alcanfor(HBD) L . CG-MS 0.05 .
. Sonicacion 5-20 min al., 2023)
bebidas 150-400 pL V6 2-10 mi ng/mL
carbonatadas L .
huevos y ' Centrifugacion 5-20min
carne
l4y
Pesticidas Aceite 1-metilurea DLLME asistida por vortex: 11 (Ju, etal.,
3) comestible (HBA) y sorbitol HPLC-UV 2023)
(HBD) Vortex 2 min Hg/L
Cloruro de
fosfocolina
(HBA) DLLME asistida por vortex: 0.05-
Pesticidas (8)  Miel s Vértex 5 min CG-MS 0.10 g\l/lolggtzag)l, et
dicloroacético ng/mL
(HBA) Centrifugacion 7 min
acido decanoico
(HBD)
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En lo que respecta a la eleccion del DESs como solvente de extraccion adecuado para
cada ocasion, se debe de tener en cuenta algunas propiedades, como una elevada
afinidad de extraccion por el analito, y una baja solubilidad en solucion acuosa. Esto
gueda directamente relacionado con el conocimiento de su naturaleza hidrofdbica,
selectividad e interacciones electrostaticas con el analito (Ali Zounr, et al., 2018). Son
varios articulos publicados en los que se emplea cloruro de colina (ChCl) como parte
aceptora (HBA) del DESs (Ali Zounr, et al., 2018) (Farajzadeh, et al., 2016) (Jouyban,
et al., 2020). Aquellos DESs basados en ChCl, se caracterizan por una gran
inmiscibilidad con el agua y una baja viscosidad. En el articulo de Jouyban, et al.,
2020, se requiere gque el solvente de extraccion debia de formar un sistema de dos
fases en presencia de una sal junto con la precipitacion de las proteinas de la leche,
por lo que teniendo en cuenta este hecho, se probaron dos DESs inmiscibles en agua,
con baja viscosidad. En la Figura 5.3 se muestra un ejemplo de estudio para la
seleccion del disolvente, que de acuerdo con los resultados obtenidos, se observa que
ChCI:Etilenglicol (EG)tiene unas recuperaciones de extraccion de pesticidas mas altas
en comparacion con ChCl:Fenol. Esto se debe a su baja viscosidad, que conduce a

unos altos coeficientes de difusion de los analitos en la solucién de la muestra.
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Figura 5.3: Seleccidon del solvente de extraccién/dispersor en el desempefio del método

desarrollado. (Jouyban, et al., 2020)

Otro estudio llevado a cabo por Ali Zounr, et al., 2018, tiene como objetivo encontrar

un DESs con caracter hidrofobico, selectividad y conexiones electrostaticas con el
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analito, siendo la selectivdad la capacidad del solvente para extraer el constituyente
objetivo en el medio asociado a otros componentes, por lo que se prepararon cinco
DESs diferentes: ChCl:Urea (U), ChCl:Acido Oxilico (Ox), ChCl:Fenol (Ph),
ChCl:Acido Léctico (LA) y ChCI:EG. De los cinco DESs, finalmente, el Ch:Ph mostro

una méxima eficiencia de extraccion (>95%) por lo que fue el seleccionado.

