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Nomenclatura

SUPRA: Disolvente supramolecular

Tensoactivo: Sustancia que reduce la tensidn superficial
SPE: Extraccion en fase solida

LLE: Extraccidn liquido-liquido

LC: Cromatografia de liquidos

GC: Cromatografia de gases

MS: Espectrometria de masas

HS: Espacio de cabeza del SUPRA

Suspensiodn coloidal: Sistema conformado de dos fases
Anfifilo: Sustancia hidrdfila y lipdfila

Micela: Conglomerado de moléculas que constituye una de las fases de los coloides

Vesicula: Conglomerado de moléculas que constituye una de las fases del coloide que contiene
una membrana de alguna fase dentro de ella

Zwitterion: Compuesto eléctricamente neutro pero con cargas formales positivas y negativas
sobre atomos diferentes

HAP: Hidrocarburos aromaticos policiclicos
CPE: Extraccidén por punto de turbidez
TCF: Coeficiente tedrico de concentracién

SUPRAS-RAM: Disolvente supramolecular de acceso restringido
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1. Resumen

El importante deseo por aplicar Quimica Verde a todos los posibles métodos quimicos de
cuantificacién ha impulsado la sustitucién de disolventes organicos contaminantes por métodos
de extraccidon mas amigables con el ambiente. De este modo, se ha aprovechado la separacion
de fases liquido-liquido como método de extraccién y concentracidon de analitos a través de las
propiedades que pueden variar en los tensoactivos modificando su ambiente fisicoquimico,
como el pH, la temperatura, los electrolitos, etcétera. La fase rica que se presentan en los
tensoactivos siempre va a contener un liquido nanoestructurado, que actualmente fue bautizado
por el nombre de “Disolvente Supramolecular” o “SUPRA”, el cual posee una estructura
ensamblada a partir de anfifilos, generando micelas o vesiculas.

Los disolventes supramoleculares, mejor conocidos como SUPRAS, se han convertido en una
eficaz alternativa a los disolventes organicos previo a su analisis quimico. Las propiedades que
poseen estos disolventes son de gran valor, como la variabilidad en su polaridad, las diferentes
propiedades que pueden poseer y los lugares de interaccién en su estructura. Estas
caracteristicas abren la posibilidad de tratar una amplia gama de muestras que normalmente son
dificiles de determinar utilizando disolventes organicos convencionales.

En esta actualizacion monografica se presentan los principales logros alcanzados en las ultimas
dos décadas combinando los SUPRAS y la cromatografia, asi como un pequefio panorama de los
desafios que se presentan en la actualidad, abordando de manera tedrica y experimental los
conocimientos adquiridos a través de multiples investigaciones. Se presentan a continuacion los
avances mas relevantes en sus diferentes formatos o estrategias que se han seguido para el
analisis de una muestra dependiendo de su naturaleza quimica, y se hace hincapié en la
maximizacién que representa utilizar disolventes supramoleculares en comparacion con los
disolventes organicos en diferentes campos: quimico, biolégico, ambiental o agroalimentario. Los
avances publicados exponen los mecanismos de formacién de SUPRAS y las interacciones que
pueden presentar con diferentes analitos. De igual manera, se presentan las estrategias que se
siguieron para mejorar las extracciones con los SUPRAS utilizando cromatografia de gases y de
liquidos.
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2. Introduccién

Los organismos reguladores y los laboratorios de control de calidad exigen continuamente
métodos mas rapidos, sencillos y baratos para el analisis de los contaminantes traza en muestras
alimenticias, bioldgicas y organicas. La preparacion de las muestras es hoy en dia el cuello de
botella en el analisis de alimentos y es necesario minimizar el nUmero de pasos para reducir tanto
el tiempo como las fuentes de error. Ademas, los métodos deben ser lo suficientemente
sensibles para cubrir los limites legislativos decrecientes para los contaminantes alimentarios,
asi como mas respetuosos con el medio ambiente.

En este sentido, la preparacion de muestras para los analisis por cromatografia se ha vuelto cada
vez mas exigente en muchos ambitos, como en el control de la calidad de los alimentos [1], la
lucha contra el dopaje [2], andlisis medioambientales [3], la evaluacion del riesgo humano de las
mezclas quimicas [4], etcétera. Las razones de estos exigentes requisitos son el elevado niumero
de sustancias quimicas estructuralmente no relacionadas que hay que determinar en una sola
serie cromatografica, los bajos limites de umbral establecidos para muchas sustancias quimicas,
la especificidad requerida para evitar falsos resultados positivos y negativos, y la necesidad de
analizar un elevado nimero de muestras y que los resultados se obtengan en poco tiempo. Los
atributos necesarios para los procedimientos de preparaciéon de muestras que se aplican en estas
areas incluyen la extraccion eficiente y simultdnea de un gran numero de compuestos
estructuralmente no relacionados, proporcionando al mismo tiempo extractos limpios para el
analisis y un alto porcentaje de recuperacion.

La extraccidn con disolventes es la técnica con mas publicaciones en la literatura cientifica
utilizada para la extraccién de contaminantes de alimentos liquidos, a pesar de que a menudo
requiere el uso de grandes voliumenes de disolventes orgdnicos tdxicos y la posterior evaporacién
y limpieza de los extractos. Por otro lado, en lo que respecta a las técnicas de extraccién en fase
sélida, aunque caros y con limitadas aplicaciones en alimentos liquidos, se han convertido en una
buena estrategia para la extraccién, por ejemplo la extraccidn de ocratoxina A en vinos y de
herbicidas de fenilurea en zumos de frutas. Sin embargo, sigue habiendo una gran necesidad de
procedimientos de preparacion de muestras mas generales y valiosos que cumplan los exigentes
limites reglamentarios establecidos.

La evolucidén de las técnicas cromatograficas en las ultimas dos décadas ha sido impresionante
en términos de eficiencia, reduccidon de los tiempos de andlisis y poder de resolucién de los
problemas de deteccion. Hoy en dia, las técnicas LC-MS/MS, GC-MS y algunas otras mas se han
convertido en esenciales para hacer frente a la mayoria de los retos que se plantean de forma
rutinaria a los que se enfrentan los laboratorios que realizan analisis quimicos [5].

No es de extrafiar que la mayoria de los procedimientos de preparacion de muestras
desarrollados actualmente estén destinados a proporcionar extractos adecuados para el analisis
cromatografico-MS. En la actualidad, se siguen principalmente tres estrategias para la
preparacion de la muestra antes de la cromatografia: la extraccién en fase soélida (SPE), la
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extraccion con disolventes (tanto la extraccion liquido-liquido (LLE), como la extraccion sélido-
liquido (SLE)) y la dilucién de la matriz (métodos de diluir e inyectar, D&S), cada una de ellas con
ventajas e inconvenientes [6]. Los métodos D&S permiten una preparacion de la muestra escasa
o nula, un alto rendimiento y un coste reducido. Sin embargo, al diluir la muestra hasta una
limpieza aceptable, la sensibilidad sélo es adecuada para los analitos presentes en las muestras
a altas concentraciones. Otros inconvenientes son los desplazamientos del tiempo de retencién,
gue reducen la capacidad de identificacidn, y los cambios en la forma de los picos [7].

