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1. Resumen

El uso de la radiacion ultrasénica en las nuevas tecnologias, abre un amplio
espectro en disciplinas tales como la sonoquimica, la sintesis de nuevos materiales o en la
extraccion de compuestos organicos. Este trabajo fin de grado (TFG) versa sobre el uso de
la técnica de ultrasonidos para la extraccion de productos naturales.

Inicialmente nuestro objetivo es optimizar la técnica de extraccion de distintas matrices de
naturaleza orgéanica asistida por ultrasonidos. Se han estudiado la incidencia en la
extraccion de variables; tales como la potencia, tiempo o el volumen de disolvente.

Con el objetivo de estudiar los factores que afectan a la extraccion asistida por
ultrasonidos, elegimos la extraccion de compuestos plastificantes presente en una matriz
polimérica de sintesis como es un film de PVC alimentario de composicion perfectamente
conocida. En el siguiente estudio, abordamos la extraccion de un antiparasitario de amplio
espectro como es la Ivermectina (IVM), presente en una matriz compleja y con
concentracion de analito desconocida, concretamente en los tejidos del coledptero
Throrectes Lusitanicus.

En el primer caso, tras realizar los ensayos llegamos a la conclusion de que la
sonoquimica presenta una efectividad elevada en la extraccion de plastificantes presentes
en matrices poliméricas, con un importante ahorro de tiempo y disolvente.

En el caso de la IVM, comprobamos la influencia de las variables potencia y
tiempo de extraccion.

La técnica de extraccion con ultrasonidos es un proceso mecanico y no quimico, es
por ello que existen diferencias en las condiciones de extraccion dependiendo de la matriz

que se esté tratando.

2. Abstract

Advances in ultrasound (US) radiation techniques are making the technology appear more
useful in disciplines such as sonochemistry, the synthesis of new materials or the extraction
of organic compounds. During this study, we implemented the use of US technique for the

extraction of natural products.



Initially our objective was to optimize the process variables on extraction of bioactive
compounds of different matrices assisted by ultrasound. The optimal extraction conditions
have been studied: ultrasound power, extraction time and solid-liquid ratio.

In order to study the factors that affect ultrasound-assisted extraction, we chose the
extraction of plasticizing compounds present in a synthetic polymer matrix, such as a food-
grade PVC film with a well-known composition. In the following study, we dealt with the
extraction of a broad-spectrum antiparasitic agent such as Ivermectin (IVM), present in a
complex matrix and with an unknown analyte concentration, specifically in the tissues of
the coprophagous beetle Throrectes Lusitanicus.

In the first case, after performing the tests we reached the conclusion that sonochemistry
has a high effectiveness in the extraction of plasticizers present in polymer matrices, with
an important saving of time and solvent.

In the case of IVM, we checked the influence of the variables power and extraction time.
The ultrasound extraction technique is a mechanical and non-chemical process, the final

extraction conditions depending on the matrix being treated.

3. Introduccion

La técnica de extraccion se ha utilizado desde antafio en todas las industrias
(farmacéutica, alimentaria, cosmética,...). Debido al aumento de los costos de energia y el
impulso para reducir las emisiones de gases de efecto invernadero, éstas se enfrentan al
desafio de encontrar nuevas tecnologia para reducir el consumo de energia, para cumplir
con los requisitos legales sobre emisiones, seguridad y control de productos / procesos, y
para la reduccién de costos y aumento de calidad, asi como la funcionalidad. Debido a
estos motivos, ha sido recientemente cuando se han desarrollado tecnologias limpias de
extraccion de gran eficiencia con buen rendimiento y una pureza elevada. La extraccion
asistida por ultrasonidos conlleva tiempos de extraccidon mas cortos, necesitan de menos
solventes organicos y el consumo de energia es mds reducido. Para cumplir con los
requisitos del mercado y de las regulaciones, el sono-extracto debe cumplir unos criterios
de calidad.

En un contexto tan cambiante, hoy en dia debemos incluir el cambio de conciencia de
extraccion de un simple interés en el analisis de datos al interés en modelos y la fuerte

consideracion de los efectos secundarios ambientales de nuestra practica como



consecuencia de la alta demanda de informacion de extraccion. Esta evolucion o
revolucion de la extraccion de productos naturales se resumen en la Figura 1. La extraccion
verde de productos naturales podria ser un nuevo concepto para enfrentar los desafios del

siglo XXI, para proteger tanto al medio ambiente como a los consumidores.