Los analitos mas estudiados son los pesticidas, entre ellos destacan Fenazaquin.
(Farajzadeh, et al., 2019) (Jouyban, et al., 2020). El fenazaquin es un sélido cristalino
que se emplea como pesticida para el control de acaros fitéfagos que se encuentran
en una serie de cultivos como frutas y verduras (Yaqoob, et al., 2021). El fenazaquin
esta regulado exclusivamente para el uso como acaricida en invernadero (Ministerio
de Agricultura, 2023) También se estudian algunos piretroides (Deng, et al., 2019) que
son contaminantes perjudiciales para la salud. Los piretroides son un grupo de
insecticidas sintéticos que se emplea en areas agricolas ya que reemplazan a
pesticidas restringidos y prohibidos como los organoclorados y organofosforados.
Debido a un uso generalizado y mal empleado, sus residuos son detectados en
productos alimentarios y en el medio ambiente (Wongmaneepratip, et al., 2023). La
contaminacion indirecta de alimentos, agua y aire, puede deberse a la aplicacién de
pesticidas en la agricultura a través del suelo, el aire, el agua y las plantas, ya que
estos, son toxicos y pueden causar efectos graves sobre la salud si no se usan
correctamente (Farajzadeh, et al., 2019). La presencia de residuos de plaguicidas en
alimentos puede ser un riesgo clave para la salud humana. Muchos paises han
establecido directivas legales y programas de monitoreo para controlar el uso de
pesticidas en cultivos agricolas y asi, descubrir si realmente, se cumplen los niveles
maximos legales de residuos. Por lo que existe una creciente demanda para
desarrollar métodos analiticos sensibles y selectivos para la determinacion de
residuos de plaguicidas (Farajzadeh, et al., 2019). En el articulo de Jouyban, et al.,
2020 se determinan contaminantes como medicamentos veterinarios, micotoxinas y
pesticidas que se pueden acumular en la leche. El DESs empleado como disolvente
en DLLME, es ChCI como HBA y acido decanoico como HBD, utilizando CG-FID.

Uno de los aspectos mas importantes a tener en cuenta de los métodos desarrollados
es el limite de deteccion (LOD), ya que aporta informacion sobre la cantidad de
concentracion minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad. De esta

manera uno de los articulos con menor LOD es el de Ali Zounr et al (Ali Zounr, et al.,
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2018). Esto es debido a que se emplean ultrasonidos para acelerar la formacion de
agregados nanométricos y esto hace que aumente la eficiencia de extraccion. Se
obtuvo una excelente exactitud, una elevada precision y recuperacion del método. El
analito que se determina en este articulo es el cadmio, ya que tiene una elevada
toxicidad debido a que se encuentra en pequefias concentraciones en fertilizantes
fosfatados que se emplean en cultivos agricolas. El DESs empleado en este articulo
es ChCl:Ph. EI DLLME es asisitido por ultrasonido que teniendo en cuenta los
resultados obtenidos, se ha demostrado que el método de microextraccion empleado
tiene grandes ventajas para el andlisis de muestras complejas de entre ellas utilizacion
de solventes de extraccion no téxicos, facilidad al realizar los pasos experimentales y
un bajo costo. Asimismo, al ser una técnica sencilla y rapida tiene un tiempo de

extraccion y determinacion en cada muestra de unos diez minutos aproximadamente.

Otro de los articulos con un bajo valor de LOD es el de Seetha et al (Seetha, et al.,
2023). Los resultados obtenidos en este articulo muestran un rendimiento aceptable.
Se ha observado que al incluir la centrifugacién en la preparacion de la muestra se ha
disminuido el tiempo debido a que se acelera la separacion de las fases. Ademas, la
cantidad de DESs y de acetonitrilo fue fundamental para tener un volumen adecuado
de la fase DESs después de DLLME. El tiempo de agitacion por vortex es
determinante para la eficiencia de extraccién de DLLME. Se determiné que el modelo,
su precision y confiabilidad resultaron ideales. Otro factor importante es el empleo de
HPLC con el método DLLME, ya que tiene una precision y una exactitud excelentes y
es adecuado para la determinacién de trazas. Por tanto, se ha demostrado que al
emplear método DLLME basado en DESs se obtiene un buen rendimiento de

enriquecimiento y extraccion.