Por lo tanto, el uso de una preparacidon de muestras mas extensa basada en LLE, SLE o SPE es un
enfoque mas fiable para el andlisis cromatografico. La SLE es obligatoria para el tratamiento de
muestras solidas y la LLE se utiliza ampliamente para el procesamiento de liquidos debido a su
simplicidad. Sin embargo, la extraccidn con disolventes organicos convencionales no es adecuada
para la extraccion de una gran variedad de analitos que cubren un amplio rango de polaridad:
usualmente se requiere un gran volumen de disolventes utilizando extracciones repetitivas para
obtener rendimientos aceptables, y su uso plantea problemas medioambientales y de salud.

Por otro lado, la SPE en sus diferentes variantes, capaz de retener analitos con base en diferentes
mecanismos de interaccion, solo es aplicable a muestras liquidas y también implica multiples
pasos (acondicionamiento, carga, lavado, elucién y evaporacién), lo que aumenta tanto el tiempo
como los costes en comparacidon con la extraccién con disolventes [8]. Ademas, los efectos de la
matriz siguen siendo la principal preocupacién en la separacién de sus analitos en técnicas
cromatograficas mas utilizadas en la actualidad (por ejemplo, LC-MS/MS, en particular utilizando
la ionizacion por electrospray, ESI), pues a mayor cantidad de otros componentes diferentes al
analito la respuesta instrumental del analito de interés disminuye, lo que hace que la mayoria de
las veces sea obligatorio utilizar una calibracion adaptada a la matriz o una amplia limpieza de la
muestra para eliminar las interferencias [9].

En este sentido, se ha dedicado mucho tiempo en investigaciones para el desarrollo de diferentes
estrategias que incluyen la miniaturizacién para reducir el consumo de disolventes, por ejemplo:
microextraccion en fase liquida (LPME), microextraccion de gota Unica (SDME), microextraccion
en fase liquida de fibra hueca, (HF-LPME), la mejora de la extracciéon con disolventes, la
extraccion con liquidos presurizados (PLE), la extraccidn asistida por microondas (MAE), etc. [10]
y el uso de disolventes alternativos mas ecolégicos, para mejorar las propiedades de extraccion
(por ejemplo, fluidos supercriticos, liquidos idnicos, disolventes eutécticos profundos, etc.).

El disefio de métodos de extraccidon ecoldgicos y sostenibles es actualmente un tema de
investigacion muy presente, tanto que se han introducido seis principios de extraccidén ecoldgica
para proteger tanto el medioambiente como a los consumidores [11]. En este contexto, los
disolventes supramoleculares se han convertido en una alternativa adecuada a los disolventes
organicos convencionales para el tratamiento de las muestras previo a sus determinaciones
cromatograficas [12]. Este trabajo trata de los logros a través de los afios en la aplicacion de los
SUPRAS a la extraccidon de compuestos organicos antes de su determinacion cromatografica, y



Q Disolventes Supramoleculares
—_—

los principales retos que hay que abordar en este ambito para que las extracciones basadas en
SUPRAS sean competitivas con los métodos rutinarios de laboratorio.

3. Objetivos

e Hacer una actualizacidn bibliografica de los avances en las ultimas dos décadas basadas
en extracciones fisicoquimicas aplicando disolventes supramoleculares.

e Describir qué es un disolvente supramolecular y su mecanismo de formacién.
e Demostrar que los disolventes supramoleculares son una alternativa verde a la extraccion

mediada por disolventes organicos convencionales a través de la recopilacion de los
resultados de investigaciones recientes.

10
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4. Tensoactivos

Los tensoactivos se componen convencionalmente de un grupo de cabeza polar y un grupo de
cola largo e hidrofébico, y pueden clasificarse en cuatro grupos diferentes:

e Tensoactivos anidnicos
e Tensoactivos catidnicos
e Tensoactivos zwitteridnicos
e Tensoactivos no idnicos

Las moléculas de los tensoactivos se adsorben en la interfase: solucién acuosa-aire o solucidn
acuosa-solucion organica, de forma que la parte hidrofilica se dirige siempre hacia la fase acuosa.
Cuando la concentracién aumenta, las moléculas anfifilicas dispersas en un disolvente se
encuentran bajo la influencia de las propiedades anfifilicas de las cadenas hidrofébicas, y se
autoensamblan en grupos de tamafio coloidal. La asociacién se produce tras superar la
concentracion caracteristica para los compuestos tensoactivos, conocida como concentracién
micelar critica (CMC). Los agregados formados por encima de la CMC se denominan micelas [13].

Las micelas son sistemas coloidales, transparentes (el tamafio de los agregados es menor que la
longitud de la luz visible) en los que la fase continua es el agua o el disolvente, y las moléculas de
tensoactivos agregados son la fase dispersa. Debido al tamafio de los agregados, las micelas se
encuentran en una posicién intermedia entre las suspensiones y las soluciones propiamente
dichas, cuyo limite no esta estrictamente definido. Las micelas pueden tener diferentes formas,
desde esféricas hasta elipsoidales, dependiendo del tensoactivo especifico y de las condiciones
de la solucidn. En disolventes polares, las micelas adoptan una forma con cabezas hidrofilicas
fuera de la estructura (Figura 1), de modo que las colas estan protegidas de los efectos adversos
del disolvente. En un disolvente no polar, se forman micelas inversas, en las que las colas
hidrofébicas estan fuera de la estructura [13].

La estabilidad y la estructura de las micelas se consiguen gracias a la presencia de una carga en
la superficie, en la que el agregado es eléctricamente neutro. El nimero de moléculas de
tensoactivo presentes en las micelas se ha denominado grado o niumero de agregacion. El valor
numérico de este pardmetro depende de ciertos factores, como [13]:

e Estructura de los grupos hidrofébicos e hidrofilicos
e Tipo de tensoactivo

e Presenciay concentracién de electrolitos

e Naturaleza del disolvente

e Temperatura

e pHde lasolucidn

11
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Las micelas se encuentran en un equilibrio dindmico con los mondmeros (unidad del tensoactivo
gue cuenta con cabeza y cola, representado en la Figura 1 a), en el que cada mondmero puede
salir de la micela, y puede ser sustituido por otro. El tiempo del mondmero dentro de una micela
depende del tipo y la estructura de la molécula, mientras que el tiempo de salida del mondmero
es del orden de microsegundos, y su retorno depende de la velocidad de difusion. Es importante
sefialar que la forma de las micelas puede alterarse mediante la seleccion adecuada de los
pardmetros de la solucidn, como la temperatura, la concentracidn del tensoactivo y la presencia,
tipo y la concentracion de compuestos adicionales en la solucién.