_

Yield of extraction Reduction of solvent used
Type of metabolites Reduction of unit operations
Selectivity Reduction of extraction time

Reduction in energy used

Use of renewsable plant resources

Security and sefety
Environmental impact
Repid return of investment (ROI)

Figura 1: Extraccion asistida por ultrasonido: evolucion o revolucion

Se sabe que el ultrasonido tiene un efecto significativo en la velocidad de varios procesos
dentro de la industria quimica y alimentaria. Usando éste, las extracciones completas se
pueden completar en minutos con alta reproducibilidad, reduciendo el consumo de
solvente, simplificando la manipulacion y el procesamiento, dando una mayor pureza al
producto final, eliminando el tratamiento posterior de las aguas residuales y consumiendo
solo una fraccion de la energia fosil que normalmente se necesita para un método de
extraccion convencional, como la extraccion Soxhlet, la maceracion o la destilacion
Clevenger. Se han extraido varias clases de componentes de alimentos tales como aromas,

pigmentos, antioxidantes y otros compuestos organicos y minerales. [1]

3.1. Fundamento

La técnica de extraccién asistida por ultrasonidos (EAU), también Ilamada
sonoquimica, trata de compresiones y expansiones en forma de onda longitudinal a través
de un medio mecanico a frecuencias entre 20 — 100 kHz produciéndose burbujas, llenas de

vapor o gas debido a la accion del campo ultrasonoro dentro de un liquido y cuyo tiempo



de vida es del orden de un microsegundo. La presion que se transmite es presion efectiva
que es la suma de la presion hidrostética y acustica en un punto determinado y a un tiempo.
A nivel molecular, el fendmeno de la sonoquimica se denomina cavitacién. Las
microburbujas se generan cuando la distancia que separa las moléculas es superior a la de
cohesion. Estas absorben energia de las ondas y crecen isotérmicamente hasta alcanzar un
tamafio critico e implosionan adiabaticamente. Antes de colapsar, a su alrededor generan
puntos calientes (hots pots) con grandes gradientes de presion (1000 — 2000 bares) y
temperatura (4000 — 6000 k) y la formacién de especies muy reactivas tales como los

radicales hidroxilos (-OH), hidroxiperoxilo (-OOH) y el peroxido de hidrogeno (H»0»). [2]

En el sistema que cavita existen tres zonas de actividad:
1. Interior de la burbuja, donde se originan reacciones radicalarias por ruptura
homolitica de los enlaces.
2. Region interfacial con unas temperaturas alrededor de 1000 K.
3. El liquido externo a la microburbuja donde no hay actividad sonoquimica primaria,

pero si se pueden producir reacciones subsiguientes de los intermedios generados.

Primary Sonochemistry: Secondary Sonochemisiry:
Reactions ooour inside Radicals diffuse inte
bubbla producing products. liquid phase and react.

R* + reactanls

l

products

hot spot inside
collapsing bubble

Figura 2: zona de actividad de la microburbuja

El ultrasonidos provoca la ruptura de la pared celular, la reduccion del tamafio de las
particulas y el incremento de la masa que se transfiere a través de las membranas,
también facilita la rehidratacion del tejido y la abertura de los poros por lo que las
sustancias, que se encuentren en células internas o externas del tejido, son extraidas

con mayor rapidez. Al reducir el tamafio de las particulas de la muestra, se incrementa



el area de contacto entre la fase solida y el disolvente, lo que por difusion y procesos

osmoticos, favorece la transferencia de masa de los constituyentes solubles.

3.2. Mecanismos de extraccion inducidos por ultrasonidos

La extraccion asistida por ultrasonidos (EAU) de productos naturales ha sido
ampliamente investigada. Sin embargo, los mecanismos que conducen a la mejora de la
extraccion debido al uso de ultrasonido rara vez se investigan.

Para comprender e ilustrar el efecto del ultrasonido en una matriz vegetal durante los EAU,
examinamos de cerca diferentes estudios y notamos que la extraccion por ultrasonido no
act@ia con un solo mecanismo, sino a través de diferentes mecanismos independientes o
combinados entre la fragmentacion, la erosion, la capilaridad y la detexturacion, y la

sonoporacion.

Todos los estudios se refieren a ultrasonidos de alta potencia correspondientes a

frecuencias de 20 o 25 kHz. [1]

3.2.1. Fragmentacion

En algunos casos, durante la aplicacion de ultrasonido en un medio liquido que

contiene una materia prima, se puede observar una rapida fragmentacion de la materia
prima.

En la (Figura 3) vemos el efecto del ultrasonido sobre hojas de espinaca para la extraccion
de clorofila. Estas sufrieron una rapida fragmentacion durante los primeros minutos de

sonicacion, mientras que con la extraccion convencional, permanecieron intactas.
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Figura 3: Comparacion de la extraccion con ultrasonidos (naranja) y maceracion (negro)

Al comparar la tasa de extraccion de clorofilas entre el proceso de los EAU y el proceso de

maceracion, método convencional, se obtiene un aumento lineal al comienzo de los EAU,
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que corresponde a una solubilizacion directa de las clorofilas. Este efecto es muy
probablemente debido a la reduccion en el tamafio de particula que ocurre durante la
aplicacion de ultrasonido.

La fragmentacion puede deberse a colisiones entre particulas y a las ondas de choque
creadas a partir de burbujas de cavitacion que colapsan en el liquido. Una consecuencia
directa de la reduccion en el tamafio de particula por la accion de ultrasonido es el aumento
del area de superficie del solido que resulta en una mayor transferencia de masa y una

mayor tasa de extraccion y rendimiento. [1]

3.2.2. Erosion

Algunos autores ya han notado la erosion del material vegetal crudo cuando se
tratan con ultrasonido. Por ejemplo, EAU de hojas de boldo ha sido estudiada por Petigny
et al. (2013). Comparando la superficie de la hoja antes y después del tratamiento
observamos que las hojas no estan fragmentadas, pero si vemos un efecto localizado.