En cuanto a los volimenes de DESs que comunmente se han empleado en esta
técnica en los articulos estudiados son de aproximadamente 1 mg en relacion a peso
y entre 30-200 uL si este es expresado en volumen. A pesar de que se trata de un
solvente respetuoso con el medio ambiente, es importante que la cantidad de
disolvente utilizado sea la minima ya que es el objetivo principal tal y como se ha
mencionado anteriormente, la GAC tiene como propdésito contribuir en el desarrollo

sostenible reduciendo los impactos ambientales.
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Respecto a la instrumentacion analitica en combinacion con estas estrategias de
DLLME, cabe destacar que se encuentra siempre ligada a una separacion previa a la
determinacion. La bibliografia incluida en este TFG, comprende tanto la cromatografia
de gases como de liquidos. Para separar el disolvente DESs del analito, antes de
introducir la muestra en el cromatografo, se debe realizar una centrifugacién para
separarlos, ya que el DESs queda disperso en la fase acuosa. Una vez realizado este
proceso se forman unas finas gotitas de DESs que quedan sedimentadas en el fondo
del tubo, que se extraen posteriormente. En otros casos es necesario introducir la
disolucion turbia en un bafio de hielo a 0 °C durante 3 minutos, para que asi, se formen
las gotitas solidificadas de DESs y se recogen en la parte superior de la disolucion.
De esta manera se separa el DESs del analito para asi poder introducirlo en el

cromatografo.

5.2 DESs como solventes en microextraccion en gota suspendida (SDME)

Las técnicas basadas en SDME son muy efectivas para el pretratamiento de muestras
acuosas. La principal ventaja de SDME radica en la miniaturizacién del proceso de
extraccibn empleando una cantidad de solvente inmiscible con la fase acuosa de
menos de 20 pL. Por lo tanto, las técnicas SDME son rentables y representan menos
dafo para el medio ambiente, suscribiéndose a los principios de la quimica analitica
verde (Delove Tegladza, et al., 2020).

En los dltimos afios, SDME ha ganado una popularidad significativa en la quimica
analitica debido a sus notables ventajas como la simplicidad, la extraccion rapida, los
volumenes minimos de disolvente y de muestra, y la facilidad de integracién con
diversas técnicas analiticas como la espectroscopia, cromatografia y espectrometria
de masas (Kumar Kailasa, et al., 2021). Ademas de bajo coste, bajo impacto
medioambiental, la aplicabilidad a diferentes matrices debido a que existe variabilidad

en el nimero de disolventes que se pueden emplear. (Farajzadeh, et al., 2014).

Se basa en la distribucién de analitos entre una microgota de un solvente de extraccion
colocado en la punta de una aguja de microjeringa y una muestra liquida que contiene

los analitos. En esta técnica, una gota de un solvente de extraccion inmiscible
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(alrededor de 1-10uL) se suspende de una jeringa en el liquido (microextraccién en
gota suspendida de inmersion directa, DI-SDME) o medio de muestra gaseoso
(microextraccidon en gota suspendida de espacio de cabeza, HS-SDME) (Farajzadeh,
et al., 2014). Después de extraer varias veces, la gota orgénica se retrae a la
microjeringa y se transfiere a un instrumento analitico para la cuantificacion de los

analitos.

Por el contrario, en cuanto a desventajas, se incluyen la variacion del volumen de gota
durante el proceso de extraccion, especialmente cuando estan presentes condiciones
extremas de extraccion (alta velocidad de agitacion, largo tiempo de extraccion y alta
temperatura), lo que afecta a la estabilidad de la gota y la precision analitica. En la
Tabla 5.2 quedan recogidas las principales diferencias que existen entre DI-SDME y
HS-SDME.

Tabla 5.2: Principales diferencias entre las técnicas DI-SDME y HS-SDME (Farajzadeh, et al.,
2014)

DI-SDME HS-SDME

Microdrop esta en contacto directo Microdrop permanece en el vacio sobre la
con la muestra acuosa muestra acuosa

Enriguecimiento de matrices acuosas,

Disolvente miscible con agua :
gaseosas y solidas

Disolventes no polares o muy

X Disolventes polares y no polares
ligeramente polares

Disolventes de extraccion volatil Disolventes de extraccion

Sistema bifasico, menor tiempo de

L Sistema trifasico, mayor tiempo de equilibrio
equilibrio

Desde su desarrollo, SDME se ha combinado con diversas técnicas analiticas,
incluidas la espectroscopia, la cromatografia y la espectrometria de masas para el

analisis de varios analitos de muestras alimentarias, ambientales, vegetales, de
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biofluidos y farmacéuticas. En la figura 5.4 se muestra los diferentes modos de
extraccion en SDME.