—— Cabeza Hidrofilica

Centro de la micela

%W—v‘-\’”.?v—> Region externa

Regién empalizada

— Cola Hidrofébica %,WM

Figura 1. a) Componentes de una estructura anfifilica, b) Zonas de solubilizacidon de un analito en
una micela.

4.1 Solubilizacidon micelar

Los compuestos tensoactivos se han utilizado en el proceso de extracciéon debido al aumento
observado en la solubilidad de los compuestos ligeramente solubles en presencia de compuestos
anfifilicos. La capacidad de absorcidon de las particulas de compuestos ligeramente solubles
mediante agregados micelares recibe el nombre de "solubilizacién". Las regiones de las micelas
aumentan el potencial para solubilizar solutos en una amplia variedad de polaridades. En las
soluciones acuosas que contienen micelas, la solubilidad de muchos compuestos hidrofdbicos, o
parcialmente solubles en agua (como los compuestos organicos idnicos y no idnicos) es
considerablemente mayor que en la solucion acuosa pura. Este proceso se produce mediante la
formacion de una microemulsion en soluciones acuosas de tensoactivos (un sistema
macroscopicamente homogéneo que es microscopicamente heterogéneo). Los solutos
hidrofébicos se solubilizan en el ndcleo micelar interior [13].

Asimismo, en las soluciones organicas, la presencia de micelas inversas provoca un aumento de
la solubilidad de las sustancias hidrofilicas, como los aminodcidos o las proteinas. Los

12




Q Disolventes Supramoleculares
—_—

compuestos solubilizados de caracter polar pueden estar localizados en el centro de la micela o
pueden sufrir una absorcidn cerca de los grupos polares del tensoactivo o cerca de las cadenas
hidrofébicas de la micela. Los analitos polares se solubilizan en la region polar a través de
interacciones electrostaticas. Los compuestos polares que se incorporan a la estructura de la
micela se pueden difundir a través de las membranas semipermeables, y las soluciones creadas
de este modo tienen un cardcter isotrépico y son termodinamicamente estables. Los solutos
anfifilicos se incorporan a las micelas mediante interacciones tanto hidrofébicas como polares,
formando agregados mixtos [14].

4.2 Extraccidon con coacervados

La estructura de los agregados micelares les da la capacidad de formar numerosos enlaces con
las sustancias disueltas, por lo que las micelas se caracterizan por sus fuertes propiedades de
solvatacion en relacion con diferentes compuestos. El proceso de extraccion comienza cuando la
solucion de tensoactivo se introduce en la muestra en una cantidad que permite la formacién de
micelas (por encima del valor de la CMC). Tras la solubilizacion de los analitos en agregados
micelares, se observa la creacidn de dos fases isotrdpicas incompatibles e inmiscibles:

e Fase coactiva. Fase rica en tensoactivos con compuestos extraidos

e Fase pobre en tensoactivos. Fase llamada liquido de equilibrio o masa acuosa (una
solucion que esta en equilibrio con la fase coactiva)

La separacion de fases liquido-liquido es inducida por condiciones ambientales, como la
temperatura, el pH y la adicion de un electrolito o un disolvente miscible con el agua, en el que
las macromoléculas se caracterizan por su baja solubilidad. Como resultado, los analitos se aislan
de la matriz de la muestra y se concentran en el pequefo volumen de la fase coactiva, que esta
lista para ser analizada [13].

El proceso de extraccidon a través de la extraccion por punto de turbidez (CPT) consta de tres
pasos:

1. Solubilizacién de analitos para agregados micelares. Compuestos presentes en la matriz
original unidos a las micelas.

2. Enturbiamiento. Se produce un enturbiamiento o turbidez de la solucién que se describe
como punto de turbidez (CP), que resulta de la dispersién de la luz visible que pasa a

través de la solucidn, y es la razdn de la presencia de agregados micelares.

3. Separacion de fases. Tras superar el limite de temperatura, conocido como temperatura
del punto de turbidez (CPT), la solucion se separa en dos fases.
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El CPT es un valor caracteristico de cada tensoactivo. Puede variar desde valores bajos hasta
bastante altos dependiendo del tensoactivo utilizado (para los tensoactivos no idnicos la
temperatura es mas baja y para los tensoactivos zwitteridonicos mas alta). El CPT depende de la
concentracion de la solucién tensioactiva. Sin embargo, la presencia de aditivos como sales,
alcalis, acidos, polimeros, urea y otros tensoactivos, puede modificar los valores de CPT.

5. Disolventes supramoleculares: SUPRAS

Los disolventes supramoleculares (SUPRAS) son liquidos nanoestructurados producidos en
suspensiones coloidales de anfifilos por fendmenos de autoensamblaje y coacervacion.
“SUPRAS” es un término reciente para referirse a los liquidos nanoestructurados generados a
partir de anfifilos mediante un proceso de autoensamblaje secuencial que se produce a dos
escalas: molecular y nano. Este proceso da al principio agregados tridimensionales que se
coacervan, y en una segunda etapa produce liquidos inmiscibles en agua constituidos por
grandes agregados supramoleculares dispersos en una fase continua.

Los disolventes supramoleculares se han utilizado durante muchos afos en los procesos de
extraccion bajo diferentes nombres (por ejemplo, en la técnica del punto de turbidez para
referirse a la temperatura a la que los tensoactivos no idnicos comienzan a sufrir separacion de
fases en soluciones acuosas, convirtiéndose asi en enturbiantes, o coacervados para referirse al
fendmeno por el que separacion de fases liquido-liquido, es decir, la coacervacién). El uso del
término “disolventes supramoleculares” se expone para poner mayor énfasis en su caracter de
disolvente, para diferenciarlos de los disolventes moleculares e iénicos y considerar las
interacciones no covalentes mediante las cuales las moléculas se mantienen unidas en el
disolvente, teniendo en cuenta los procesos de autoensamblaje por los que se forman [15].