Las hojas poseen tricomas en su superficie, lo que parece ser afectado por el

ultrasonido.

(a) ¥ (b)
Figura 4: Hojas de boldo con tricomas y efecto del ultrasonido sobre éstas.

(1-control de la superficie de la hoja, 2-superficie después del proceso convencional, 3-superficie después de
EAU. (a) Perfil de la planta con tricoma en su superficie, (b) generacion de la burbuja de cavitacion, (c)
colapso de la burbuja, (d) abrasién de la superficie, rotura del tricoma y liberacién de material soluble en el
medio circundante)

(d)

Esta estructura ha sido dafada o eliminada después del tratamiento, que no es el caso de las

hojas sometidas a maceracion. El agua se utiliza como disolvente, y gracias a la erosion se
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facilita la accesibilidad de este en la superficie de la hoja, lo que mejora ain mas la
extraccion y la solubilizacion.
La erosion es un efecto conocido del ultrasonido y se utiliza para varios fines, como la

limpieza o para reacciones sonoquimicas. [1]

3.2.3. Efecto sonocapilar

El efecto capilar ultrasonico (UCE) se refiere al aumento de la profundidad y la
velocidad de penetracion del liquido en los canales y poros en algunas condiciones de
sonicacion. Aunque no se comprende completamente, se ha establecido una relacion entre
la cavitacion y la UCE, que también podria ser un mecanismo que explique la extraccion
mejorada realizada bajo ultrasonido.

Para esto, realizamos un experimento adicional midiendo la capacidad de retencion
de agua (WHC) mediante un método descrito por Huang et al., 2016. Este método fue
adaptado a s6lo 10 min para evaluar el efecto de la mezcla solido/liquido.

La capacidad de retencion de agua es aproximadamente un 70% mads alto para el orujo de

manzana con ultrasonido en comparacion con la maceracion.
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Figura 5: Comparacion de la capacidad de retencion de agua del orujo de manzana

Esta observacion podria contribuir a explicar el aumento del rendimiento de
extraccion durante la primera parte del proceso.

El impacto de UCE en la extraccion fue propuesto por Vinatoru (2001), identificd
que el indice de hinchamiento de varias matrices vegetales aumentd de 5 a 10% mediante
el uso de ultrasonido, lo que supone un impacto positivo en los mecanismos basicos de las
extracciones: desorcion y difusion de un soluto a partir de una estructura vegetal.

Otros autores también han investigado la mejora de la matriz WHC aplicada por

ultrasonido durante el curado de la carne. Estos informaron una modificacion de la

12



estructura de la carne, asi como el aumento de la transferencia de sal y humedad mediante

el procesamiento de ultrasonido. [1]

3.2.4. Sonoporacion

El efecto de sonoporacion del ultrasonido se aplica cuando se desea una
permeabilidad de las membranas celulares. Se ha utilizado in vitro para la captacion celular
en moléculas o destruccion celular, para ello se emplean frecuencias elevadas. Sin
embargo, hay estudios que se centran en el uso de baja frecuencia para la permeabilizacion
de la pared celular o la inactividad de bacterias.

En el campo de la extraccidon, la sonoporacion se puede usar para poros de
membrana celular reversibles o irreversibles, lo que daria como resultado la liberacion de
contenido celular en el medio extractivo.

Se ha realizado un trabajo de recuperacion de aceite en la levadura, realizando una

comparacion entre la levadura no tratada y levadura tratada con ultrasonidos.

. b
Figura 6: Levadura sin tratar y levadura tratada

Las levaduras que fueron tratadas muestran una superficie altamente impactada y se
han observado perforaciones de la membrana visible, de las cuales se han obtenido un

mayor rendimiento de extraccion de aceite. [1]

3.2.5. Tension de corte local

Durante la irradiacion de una mezcla solido-liquido por ultrasonido, se generan
algunas fuerzas de corte dentro del liquido y en la proximidad de materiales s6lidos. Las
fuerzas de corte y las turbulencias resultan de la evolucion (oscilacion y colapso) de la
burbuja de cavitacion dentro del fluido. La transmision resultante y los efectos de micro-

transmision acustica son de interés en aplicaciones como la mezcla o la emulsificacion.

13



Se investigd el enriquecimiento de aceite en aceite esencial de albahaca. Las hojas

de albahaca fueron sometidas a ultrasonido en aceite de oliva. La cinética de extraccion del
eugenol, un terpeno representativo contenido en el aceite esencial de albahaca, se compara
entre los EAU y la maceracion (Figura 7-A).
En la albahaca, los aceites esenciales estan contenidos en las glandulas que se encuentran
en la superficie de las hojas (Figura 7-C-1). Para las hojas tratadas por maceracion en aceite
de oliva, la envoltura externa de la glandula de aceite ain esta intacta (Figura 7-C-2). En el
caso de las hojas observadas después de una irradiacion con ultrasonido, la glandula de
aceite parece haber explotado.