Extractant

Extractant drop
Extractant drop Organic
drop solvent~
Sample=- Sample Sample -
Directimmersion Headspace Three-phase
SODME SDME SDME

Figura 5.4 Tipos principales de SDME. (Tang, et al., 2018)

Un solvente ideal en SDME debe de tener un alto punto de ebullicién, una baja presion
de vapor y alta viscosidad. Dichas caracteristicas permiten la estabilidad de la gota y
evitan su pérdida, lo cual es muy probable debido a los volumenes tan reducidos
empleados durante el procedimiento. Ademas, para ser éptimo para la extraccion
debe ser capaz de extraer/solubilizar los analitos subejos a estudio y ademas una baja
toxicidad. La mayoria de los solventes organicos comunmente utilizados para HS-
SDME, como tolueno, hexano , decano y alcohol n-octilico, no son ecoldgicos y su
presion de vapor no es tan baja como podria exigirse en esta metodologia, lo cual
conlleva a la pérdida de la microgota por evaporacion durante la extraccion. Sin
embargo, los DESs poseen una serie de propiedades atractivas como solventes que
pueden ser utilizadas en SDME. Actualmente existen pocos estudios que han
empleado DESs en SDME para la extraccion de contaminantes (Qamar Farooq, et al.,
2021).

La mayoria de los DESs sintetizados y reportados en la bibliografia hasta ahora, son
en su mayoria de caracter hidrofilico. Por tanto, su aplicacion para procesos de
separacién en matrices acuosas ha sido limitada, y aunque los DESs como medio de
extraccién pueden ser uno de los candidatos mas apropiados para desarrollar las

técnicas de HS-SDME para el andlisis de compuestos traza volatiles y semivolatiles
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en muestras acuosas, la volatilidad es relativamente baja y la alta viscosidad de la
mayoria de los DESs pueden ser un arma de doble filo cuando se aplican como fase
de extraccion en las técnicas de microextraccion combinadas con sistemas de
cromatografia, especialmente sistemas de cromatografia de gases. Estas
propiedades evitan la evaporacion total de los DESs en el puerto de inyeccion del GC,
lo que provoca la contaminacion del liner y la columna, asi como la inestabilidad en la

tasa de flujo del gas portador y de referencia (Godwin, et al., 2019).

En la Tabla 5.3 quedan recogidos una recopilaciéon de los distintos articulos que
emplean la técnica SDME con DESs como solventes de extraccion y cuyos analitos

son contaminantes agroalimentarios.

En los diferentes articulos descritos en la Tabla 5.3, observamos que el solvente mas
utilizado para la formacién de los DESs en la técnica SDME es el cloruro de colina
como HBA, ya que es mas efectivo para la extraccion de los analitos objetivo de las
muestras. En el articulo elaborado por Mahdi Abolghasemi, et al., 2020 se describe
que la mezcla de solventes ChCl y OX tienen una mayor capacidad para extraer el
analito del espacio libre de matrices acuosas en comparacion con los solventes ChCl-
urea y ChCI-Glicerol. Los analitos que se determinan en este articulo son los
fungicidas triazolicos que pertenecen a los compuestos heterociclicos nitrogenados,
que son de una gran toxicidad, mutagenicidad y carcinogenicidad en bajas
concentraciones. Se utilizan comUunmente para tratar enfermedades fangicas de
cultivos de frutas y hortalizas. Estos fungicidas tienen una gran estabilidad
fotoquimica, ademas de una baja biodegrabilidad que les permite permanecer en el
suelo, lo que provoca que se filtre en las aguas superficiales y se extienda por todo el
ecosistema y se produzca una gran contaminacion ambiental (Wang, et al., 2023). La
técnica mas utilizada en los articulos destacados es la cromatografia de gases-masas.
La cantidad de DESs que mas se ha empleado en los diferentes articulos es entre 0.3
y 0.12 pg/L.
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Tabla 5.3: Aplicaciones de la SDME usando DESs como solventes al analisis de contaminantes en alimentos