El término disolvente supramolecular se introduce por primera vez en 2009 por Rubio et al. para
designar a los liquidos inmiscibles en agua compuestos por conjuntos supramoleculares
dispersos en una fase continua. Los disolventes moleculares a base de anfifilos (ASS) se producen
a partir de soluciones anfifilicas mediante dos procesos de autoensamblaje bien definidos que
ocurren a dos escalas: molecular y nano. En primer lugar, las moléculas anfifilicas forman
espontaneamente agregados tridimensionales por encima de una concentracion critica de
agregacion, principalmente acuosos y micelas invertidas, y vesiculas dependiendo de la
estructura del anfifilo y de las propiedades del disolvente (Figura 2). Posteriormente, las
nanoestructuras generadas se autoensamblan en agregados mas grandes con un de tamafio en
la magnitud nano y microescala por la accién de un estimulo ambiental, por ejemplo
temperatura, electrolito, pH, disolvente, etc., y se separan de la solucién de equilibrio por un
mecanismo que sigue siendo sencillo. El fenédmeno de separacion de fases liquido-liquido, se
produce en muchas soluciones coloidales que contienen proteinas, carbohidratos y polimeros, y
se utiliza ampliamente para microencapsulacion de ingredientes activos en productos
farmacéuticos y alimentos [16].
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Los disolventes supramoleculares son por definicion incompatibles con el disolvente del que
proceden, a pesar de que este disolvente es un componente principal de los ASS y constituye la
fase continua en la que se dispersan los conjuntos supramoleculares. Asimismo, los disolventes
supramoleculares son reversibles: las estructuras ordenadas se ensamblan mediante
interacciones no covalentes y pueden disolverse en respuesta a factores ambientales externos,
por lo que los ASS se comportan como materiales adaptativos.

Micelas acuosas

Micelas inversas

Figura 2. Micrografia de microscopia de luz (campo brillante) de un tipico disolvente supramolecular
basado en anfifilos, e imagen esquematica de los agregados que pueden constituirlo [16].

Las propiedades destacadas de los ASS para los procesos de extraccién se derivan de la estructura
y alta concentracion de los agregados ordenados que los constituyen. Los ensamblajes
supramoleculares tienen regiones de diferente polaridad que proporcionan una variedad de
interacciones para los analitos. El tipo de interaccién puede ajustarse variando el grupo
hidrofébico o el polar del anfifilo y, en teoria, podemos disenar el ASS mds apropiado para una
aplicacion especifica porque los anfifilos estan presentes en toda la naturaleza, asi como su facil
sintesis. Una caracteristica importante de los ASS es la alta concentracion de anfifilos, y por tanto
de sitios de unién, que contienen. Por lo tanto, se pueden conseguir altas eficiencias de
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extraccion utilizando bajos volumenes de ASS, lo que se traduce en altos factores de
concentracion.

El desarrollo de disolventes supramoleculares basados en micelas zwitteridnicas, catiénicas y
anidnicas evitd los problemas de coelucién causados por los tensoactivos no idnicos en LC y
compatibilizaron los ASS con la MS, lo que permitid su aplicacién a la extraccion de
contaminantes de lodos y suelos. Recientemente, los ASS formados por vesiculas y micelas
invertidas de acidos alquilcarboxilicos han marcado un punto de inflexiéon con respecto al tipo de
agregados que los constituyen, la variedad de interacciones que pueden establecer con los
analitos y la alta concentracion de anfifilos que contienen [16].

Los SUPRAS tienen una serie de propiedades fisicoquimicas Unicas que los hacen muy atractivos
para sustituir a los disolventes organicos en las extracciones analiticas. Las principales
propiedades intrinsecas de estos disolventes son:

e Uso de procedimientos sintéticos basados en el autoensamblaje que estan al alcance de
todos.

e Ubicuidad de los anfifilos en la naturaleza y en la quimica sintética, que los hace
facilmente accesibles.

e Posibilidad de variar las propiedades de los disolventes variando el grupo hidréfobo o
polar del anfifilo.

e Presencia de diferentes regiones de polaridad en los agregados supramoleculares que
proporcionan excelentes propiedades de solvatacion para una variedad de compuestos

organicos e inorganicos.

e No volatilidad y no flamabilidad de los agregados supramoleculares que permiten la
implementacién de procesos mas seguros.
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5.1 Procedimiento general para la formacién de SUPRAS

La formacion de SUPRAS a partir de una solucion homogénea que contiene anfifilos se produce
a través de tres procesos secuenciales de autoensamblaje, que ocurren respectivamente a nivel
molecular y nanométrico (Figura 3 y Figura 4) [15]:

1. Autoensamblaje.

Los anfifilos dan lugar a agregados tridimensionales, principalmente micelas
acuosas/inversas o vesiculas, por encima de la concentracion critica de agregacion. Se
prepara una suspension coloidal acuosa u organica del anfifilo por encima de la
concentracion critica de agregacién. Esta suspensidn contiene agregados
supramoleculares, normalmente micelas o vesiculas acuosas o inversas. En este proceso
los componentes aislados se organizan de forma autdonoma y espontdnea en estructuras
ordenadas y/o funcionales. Se produce cuando los componentes interactian entre si
mediante un equilibrio de interacciones atractivas y repulsivas. Estas interacciones son
débiles y no covalentes (interacciones hidrofébicas, y enlaces de hidrégeno), pero los
enlaces covalentes relativamente débiles (enlaces de coordinacién) se reconocen cada
vez mas como apropiados para el autoensamblaje.

2. Autoensamblaje de moléculas anfifilicas.

A continuacién, estas nanoestructuras (micelas o vesiculas) se autoensamblan en
agregados mas grandes que se separan de la solucion coloidal como una nueva fase
liquida (es decir, el disolvente supramolecular) mediante un fenémeno conocido como
coacervacion. La agregacion de moléculas anfifilicas en una variedad de nanoestructuras
es el primer proceso de autoensamblaje en la formacidn de disolventes
supramoleculares. Los anfifilos se asocian espontdaneamente para minimizar las
interacciones solvofdbicas desfavorables. En la cac, se vuelve energéticamente favorable
que los anfifilos interactuen entre si. Asi, las estructuras coloidales autoensambladas
surgen de una delicada interaccidn entre las interacciones soluto-disolvente y soluto-
soluto.

3. Autoensamblaje de agregados anfifilicos a escala nanométrica: separacion de fases
liquido-liquido.
Se modifican las condiciones ambientales de la suspensidn coloidal mediante la accion de
un agente inductor de la coacervacién (por ejemplo, el pH, la temperatura, las sales
inorganicas y orgdnicas o los disolventes pobres para el anfifilo) con el objetivo de
aumentar el tamafio de los agregados supramoleculares. El crecimiento de los agregados
a partir de los agregados anfifilicos de tamafio nanométrico previamente formados es el
tercer proceso de autoensamblaje en la formacion de disolventes supramoleculares. Este
proceso no puede existir sin el anterior. El crecimiento de los agregados en este paso
procederd hasta que se produzca una fase liquida separada y rica en anfifilos. El
fendmeno de separacién de la fase liquida, que suele producirse en las soluciones
coloidales, se denomina coacervacion.
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Los SUPRAS son ricos en anfifilos e inmiscibles con el disolvente del que proceden, a pesar de
gue el disolvente es un componente principal de los SUPRAS y constituye la fase continua en la
gue se dispersan los conjuntos supramoleculares. La solucidon en equilibrio con el SUPRAS
contiene mondmeros de anfifilos a la concentracion critica de agregacion.