El aumento de la temperatura es mayor con el aceite de oliva que con el eugenol
(Figura 7-B), lo que se debe a una mayor capacidad de calor para el eugenol que para el
aceite vegetal. La cuantificacion de la disipacion de energia es mayor en eugenol que en
aceite de oliva, lo que indicaria que la cavitacion que se produce en el aceite esencial

podria ser mas importante que en el aceite de oliva. [1]
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Figura 7: Efecto del ultrasonido sobre hojas de albahaca. (A- comparacion de la cinética de extraccion de
eugenol en aceite de oliva para EAU (naranja) y para la maceracion (negro), B- disipacién de energia en el
eugenol (naranja) y aceite de oliva (negro), C(1)- glandula de aceite esencial inicial, C(2)- glandula de
aceite esencial despues de la maceracion, C(3)- glandula de aceite esencial después de EAU.

3.2.6. Detexturacion.

Se ha observado que en algunos casos en un estudio previo sobre la extraccion de

aceites esenciales de semillas de alcaravea ha dado lugar a una destruccion de las
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estructuras de la planta. Entre el método convencional y la extraccion asistida por
ultrasonidos no existen diferencias significativas respecto a los rendimientos.
Tras la extraccion convencional y los EAU a baja temperatura permiten identificar

diferentes modificaciones.

Control Conventional
(no treatment) {60 min ; 69°C) UAE (20 to 38°C)

IBpmiBBky FIOET

Figura 8: Efecto del ultrasonido sobre las semillas carvi

La extraccion convencional deja las estructuras celulares intactas pero se vacia debido a la
transferencia del contenido celular en el solvente. Se obtiene una degradacion gradual de

las paredes celulares después del ultrasonido. [1]

3.2.7. Mecanismos combinados

Durante los EAU es muy probable que se produzca una combinacion de efectos, los
cuales podrian se secuenciales durante el proceso de extraccion. Ademads, aunque no se
detalla como un mecanismo, el intenso efecto de mezcla contribuye a la mejora de la
transferencia de masa, mejorando la tasa de transferencia de soluto.

La comprension de los posibles mecanismos también sefiala que la materia prima tiene el
mayor impacto en la extraccion. A parte, el tipo de tratamiento previo aplicado sobre la
materia prima a tratar también contribuird a los rendimientos e extraccion. Por ejemplo, la

molienda, la descamacion, el secado afectaran la accesibilidad de los compuestos a extraer.

(1]

3.3. Parametros de los que depende la cavitacion ultrasénica

e Frecuencia. La produccion de burbujas de cavitacion se complica
conforme aumentamos la frecuencia, de menores (kHz) a mayores
(MHz). La mas empleada oscila entre 20 a 40 kHz.

e Intensidad. La intensidad de sonicacion es proporcional a la amplitud de
vibracion de la fuente de ultrasonido (W/cm®). Al aumentar la intensidad

del sonido aplicado, superan a las fuerzas de cohesion del medio liquido

15



y se crean las microburbujas. Pero tiene limites en el transductor y en la
generacion de burbujas estables que amortiguan el efecto.

e Disolvente. Este afecta de manera que cuanto mayor es su viscosidad y
tension superficial, mayor dificultad habrd para que se produzca la
cavitacion.

e Temperatura. La cavitacion se obtiene mejor a bajas temperaturas ya
que el aumento de temperatura aumenta el nimero de moléculas en
estado vapor que interfiere el proceso.

e Presion externa y burbujas de gas. El aumento de la presion externa
implica un aumento de energia para producir cavitacion, es decir, mayor
energia para romper las fuerzas moleculares. A veces se hace fluir un
gas para mejorar el proceso.

e Tiempo de extraccion. El aumento de la eficiencia de extraccion con el
tiempo de sonicacion, se obtiene hasta que se alcanza un equilibrio,
tiempos mayores al 6ptimo la reducen.

e Volumen y/o tamafio de particula de la muestra. No existe una relacion
analitico/disolvente extractos ideal, por lo que hay que optimizarla.

e Disolvente de extraccion. El mas idoneo es el menos viscoso.

e Volumen del solvente de extraccion. Se debe tener en cuenta que no sea
poco volumen, pues se saturaria y dejaria de extraer compuesto. Una vez
se optimiza, usar el minimo.

e Frecuencia de sonicado. Parametro que también se debe optimizar, sin
olvidar que a mayor frecuencia la formacion de microburbujas es mas
dificil.

En cualquier caso, cada extraccion requiere unas condiciones distintas. [3] En el presente
estudio de las caracteristicas del equipo utilizado, determinan que la influencia de factores

tales como la temperatura y la frecuencia no se han podido estudiar.

3.4. Instrumentacion

En la técnica de extraccion asistida por ultrasonidos los reactores mas utilizados son
los reactores sonoquimicos tipo Horn y los bafios ultrasonicos. En muchas ocasiones es
necesario emplear agitacion mecanica y criostatos para mantener constante la temperatura

que se incrementa por la accion del ultrasonido.
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3.4.1. Baiios ultrasonicos

Los bafios ultrasonicos consisten en un tanque de acero inoxidable con uno o mas
transductores ultrasénicos. Operan con una amplitud que varia de 1 a 5 W/em® y una
frecuencia de 40 kHz, mejorandose la cavitacion por la adicion de un tensoactivo (2%).