Analito Matriz Tratamiento SDME ;rfgl?tlizz Referencia
SDME-HS
. ChCI (HBA) urea  Agitacion (10 min, )
COMEMIETES | ) (HBD) y NaaaaCly  400-1000rpm) AIPHGEOY g | (QRITET e, &
orgéanicos (18) o, ” vis al., 2021)
LcA Agitacion magnética
(Mehravar, et al.,
. ChCI (HBA) y SDME-HS 0,003-
g:ron;r?ir(r:\(ljnsa(nltg)s Agua Acido oxalico Agitacion magnética CG-MS 0,012 2020)
9 (HBD) (15 uL) Agitacion (3 min) ng/L
SDME-HS (Mahdi
Zumosde - chel (HBA) 4- NaCl 10% en el vial _
Pesticidas (7) v clorofenol (HBD) de vidrio CG-FID 0,9 ug/L  Abolghasemi, et
vegetales 2uL ;(l)emipno de extraccion al., 2020)
Canela
Comino
Hinojo SDME-HS i (Triaux, et al.,
Pesticidas (29) Clavo gg4§;é|;r?cﬁ)(HBD) Incubadora 80°C CG-MS 0.2 ug/g 2020)
Tomillo durante 90 min
Y nuez
moscada
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Uno de los articulos con los mejores resultados es el de Mehravar et al (Mehravar, et
al., 2020), ya que tiene un menor valor de LOD, esto es debido a que la eficiencia del
método mejoré debido a diversos factores, entre los que se encuentra una
transferencia de masa a la muestra acuosa y la difusién de analitos al extractante,
esto logré mejorar la eficiencia de extraccion y disminuir el tiempo de extraccion. Otro
factor importante fue la temperatura de la muestra, ya que se obtuvo un mayor
rendimiento de extraccion a 50°C. Si se emplea una temperatura mayor disminuye el
rendimiento debido a que las moléculas de agua compiten con los analitos para la
transferencia de la muestra acuosa y conlleva a una disminucién de la recuperacion
de extraccion. Asimismo, el tubo de extraccion con forma de campana conllevo a una
alta estabilidad de la microgota. El tiempo de extraccion se redujo de manera
considerable. EI método fue simple, con disolventes ecoldgicos y con una disminucion
en el tiempo con respecto a otros métodos empleados anteriormente. En este articulo
se emplearon como DESs ChCI como HBA y Acido oxoalico como HBD ya que se
obtuvo una mayor extraccion del analito. Los analitos a estudiar son contaminantes
organicos llamados hidrocarburos aroméaticos policiclicos que se forman
principalmente durante la combustién incompleta de materia organica como el carbon,
petréleo, gasolina entre otros, que se encuentran presentes en los alimentos por la
contaminacion ambiental, provocando efectos nocivos en los consumidores. Este
contaminante esta regulado actualmente en el marco legislativo sobre los limites
maximos en contaminantes lo establece el Reglamento (UE) 2023/915 de la Comisién
de 25 de abril de 2023 (Consumo, 2023)