Principios de autoensamblaje

El crecimiento de los agregados provoca la formacién espontanea de gotas aceitosas (es decir,
gotas de coacervado) que se asocian en conglomerados de gotas individuales. La densidad de
estos conglomerados es diferente a la de la solucién en la que se formaron, lo que hace que
floculen o se sedimenten como una nueva fase liquida (SUPRAS), en la que las gotas de
coacervado permanecen como entidades individuales. Los SUPRAS, la fase rica en coloides esta
en equilibrio con la solucidon inicial que contiene el anfifilo en la concentracion critica de
agregacion [17].

—— |

Cambio de condiciones
ambientales
(pH, temperatura,
disolventes, sales)

Solucién de
equilibrio

Suspensi6n Agrupacion Separacion

coloidal de anfifilos de micelas de fases

>
~ Coacervacion

Anfifilos disueltos

Figura 3. Esquema de un procedimiento general de produccion de SUPRAS [17].
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Solucién de
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SUPRAS

Figura 4. Proceso de autoensamblaje en la formacién de un SUPRA [15].

En quimica analitica, el uso de fases ricas en coloides en los procesos de extraccidn fue propuesto
por primera vez en 1978 por Watanabe et al. [18] para la extraccion de iones inorgdnicos y se
acufié el término técnica del punto de turbidez (CPT) para referirse a la temperatura a la que los
tensoactivos no idnicos comienzan a sufrir la separacién de fases en soluciones acuosas,
enturbiandose.

La explicacidon habitual ofrecida para el fendmeno de solubilizacién sugiere que los compuestos
solubilizados se incorporan a un entorno hidrocarbonado en el interior de las micelas. Esto lleva
a considerar que estas especies se distribuyen entre una fase micelar y una fase acuosa masiva,
desempeiiando la fase micelar el mismo papel que el disolvente orgdnico en la extraccion liquido-
liguido ordinaria. Por lo tanto, si las dos fases pueden separarse fisicamente, deberia ser posible
concentrar los quelatos metdlicos en un pequefio volumen de la fase micelar de forma similar a
la extraccion liquido-liquido.

Una solucién micelar de un tensoactivo no iénico se separa en dos fases cuando se calienta por

encima de una determinada temperatura, y se vuelve repentinamente turbia a una temperatura
denominada punto de turbidez (CP). A una temperatura algo superior al punto de turbidez, y tras
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un tiempo de equilibrio adecuado, la solucién micelar se separa en dos fases distintas. La
concentracion del tensoactivo es mayor en una de estas fases que en la otra.

Watanabe et al. desarrollaron un método de extraccion de zinc con 1-(2-piridilazo)-2-naftol
(PAN), basado en el hecho de que una solucion micelar de un tensoactivo no iénico se separa en
dos fases a partir de una determinada temperatura: punto de turbidez. Utilizaron como
tensoactivo el polioxietileno nonil fenil éter, (PONPE-7.5; nimero medio de unidades de 6xido
de etileno 7.5). El punto de turbidez de una solucién de PONPE-7.5 al 0.40 % es a 1 °C. y por
tanto, la solucidn es turbia a temperatura ambiente. El quelato de zinc de PAN se extrajo con
éxito de manera cuantitativa, de 50 g de la solucion en un pequefio volumen (aproximadamente
1 mL) de la fase inferior (rica en tensoactivos) en el intervalo de pH = 8-11.5, midiendo la
absorbancia a 535 nm [18] (Figura 5).
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Figura 5. Influencia del pH en la absorbancia del quelato de zinc (1) y el blanco (1) a 535 nm [18].

Las fases ricas en coloides producidas mediante la coacervacidon han atraido durante mucho
tiempo el interés de los cientificos en diferentes areas (por ejemplo en coloides, fisicoquimica,
polimeros, etc.), pero su nanoestructura interna sigue siendo bastante dificil de determinar
debido a la destruccion de los agregados cuando se someten a las condiciones experimentales
necesarias para la determinaciéon de la estructura (por ejemplo, mediante microscopia
electroénica) [19].

La palabra “coacervado” proviene del latin coacervare que significa “ensamblarse juntos”. El
término implica que una solucién coloidal se separa en dos fases acuosas inmiscibles: una capa
de coacervado rica en material coloidal, y el llamado liquido de equilibrio, que suele ser pobre
en material coloidal. Por lo tanto, nos encontramos con una situacién extraordinaria en la que
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dos capas acuosas, una con hasta un 95 % de agua y la otra con un 99-100 % de agua, no se
mezclan libremente.

En el afio 2000, Menger et al. realizaron pruebas de disolucién de gemini en agua (Figura 6).,
obteniendo como resultado que se separa rapidamente en forma de gotas aceitosas que a pesar
del alto contenido de agua (83 % m/V), son inmiscibles con el agua. El examen por microscopia
electrénica de barrido de alta resolucion a temperatura criogénica de las gotitas mostré una
estructura de "esponja" (Figura 7). Aunque ya se habia propuesto para las fases de coacervados,
nunca antes se habia representado claramente una morfologia de esponja. La ausencia de
imagenes de coacervados por microscopia electrénica se atribuyd a los artefactos asociados a
los métodos de microscopia electrdnica de transmisién, a la fragilidad del coacervado frente a
las perturbaciones fisicas y a los posibles cambios de composicién con mezclas complejas
durante la preparacion de la muestra. Al exponer el coacervado geminiano a un cizallamiento
leve, la estructura de panal desaparecié y fue sustituida por una fase laminar [19]

O - Germini
Y

-
segundos minutos/horas
v —) —) | Solucién de
o Q o .pe .
o 2209900 Jo equilibrio
0.0 00 o o
006059 o 0°
0 0% 000,000°
00 0000, 000
w Coacervado
[*]
Gemini disuelto en Micelas Solucién de
H20 equilibrio

Figura 6. Representacion esquematica de coacervacién en un tensoactivo a base de gemini [19].
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Figura 7. Micelas vistas a través de microscopia optica [19].

La desagregacidon o reversibilidad de los anfifilos surge del caracter no covalente de las
interacciones que componen los agregados supramoleculares. Los diferentes nombres acufiados
para las fases ricas en coloides en la literatura cientifica (coacervado, fase L3, fase anémala, fase
esponja, fase Azul I, etc.) no han ayudado a la sistematizaciéon de los conocimientos en este
ambito.

Fue entonces cuando en 2009, Rubio et al. denominé a las fases ricas en coloides como
disolventes supramoleculares con el objetivo de poner mayor énfasis en su caracter de
disolvente, diferenciandolos de los disolventes moleculares y idnicos, y teniendo en cuenta los
procesos de autoensamblaje mediante los que se forman.