Tienen la funcidon principal de limpieza, aunque también se usan en algunas
investigaciones sonoquimicas por su bajo costo, pero tienen el inconveniente de que la

reproducibilidad de los resultados es baja.

Figura 9: reactor tipo bafio ultrasénico

3.4.2. Tipo Horn

Los rectores tipo Horn utilizan transductores tipo sonda, las cuales liberan una gran
cantidad de energia directa a la mezcla reaccionante, y trabajan a 20 kHz y mayor rango de
frecuencias. La sonicacion es directa y los resultados que se obtienen son mas favorables
que los obtenidos con los bafos ultrasonicos, los cuales son preferidos para aplicaciones de
extraccion.

Existen varios disefios de sondas con diferentes longitudes, didmetros y geometrias
de punta. La seleccion de ésta se realiza de acuerdo con la aplicacion y el volumen de la

muestra que se vaya a sonicar. [2] [1]

Figura 10: reactor ultrasonico tipo sonda
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4. Objetivo del proyecto

Estudio de la viabilidad de extraccion asistida por ultrasonidos de compuestos

organicos en distintas matrices.

4.1. Objetivos particulares

e Puesta a punto del ultrasonido para el méximo rendimiento con film de PVC.

e Extraccion de compuestos naturales (ivermectina) del cuerpo graso y tubo digestivo

del Throrectes Lusitanicus.

e Cuantificacion de ivermectina mediante LC/ESI-MS/MS.

5. Materiales y métodos

5.1. Materiales y reactivos

Film de PVC. Film de 7um proporcionado por Flexia Film.

Cuerpo graso Throrectes Lusitanicus

Filtro PTFE 45um
Reactivos:

0]
0]
0 Jeringa
0]
(0]

Acetonitrilo
For HPLC
Merk
n-Hexano
for HPLC (>97,0%)
Honeyuell I Riedel-de Haén
Methanol
for UHPLC Suprtgradiet
PanReac
Ivermectina y Abamectina
HPLC (98,9%)
Fluka
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5.2. Métodos
5.2.1. Preparacion de matriz sintética (PVC)

Se ha desarrollado el procedimiento experimental segin la normativa UNE-EN
1186-2 (ANEXO 1) [4].

Se coge una muestra de film a ensayar, concretamente 500mg, y se introduce en un
soxhlet el cual esta conectado a un circuito de refrigeracion. En la apertura inferior de éste,
ponemos un matraz de fondo redondo con 200ml de hexano, estard sobre una manta
calefactora imantada para realizar la extraccion durante 4h.

Una vez transcurrido el tiempo necesario se echa todo el disolvente en el matraz,
previamente tarado, y se lleva al rotavapor para que el disolvente se evapore y quede
unicamente los plastificantes, por ultimo se pesara la cantidad de plastificantes que se ha

extraido.

Figura 11: Extraccion Shoxlet junto con la muestra de film

5.2.2. Puesta a punto ultrasonidos
5.2.2.1. Ultrasonidos.

Para la extraccion de compuestos se ha empleado un equipo SONOPLUS
Ultrasonic Homogenizers HD 3200 cuya potencia maxima de trabajo es de 200 W y

una frecuencia constante de 20 kHz.
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Figura 12: Equipo de ultrasonidos

5.2.2.2. Rotavapor

Meétodo para la evaporacion de disolventes en el que trabajamos en unas
condiciones de presion de vacio, a una temperatura de 53°C y una velocidad de

rotacion baja.

Tustracién 13: Equipo rota vapor utilizado en la eliminacion de disolventes

5.2.3. Tratamiento matriz natural (cuerpo graso Throrectes Lusitanicus)

5.2.3.1. Centrifugacion y filtrado de la fase liquida

Una vez habiendo sido sonicada la muestra y pasada por el vortex para una

mejor homogenizacion, se centrifuga.
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La centrifugacion se utiliza para la separacion de solidos y liquidos. Quedando
la fase liquida arriba, de manera que podemos extraerla facilmente para su posterior
tratamiento pues es de nuestro interés. Se centrifuga durante Smin a 5000
revoluciones. Los tubos se deben colocar encontrados y de igual peso, para que no
haya descompensacion y pueda haber accidentes.

La fase liquida debe ser filtrada, para ello con una jeringa la pasamos por el
filtro PTFE 45um, asi se eliminan pequefas particulas que puedan, interferir en los

siguientes pasos.

Figura 14: Centrifuga

Figura 15: Filtracion de la fase liquida
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5.2.3.2. Eliminacion de disolventes mediante corriente de nitréogeno

Las muestras filtradas deben estar exentas de disolvente acetonitrilo, para ello
las introducimos en bafios termostaticas a una temperatura no mayor de 60°C para
que la ivermectina no se vea afectada. Para favorecer la evaporacion mediante
burbujeo, le introducimos una corriente de nitrégeno (N,).