Otro de los articulos con resultados positivos en LOD es el de Triaux et al (Triaux, et
al., 2020) Un parametro importante para SDME es una eleccién del disolvente
adecuado. Para ello debe de tener una volatilidad baja al igual que la presién de vapor,
y una viscosidad suficiente. Los DESs tienen cientos de combinaciones y es necesario
encontrar el que se adapte facilmente a las propiedades fisicoquimicas requeridas en
SDME, en términos de tension superficial e hidrofobicidad en el caso de que sea un
proceso de inmersién directa. Por lo que, en este caso, un aumento de la cadena de
carbonos en el HBA y en el HBD aumenta la eficiencia de extraccion. Los resultados
muestran que DESs-HS-SDME es adecuado para la extraccion del analito en
materiales naturales, ya que, al compararla con otras técnicas, tiene numerosas

ventajas entre ellas se distinguen rapidez en la extraccién, ademas es un método con
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bajo costo, ecoldogico y con una gama amplia de compuestos con diferentes
propiedades fisicoquimicas debido a sus amplias fases de absorcion. En este articulo
se han empleado los DESs Na444 como HBA y Dodecanol como HBD ya que han

obtenido resultados positivos en la extraccion.

Los analitos mas estudiados en esta técnica son los contaminantes organicos y los
pesticidas mencionados anteriormente. Ademéas el HS-SDME es mas empleado
debido a que se considera un modo de SDME adecuado para la extraccion de
compuestos de bajo peso molecular polares o no polares, volatiles o semivolatiles y
de matrices de muestras complejas. A demas es técnicamente sencillo, rentable y
respetuoso con el medio ambiente. (Mehravar, et al., 2020). Se ha comprobado que
HS-SDME basado en DESs se utiliza con éxito en distintos articulos ya que se ha
obtenido una eficiencia y sensibilidad de extraccion muy satisfactorias ademas de que

el metodo fue rapido, econdémico,simple y con una consumiciéon quimica ecoldgica.

En el caso de la técnica SDME no se han encontrado el mismo nimero de articulos
de investigacion como en el caso de DLLME, con la aplicacion de los DESs como
disolventes. Esto es debido a que es una técnica que carece de volatilidad, ademas
de tener una falta de estabilidad en la gota y una limitacion del &rea superficial y de el
volumen de la gota de extraccion (Havlikova, et al., 2018). A pesar de ello, se estan
realizando diversos estudios para mejorar las deficiencias de HS-SDME convencional
y dar un paso efectivo para acercar la técnica a la quimica verde (Mehravar, et al.,
2020).
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6.- CONCLUSIONES

En este Trabajo de Fin de Grado se ha realizado una revisién bibliografica acerca de

los disolventes sostenibles empleados en técnicas de microextraccion para la

extraccion de contaminantes agroalimentarios. De entre dichos contaminantes, los

DESs ganan importancia a ser uno de los disolventes mas recientes y mas amables

dentro de las condiciones GAC establecidas. Las principales conclusiones obtenidas

son las siguientes:

Se ha demostrado que los analitos mas estudiados como contaminantes en
alimentos son los pesticidas. Asimismo, la técnica de microextraccion mas
relevante para la extraccion de los analitos es DLLME ya que se han obtenido
resultados positivos en distintos analitos. Esta técnica se ha empleado en una
gama amplia de muestras y con diversos DESs por lo que es una técnica que
cumple los requisitos de la GAC.

En el caso de la técnica de microextraccion de SDME no se han encontrado un
gran numero de articulos. Esto se debe a que, debido a sus propiedades
fisicoquimicas, no es una terea sencilla encontrar un DESs que pueda quedar
suspendido como gota a la vez que sus propiedades extractivas destacan con
respecto a otro tipo de disolventes ya descritos en la literatura. Sin embargo,
los articulos mencionados anteriormente, han demostrado unos resultados

positivos en relacién con otras técnicas.

Los DESs mas destacados son el acido dicloroacético como HBA vy el acido
decanoico como HBD debido a que son los que mayores resultados se obtienen
en el proceso de extraccion. Los DESs son una gran alternativa para una
qguimica verde debido a que tienen una baja toxicidad y baja volatilidad, con una
alta actividad y un bajo costo econémico. Cumple los requisitos de la GAC y se

obtienen resultados muy prometedores.
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