Rubio et al. evaluaron los disolventes supramoleculares basados en anfifilos (ASS). EI ASS
seleccionado estaba formado por micelas invertidas de acido decanoico dispersas en THF-aguay
los contaminantes utilizados como modelo fueron el bisfenol A (BPA), la ocratoxina A (OTA) y el
benzo(a)pireno (BaPy). Se investigd la influencia de los componentes de la matriz en la
produccién de disolventes extractores, las recuperaciones de la extraccidon y los factores de
concentracion reales utilizando alimentos comerciales como el vino y los productos a base de
vino, la cerveza, los refrescos y las infusiones de té y café, y/o soluciones sintéticas acuosas que
contenian componentes especificos de la matriz alimentaria. Los métodos desarrollados se
aplicaron a la determinacion de una variedad de alimentos comerciales (muestras de vinagre,
mosto y cerveza) y exitosamente determinaron concentraciones que oscilaban entre 92 y
177 ng-L%, el BPA se cuantificé en muestras de té y café con concentraciones entre 1.5 y
16.6 ng-L%, en dos refrescos enlatados y se cuantificé en uno de ellos (bebida de té) con un nivel
de2.3glL™
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Los resultados obtenidos en esta investigacion demuestran que los disolventes supramoleculares
son una estrategia prometedora para simplificar el tratamiento de muestras en el analisis de
alimentos liquidos. Los disolventes supramoleculares se producen in situ mediante procesos de
autoensamblaje que estan al alcance de todos. Asimismo, los procedimientos de extraccidn son
sencillos y no requieren equipos especiales de laboratorio. La alta concentracidon de acido
decanoico en la fase extractora (0.6 mg-L™* aproximadamente) y, principalmente la capacidad de
solubilizacién de analitos de las nanoestructuras formadas permite la particidon favorable de
analitos utilizando un volumen bastante bajo de disolvente supramolecular (100-150 uL para
15 mL de muestra en la anterior aplicacién). En consecuencia, los factores de concentracion
reales se encuentran en el intervalo de 65 a 141, y se obtienen facilmente utilizando una
extraccion de un solo paso y sin necesidad de evaporar el disolvente. Una ventaja valiosa de esta
estrategia es que los principales componentes de la matriz en los alimentos liquidos (por
ejemplo, las proteinas) no se disuelven en la fase extractiva: floculan y permanecen como un
precipitado en el fondo del disolvente supramolecular. Asi, los extractos crudos pueden
inyectarse directamente en el sistema cromatografico [16] (Figura 8 y Figura 9).
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Figura 8. Cromatogramas de LC/fluorescencia obtenidos de (A) OTA (20 pg-L?) en metanol y dos
muestras contaminadas: (B) mosto de vino blanco (177 n-gL?) y (C) vinagre (92 n-gL?) [16].
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Figura 9. Cromatograma de iones extraidos LC/MS2 obtenido de (A) BPA (300 pg:-L™) en acetonitrilo y
(B) un refresco de té contaminado con BPA (2.3 pg-L?) [16].
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5.2 Mecanismo de formacion de un SUPRA

El aumento del tamafio de los agregados que componen la suspension coloidal es de suma
importancia para obtener el coacervado. En general, la agregacidn de los anfifilos es un proceso
de agregacion y estabilizaciéon que se produce a través de un equilibrio de interacciones
atractivas y repulsivas entre anfifilo-disolvente y anfifilo-anfifilo. En el caso de los anfifilos tipicos,
la solvofobicidad favorece la agregacion, mientras que las repulsiones entre los grupos en la
cabeza de las estructuras son la causa principal de la estabilizacién. Por lo tanto, para obtener
coacervados, hay que reducir las repulsiones entre los grupos de cabeza y las micelas presentes
en la suspensién coloidal.

Existen dos mecanismos bdasicos para el crecimiento de agregados, dependiendo del caracter
idnico o neutro del grupo de cabeza del anfifilo. En los sistemas idnicos, una forma eficaz de
reducir la repulsidn entre los grupos en la cabeza de la estructura es la neutralizacidon de la carga,
gue puede conseguirse afiadiendo sales inorganicas u orgdnicas o contraiones anfifilicos. En el
caso de los anfifilos ionizables, la cocervacién también puede promoverse en medios acidos, a
concentraciones de acido superiores a las requeridas para su neutralizacién.

En 1999, Casero et al. lograron la separacién de fases liquido-liquido inducida por un acido de los
tensoactivos anidnicos en soluciones acuosas, y estudiaron su aplicabilidad a la a la metodologia
de Extraccion por Punto de Turbidez (CPE). Los diagramas de fase obtenidos ([HCI] vs
[tensioactivo]) consistian en tres regiones: una regién liquida homogénea dos fases isotrépicas
coexistentes y una region sdlida, donde la amplitud de cada regién depende de la estructura del
tensioactivo. También se examind el comportamiento de cada fase en relacion con Ia
temperatura y las sales afadidas. Los tensoactivos anidnicos investigados fueron el
dodecilsulfato de sodio (SDS), acido dodecilbencensulfénico (SDBSA) acido dodecansulfénico
(SDSA) y 4cido dioctilsulfosuccinato de sodio (Aerosol OT). El uso de tensoactivos anidnicos
proporciond eficacias de extraccién muy altas (80-100%) para el pireno en muestras acuosas y
varios Hidrocarburos Aromaticos Policiclicos (HAP) en un material de referencia certificado. El
factor de preconcentracion se encontrd en funcidén de las concentraciones de tensoactivos y de
las concentraciones de acido [17].

En lo que respecta a los anfifilos no idnicos, la forma mas eficaz de promover la coacervacion es
reducir el nUumero de moléculas de disolvente disponibles para la solvatacion de los grupos de
cabeza, lo que puede lograrse aumentando la temperatura [20] o afiadiendo un disolvente pobre
para el agregado coloidal que sea miscible con el disolvente de solvatacion [21]:

1. Aumento de la temperatura: la temperatura a la que se produce la separacion de fases
es una funcion de la concentracion de los tensoactivos. En 1993 Hinze definié un grafico
de temperatura frente a la concentracién de tensoactivos una curva que separa la region
monofasica (L) de la region bifasica (2L). Estas curvas de coexistencia presentan un
minimo, denominado punto critico. La temperatura y la concentracién del tensoactivo a
las que se produce el minimo se denominan temperatura y concentracion criticas.

25



Q Disolventes Supramoleculares
—_—

La Figura 10 muestra un diagrama de fase de solucion de PONPE-7.5, que ha sido uno de
los sistemas micelares de tensoactivos no iénicos mas utilizados en los procedimientos

de CPE [20].
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Figura 10. Variacién de la temperatura en el punto de turbidez de las soluciones del tensoactivo no
ionico PONPE-7.5 en funcidn de la concentracidén de tensoactivo. “L” denota la region de la fase anfifilica
Unica de la solucion y “2L” indica la presencia de dos fases isotrdpicas coexistentes [20].