Por tltimo resuspendemos en 5ml de agua.

Figura 16: Eliminacion de disolventes en
bafio termostatico con aportacién de nitrégeno

5.2.3.3. Sistema de extraccion en continuo

Este método es utilizado para la limpieza de las muestras y posterior
concentracion. El colector de extraccion en fase sélida continua utilizado se monto
a partir de una bomba peristaltica Gilson Minipuls-3 junto con tubos de cloruro de
polivinilo, dos valvulas de inyeccion y PTFE, y columnas de longitud variable
empaquetadas con material absorbente, El Oasis. La columna trabaja a 30 rev./min
y 1 loop de 300.

En primer lugar pasamos 1ml de acetonitrilo y Iml de agua purificada para el
acondicionamiento de las columnas absorbentes.

A continuacion se pasa 4ml/min a través de la columna absorbente, donde la
ivermectina quedara absorbida y la matriz se eliminara.

Finalmente se rellena el bucle con acetonitrilo para recuperar la muestra que ha
quedado en la columna. En un vial tendremos 400ul de muestra la cual se

conservara a -20°C para su posterior analisis. [5]
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Figura 17: Bomba peristatica

5.2.3.4. Cromatdgrafo de liquidos

El analisis LC / ESI — MS / MS consisti6 en un sistema de HPLC Agilent Tipo
1100 conectado a un analizador de Ion Trap MS (Esquire 6000 de Bruker
Daltonics) equipado con una fuente de iones de electrospray (ESI). El sistema se
controld con los paquetes de software Agilent ChemStation (version A.06.01,
Agilent Technologies) y Bruker Daltonics esquire control (version 6.08, Bruker
Daltonics, Bremen, Alemania). Los datos se procesaron con el software Data
Analysis (version 3.2, Bruker Daltonics).

La cromatografia se realiz6 en una columna C ;3 Kinetex (75 mm x 3,0 mm, 3,0
um, Phenomenex, EE. UU.) Que se realiz6 a 40 ° C. El disolvente A de fase movil
era una solucion de acido foérmico al 0,1% (v / v) en agua y el disolvente B era
acido formico al 0,1% (v / v) en acetonitrilo. El caudal de la columna fue de 0.25
ml min ', el volumen de inyecciéon fue de 1 pl y el gradiente de elucion del
gradiente fue el siguiente: 0—10 min 50% A-50% B; 10-15 minutos, 100% B; 15-20
min 50% A-50% B.

Un tercio del eluyente de la columna se envi6 a través de ESI al detector lon
Trap. Para la deteccion de MS / MS, la electropulverizacion se hizo funcionar en el
modo de i6n positivo, y los parametros de la fuente de ionizacion fueron los
siguientes: voltaje capilar, 4.0 kV; Octopole RF amplitude, 144.3 Vpp; tension de
cono 40 V; Presion de gas nebulizante, 40 psi; caudal de gas de secado, 9 1 min ~
! ; Voltaje de salida capilar, 300 V;y temperatura de desolvatacion, 350 ° C. La
afinacion del instrumento se realizd para ivermectina y abamectina mediante
infusién directa de una solucién de 1 pg ml™' . La energia de colision 6ptima en el
modo MS / MS para los aductos de sodio protonados del ion molecular para la

ivermectina ( m / z).897.4) y la abamectina ( m / z.895.4) fue de 40 eV. Para fines
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cuantitativos, el instrumento oper6 en el modo de monitoreo de reaccion multiple

(MRM), escaneando de 50 a 2000 m / z. [6]

6. Procedimientos

Para la realizacion de este trabajo que trata de la utilizacion de la técnica de
ultrasonidos para la extraccion de compuestos organicos. En primer lugar tuvimos que
poner a punto el equipo pues no sabiamos qué condiciones eran las Optimas, ya que son
varios los parametros que se pueden variar en esta técnica, los cuales son: el tiempo de
extraccion, la potencia de trabajo y la cantidad de disolvente en el que se encuentra la
muestra.

Para ello utilizamos film de PVC destinado a la industria alimentaria, ya que de esta
matriz tenemos datos obtenidos con el método oficial y nos sirven de apoyo para los que
nosotros obtenemos con la sonda de ultrasonidos.

Comenzamos reproduciendo en método oficial (Soxhlet) con una cantidad de 500mg de
film para saber el porcentaje maximo de plastificante capaz de extraer.

Ya conocido el tanto por ciento, trabajamos con el ultrasonidos y decidimos empezar
fijando la cantidad de disolvente (30ml) y la potencia del 30%, siendo el tiempo el
parametro que varia, dos minutos y medio, cinco minutos y siete minutos y medio.
Manteniendo la potencia en 30% fijamos el tiempo de 5 minutos y variamos la cantidad de
disolvente, 30, 50 y 70ml. A continuacién decidimos seguir manteniendo la potencia en
30% y aumentar el tiempo hasta 20 minutos variando el disolvente, 30, 70, 90 y 140ml. Por
ultimo, fijamos el tiempo en 20 minutos y 70ml de disolvente y variamos la potencia, 20,
40y 50%.

Observamos que tanto el exceso de disolvente, como el tiempo de extraccion y la potencia
a la que trabaja el equipo, puede afectarnos de manera negativa en el ensayo, pues
consideramos como condiciones Optimas: 30% de potencia de trabajo, durante 20 minutos
en 70ml de disolvente.

Partimos sabiendo que la cantidad de plastificante que contiene el film es de 25.2%. El
porcentaje de plastificante que nosotros somos capaces de extraer lo determinamos con la
siguiente formula:

prese de plastificantes

- 100
masa de muestra - percentaje total de plastificantes
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donde, el peso de plastificantes es la cantidad que pesamos después del rota vapor, la masa
de muestra es la cantidad de film con la que trabajamos, en nuestro caso 500mg, y el
porcentaje total de plastificantes es el 25,5% que nos indica la empresa que contiene el
film.

Por ultimo, cuando observamos las condiciones mas Optimas y consideramos el
ultrasonidos ya puesto a punto, optimizamos el equipo para tratar otra matriz diferente, el
cuerpo graso y tubo digestivo del Thorectes Lusitanicus.

Se realiza de la siguiente manera:

1. Preparamos las muestras en tubos de ensayo para su posterior tratamiento con la
siguiente composicion: 100mg de cuerpo graso, 200pl de abamectina (patron
interno necesario para la cuantificacion de ivermectina, pues ambas estructuras son
muy similares), 400ul de agua pura, 600ul de acetonitrilo y el metanol que

contiene el eppendorf donde se conserva el cuerpo graso.

Figura 18: Muestras de cuerpo graso y compuestos

2. Sonicamos en las condiciones de 40% de potencia y variando el tiempo, 5, 10y 15

minutos.

Figura 19: Sonicacion de la muestra
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Homogenizacion de la muestra en el vortex.

Centrifugacion durante Smin y 5000 revol./min.

Evaporacion del disolvente acetonitrilo en el bafio aportando nitrégeno.
Resuspension en SmL de agua pura.

Filtracion en la bomba peristatica.

® 2N kW

Cromatodgrafo de liquido donde podremos cuantificar la cantidad de ivermectina.

7. Resultados y discusion

7.1. Método oficial. Shoxlet

La realizacion de extraccion de plastificantes del film con el shoxlet se llevo a cabo
durante 4h recirculando continuamente 200mL de metanol, obteniendo un porcentaje

maximo de plastificantes de 81,75%.

7.2. Puesta a punto de la técnica de ultrasonidos

Como anteriormente se ha descrito, en primer lugar realizamos la extraccién con
ultrasonido en un volumen constante de 30 ml de hexano y potencia del 30%, variando el

tiempo, obteniendo los siguientes resultados.
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Peso muestra (g) Potencia (%) Tiempo (min) % plastificante media % Desv. Media
59,29
2,3 59,44 54,76 7,97
45,56
79,92
0,5 30% 5 77,06 78,33 1,45
78,02
81,35
7,3 69,68 77,25 6,56
80,71
Tabla 1: Resultados de la extraccion en 30ml de hexano con el 30% de potencia variando los tiempos
porcentaje de plastificante vs tiempo
_ extraccion
£
e 100
& 80 : T
£ 60 + {8,31 t7,2il
t_nu. 40 4.7
(]
‘w 20
=
a 0
g_ 2,3 5 7,3
tiempo (min)

Gréfica 1: Potencia al 30% en 30 ml de disolvente variando el tiempo de extraccion

Cuando se realiza el ensayo con una potencia del 30% y en un volumen de 30ml, se
observa que la mejor extraccidon se consigue en un tiempo de extraccion de 5 minutos, por
lo que para el siguiente ensayo fijamos ese tiempo junto con la potencia del 30% y

variamos la cantidad de disolvente.

Peso muestra (g) Tiempo / Potencia Disolvente (ml) % plastificante media % Desv. Media
57,70
48,81
30 57,30 54,60 10,12
75,48
66,19
72,38
0,5 30% / 5min 50 67,22 70,16 2,65
70,87
91,35
80,64
70 84,21 80,62 7,64
74,68
72,22
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Tabla 2: Resultados de la extraccion al 30% de potencia durante 5 minutos variando la cantidad de

disolvente
porcentaje de plastificante vs cantidad de

disolvente

__100

kS

E 60 —T 70, : T

B 40 &

=

2 20

8

§ 0

E_ 30 50 70
cantidad disolvente (mL)

Gréfica 2: Potencia al 30% durante 5min variando la cantidad de disolvente

Vemos que la cantidad extraida durante 5 minutos en 30ml de disolvente ha pasado de un
78,33%, un valor cercano al obtenido con el shoxlet (81,75%), a un 54,60%, por lo que
decidimos aumentar el tiempo de extraccion a 20min manteniendo fija la potencia de 30%

y variando la cantidad de disolvente.