2. Adicidn de un disolvente pobre: En el 2007, Javier-Ruiz et al. describieron por primera vez
coacervados formados por micelas inversas de acidos alcanoicos (Cs-Ci6) y alquenoicos
(Cis) [21], y se examind su potencial para la extraccion de compuestos organicos previo a
LC. El proceso de coacervacion se produjo en mezclas binarias miscibles de agua y una
variedad de disolventes prdticos y aprdticos, los cuales son la fase del coacervado que
son inmiscibles con la solucién acuosa de equilibrio pobre en coloides de la que se separa.
Se comprobd que el comportamiento de fase de los acidos alquilcarboxilicos era una
funcién tanto del pardmetro de solubilidad de Hildebrand (&), como de la capacidad de
generar interacciones de puente de hidrégeno del disolvente propio. Los mejores
disolventes para las extracciones analiticas fueron los que presentaban los valores 6 mas
bajos. Se investigd el comportamiento de fase de los sistemas ternarios de acido
alquilcarboxilico/agua/THF en funcidon de la concentracion de los componentes, el pH, la
fuerza idnica y la temperatura. La eficacia y el tiempo necesarios para la separacion de
fases dependieron del procedimiento experimental utilizado (es decir, la permanencia, la
centrifugacidn, la agitacién y la sonicacién). La formacidn de micelas inversas de acidos
alquilcarboxilicos en THF se comprobd mediante sondas fluorescentes hidrofilicas y
mediciones de luz dispersa [21].
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Con el aumento de la temperatura o la eliminacion de algunas moléculas de disolvente se
provoca la reduccion del area de contacto por grupo de cabeza y la contraccidn con las micelas
vecinas. En el 2007, Glatter et al. informaron una serie de experimentos sobre la estructura de
sistemas binarios de tensoactivos no idnicos [22]. El andlisis ofrece una imagen clara de la
dependencia de la temperatura de las soluciones acuosas de tensoactivos no idnicos del tipo n-
alquil poliglicol éter al acercarse a la curva del punto de turbidez. Se estudiaron seis tensoactivos
diferentes, cambiando la longitud de la cadena alquilica, asi como el nimero de grupos de 6xido
de etileno. El resultado es que todos los sistemas examinados muestran una transicion de esfera
a varilla, cuyo grado de crecimiento y temperatura de transiciéon dependen de la concentracién
y la hidrofobicidad del tensoactivo. A esta transicidon se superpone la aparicion de interacciones
electrostaticas de atraccion a medida que se aproxima la curva del punto de turbidez, cuyo rango
depende del tamafio total del tensoactivo, lo que finalmente desencadena la formacién de
SUPRAS [22]. En el segundo caso, con la adicidn de un disolvente pobre, la competencia por el
disolvente de solvatacidn solo favorecera la interaccion anfifilo-anfifilo.

En el caso de las micelas no idnicas con grupos de cabeza zwitteridnicos, se producen SUPRAS a
medida que la temperatura disminuye por debajo de un valor critico [23]. En 1991 Saitoh
esquematizo el comportamiento del octilglucdsido con dos tensoactivos zwitteridnicos (Figura
11), mostrando la dependencia del punto de turbidez en funcién de la composicién para un
sistema mixto de tensoactivos zwitteriénicos y no idnicos. A medida que aumento la proporcién
de concentracidn del tensoactivo no idnico disminuyd la temperatura del punto de turbidez de
las soluciones de tensoactivos zwitteridnicos. Asi, la temperatura necesaria para la separacion
de fases puede controlarse de forma predecible mediante cambios adecuados en la
concentracion o la proporcién de los tensoactivos zwitterionicos y no idnicos. Este
comportamiento inesperado puede explicarse entendiendo que aunque se supone que las
interacciones electrostaticas participan en las interacciones intra e interagregadas, son de corto
alcance y sus efectos son cualitativamente diferentes de los tensoactivos idnicos.

Las condiciones experimentales para la formacién de SUPRAS pueden delimitarse facilmente
estudiando los diagramas de fase del anfifilo en funcion del agente inductor de la coacervacién
[15]. En 2016, Salatti-Dorado et al. estudiaron los limites de estos diagramas de fase y su
dependencia con la estructura de los componentes anfifilicos y de la matriz en la muestra [16 y
24]. A modo de ejemplo, la Figura 11a muestra el diagrama de fases obtenido para la
coacervacién de una suspensién coloidal de micelas inversas de hexanol en THF utilizando agua
como disolvente pobre para el anfifilo y agente inductor de la coacervacién. La coacervacién del
hexanol también se produce en la orina (Figura 11b) debido al alto contenido de agua de esta
matriz bioldgica (aproximadamente el 95%), por lo que los SUPRAS pueden sintetizarse en la
muestra. En este caso, la regidn para la formacién de SUPRAS se hace mds amplia en la presencia
de los componentes de la matriz de la orina [24].
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Figura 11. Diagramas de fase para SUPRAS sintetizados en mezclas ternarias de a) hexanol-THF-agua y
b) hexanol-THF-orina [24].

Propiedades relevantes de los SUPRAS en el tratamiento de muestras

Los SUPRAS tienen caracteristicas Unicas que se derivan del cardcter nanoestructurado y
reversible de los agregados que los componen. Estas caracteristicas aportan propiedades
extraordinarias para la extraccidon de analitos en los SUPRAS [12]. En cuanto a la extraccion, los
SUPRAS ofrecen [15 y 20]:

e Microentornos de polaridad diferentes en los que se pueden solubilizar simultaneamente
solutos que abarcan amplios rangos de polaridad. Asi, a diferencia de los disolventes
convencionales, los SUPRAS tienen la capacidad de extraer sustancias mediante
mecanismos mixtos (por ejemplo, puente de hidrégeno, interacciones dipolo-dipolo,
enlaces idnicos, etc. en la regidon polar y en la no polar).

e Muiltiples sitios de unién debido a la enorme concentracién de anfifilos en el SUPRA. Los
solutos pueden extraerse con una baja relacion SUPRA/muestra, aumentando la
sensibilidad y evitando la evaporacion de los extractos, lo que genera un ahorro de
tiempo y costos.

e Gran superficie de contacto, ya que las gotas de coacervado se relinen como entidades

individuales en el SUPRA, por lo que se puede obtener una rapida transferencia de masa
de soluto en los procesos de extraccion.
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En cuanto a las caracteristicas operativas, cabe destacar las siguientes:
e Los extractos del SUPRA son compatibles con LC-MS y GG-MS.

e Los procedimientos y operaciones de extraccion son similares a los que se siguen en la
extraccion convencional con disolventes (LLE y SLE), por lo que no se requiere ninguna
inversién adicional en equipos para desarrollar este enfoque.

e Los SUPRAS se producen directamente en las muestras con solo afadir el anfifilo y
establecer las condiciones de coacervacion, por lo que su sintesis es sencilla.

e El proceso es sostenible debido a los procedimientos sintéticos sin energia a través de los
gue se obtienen los SUPRAS y a la amplia disponibilidad de anfifilos verdes a bajo costo.