Peso muestra

(g)

Tiempo / Potencia Disolvente (ml) % plastificante media% Desv. Media

76,67
71,98

1 2,2
30 72.62 74,19 ,25
75,48
78,41
84,05

7 1 4,4
0 8127 83,13 ,43
0,5 30% / 20min 88,81
43,81
140 27,22 30,82 11,62
21,43
87,14
79,68
76,77 1

90 7127 6, 8,3
68,97
Tabla 3: Resultados de la extraccion al 30% de potencia durante 20 minutos variando la cantidad de

disolvente

28



porcentaje de plastificante vs cantidad de

cantidad disolvente (mL)

disolvente
S
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£ o 88,18 7_,717
"
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= 40 T
@
g i i
=
S o
g 30 70 140 20

Grafica 3: Potencia al 30% durante 20min variando la cantidad de disolvente

Comparando los resultados nos damos cuenta de que superamos los valores anteriores

obtenidos e incluso lo valores que se obtienen con el método oficial (81,75%),

consiguiendo extraer el 83,13% de plastificantes. Pero aun nos queda un ultimo parametro

para poder poner a punto este método. Manteniendo fijo el tiempo y cantidad de disolvente

variamos la potencia a la que trabaja el ultrasonidos.

Peso muestra (g) Tiempo / Disolvente (mL)

Potencia

% plastificante

media %

Desv. Media

0,5 - compacto

20min / 70mL

20%

77,06
73,97
80,16

77,06

3,09

40%

89,68
79,84
77,86

82,46

6,33

50%

61,59
80,87
66,43

73,65

10,03

Tabla 4: Resultados de la extraccion durante 20min en 70mL variando la potencia de trabajo
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porcentaje de plastificante vs cantidad de

potencia (%)

_ disolvente
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o
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Gréfica 4: Tiempo de extraccion 20min en 70ml de disolvente variando la potencia

Finalmente seleccionamos como condiciones Optimas de trabajo del equipo de

ultrasonidos una potencia del 30%, en 70 mililitros de disolvente durante 20 minutos.

7.3.

Sonicacion de las muestras de cuerpo graso

Tras realizar el procedimiento como anteriormente se ha indicado, obtenemos los

siguientes resultados.

CUERPO GRASO
Muestra (mg) S;:::;enti;%ss [ ] obtenida Media | Desv. Est. Media
Tiempo Potencia
1(95) 1,23
2 (90) 3,83
3(100) 15min 40% 1,63 3,93 3,289
4 (99) 9,45
5(98) 3,49
6 (100) 2,53
7 (100) 2,94
8 (96) 10min 40% 3,52 2,68 0,90
9 (100) 1,22
10 (97) 3,21
11 (95) 1
12 (101) 5min 40% 1,55 1,52 0,69
13 (100) 2,49 ’ ’
14 (57) 1,04

Tabla 5: Resultados de la extraccion de la lvermectina contenida en el cuerpo graso manteniendo la potencia

de trabajo al 40% y variando el tiempo
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concentracion de lvermectina en cuerpo graso
vs tiempo de extraccion
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Grafica 5: Concentracion en ppb de Ivermectina en el cuerpo graso frente al tiempo de extraccion

TUBO DIGESTIVO

Muestra (mg) Parametros Ultrasonidos [ ] obtenida Media Desv. Est. Media
Tiempo Potencia
14 (102) 1,95
2 (99) 1,4
3(96) 5 min 40% 2,02 1,73 0,32
4(98) 1,37
1(101) 1,9
6 (99) 0
7 (100) 1,38
8 (103) 5 min 30% 1,11 0,89 0,53
9(101) 1,12
10(97) 0,83
11 (100) 0,98
13 (101) 5 min 30% 0,71 0,87 0,14
5 (104) 0,91
12 (102) 0,48
15 (98) 5min 20% 1,39 0,74 0,56
16 (97) 0,36

Tabla 6: Resultados de la extraccion de la lvermectina contenida en el tuvo digestivo manteniendo el tiempo
de trabajo en 5 minutos y variando la potencia
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concentracion de lvermectina en tubo digestivo
vs potencia de trabajo
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Grafica 6: Concentracion en ppb de Ivermectina en el cuerpo graso frente a la potencia de trabajo

Tras realizar la extraccion y cuantificacion de Ivermectina observamos como el tiempo y la

potencia son parametros determinantes en la sonicacion.

8. Conclusiones

La realizacion de este trabajo nos ha llevado a las siguientes conclusiones:

Las condiciones Optimas del ultrasonidos para la maxima extraccion de
plastificantes en el film de PVC son; la potencia al 30% durante 20 minutos y la muestra
que se encuentre en 70ml de disolvente.

La metodologia propuesta implica la reduccion de un 28% en el volumen de
disolvente extractor y del 8°3%.

Cuando trabajamos con el cuerpo graso de Thorectes Lusitanicus, la maxima
extraccion de Ivermectina se realiza en unas condiciones del 40% de potencia durante 15
minutos.

Mientras que para la extraccion de ivermectina en el tubo digestivo las condiciones
varian respecto al cuerpo graso, siendo el 40% de potencia durante 5 minutos.

Como conclusion final, consideramos que el método de extraccion asistida con
ultrasonidos proporciona resultados favorables, si bien las condiciones Optimas hay que

ponerlas a punto segun la naturaleza de cada matriz y del compuesto objetivo a extraer.
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