5.3 Avances de los SUPRAS en la preparacién de muestras para su analisis

Aunque aun queda mucho por hacer, en los ultimos afios se han producido avances gigantescos
en la aplicacion de los SUPRAS a la extraccion de compuestos organicos previa a la cromatografia.
Aqui no centramos en siete areas de investigacion, ya que los avances en estas areas han
permitido establecer los fundamentos de las extracciones basadas en SUPRAS, han hecho posible
considerar los SUPRAS como una alternativa a los disolventes organicos en el andlisis
cromatografico y han logrado el desarrollo de tratamientos innovadores de muestras y Unicos
no realizables por la extraccion convencional con disolventes. Esta discusion no pretende ser
exhaustiva, sino dar parametros clave que ayuden a entender la evolucién de los SUPRAS en la
cromatografia.
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5.3.1 Mejora la compatibilidad con LC

Desde el principio, los extractos de SUPRAS que contienen los analitos se han inyectado
directamente en el sistema LC. Sélo en el caso de los SUPRAS muy viscosos los extractos se han
diluido previamente con un disolvente orgdnico (por ejemplo, metanol o acetonitrilo). La gran
mayoria de las aplicaciones implican el uso de LC de fase reversa [25]. En este caso, a medida
gue el SUPRA entra en el sistema cromatografico, las nanoestructuras se desensamblan en la
fase movil hidroorganica y producen mondmeros tensoactivos que normalmente no influyen en
el comportamiento cromatografico de los solutos (Figura 3). Sin embargo, en el caso de las fases
moviles que contienen una alta proporcidon de agua, los agregados supramoleculares pueden
desensamblarse lentamente a través del sistema cromatografico dando micelas, vesiculas, etc.
en un primer paso (Figura 3) que ofrece una fase en formacién a los solutos donde pueden
distribuirse. La introduccidn de un mecanismo adicional de retencion puede beneficiar la
separacion del analito. Sin embargo, puede ser perjudicial para la resolucidn y el extracto debe
diluirse con un disolvente organico antes de la inyeccidn en el cromatégrafo.

En cuanto a los sistemas de deteccidn, los SUPRAS se han aplicado en LC acoplados a |la deteccién
por UV-visible, fluorescencia y espectrometria de masas. La evolucidon en este campo ha
dependido en gran medida de la estructura y las propiedades fisicoquimicas del tensoactivo que
compone el SUPRA.

Las primeras aplicaciones de los SUPRAS en LC se basaron en la coacervacion inducida por la
temperatura de los tensoactivos no idnicos pertenecientes a las series Triton X (éteres de
polioxietileno(n)tert-octilfenilo) y PONPE (éteres de polioxietileno(n)nonilfenilo), utilizando
detectores de UV-visible en 2009 por Santaland et al. [26] y de fluorescencia en 1996 por Ferrer
et al. [27]. Estos tensoactivos proporcionan un gran numero de picos cromatograficos y altas
sefiales de absorbancia y fluorescencia, por lo que no son una buena opcién para la separacién
y deteccion de compuestos polares o medio polares. Por lo tanto, las aplicaciones se limitan a la
determinacién de unos pocos analitos compatibles con las caracteristicas de absorcion o
fluorescencia del tensoactivo.

El uso de tensoactivos zwitteridnicos no aromaticos como el sulfato de alquilamonio [23], o de
tensoactivos iénicos, como los alquilsulfatos y los sulfonatos [17] (que se caracterizan por sus
bajos tiempos de retenciéon) no absorben por encima de 210 nm y estdn disponibles
comercialmente como compuestos puros, evitando el problema de la compatibilidad con las
caracteristicas de absorcion y ampliando el ambito de aplicacién de los SUPRAS.

Yu et al. demostraron en 2005 la aplicacion del método CPE basado en acido con micelas de
dodecilsulfato de sodio (SDS) en combinacion con la determinacion fluorimétrica de acenafteno,
antraceno, benz[a]antraceno, benz[a]pireno, criseno, dibenz[a,h]antraceno, fenantreno vy
pireno. Se demostré entonces que el SDS en presencia de HCl 4-7 M formaba una fase clara y
homogénea adecuada para la medicion directa de la fluorescencia, encontrando que la
dependencia de los limites de deteccidn de la intensidad de fluorescencia permite determinar
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los HAP con alta fluorescencia en presencia de aquellos que tienen intensidades de fluorescencia
débiles (tensoactivos zwitteridnicos) con una desviacidn estandar relativa inferior al 3 % [28].

En la actualidad, se han desarrollado un gran nimero de aplicaciones interesantes en
combinacidn con la deteccion LC-UV: por ejemplo la determinacion de los residuos del insecticida
Etofenprox en muestras ambientales propuesto en 2005 por lJia et al. [29], donde se evalud la
CPE de tensoactivos anidnicos para el aislamiento de Etofenprox antes de la HPLC utilizando SDS
en HCl 12 mol-L}; la determinacién de meloxican en suero humano por CPE en 2008 por Zhang
et al. se extrajo con Tritédn X-114 en presencia de HCl 1 mol-L'* y NaCl [29 y 30] y LC-fluorescencia;
y la determinacién de hidrocarburos aromaticos policiclicos prioritarios en aguas superficiales y
residuales, determinados en 2008 por Ballesteros-Gémez et al. a través de CPE con THF y acido
decanoico [31]; asi como Garcia-Prieto et al. proponen en 2008 el uso de coacervados formados
por micelas inversas para la microextraccién de bisfenol A (BPA) urinario con la adicién de acido
decanoico y tetrahidrofurano [32]. La Figura 12 muestra un esquema del proceso de CPE para
matrices complejas.
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Figura 12. Diagrama esquematico del sistema de la CPE para analitos de matrices complejas.
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Sin embargo, el desarrollo mas importante en este ambito ha sido el uso de SUPRAS en
combinacion con LC acoplada a espectrometria de masas. Por regla general, los tensoactivos se
dirigen automaticamente a los residuos después de la separacidon cromatografica (es decir, sélo
se detectan los componentes de la muestra) para evitar la contaminacién de la fuente de iones
y/o la pérdida de la eficiencia de ionizacién y la sensibilidad del detector. De esta manera, los
tensoactivos que componen el SUPRA se tratan de forma similar a los componentes de la matriz.

En 2018, Zong et al. propusieron un disolvente supramolecular de alta densidad a base de acido
carboxilico hexafluoroisopropanol (HFIP) y se combind con la microextraccion liquida dispersiva
(DLLME) para la extraccion y preconcentraciéon de hormonas sexuales esteroides en orina
humana antes de su analisis por HPLC-MS/MS. El acido octanoico se utilizd como agente de
extraccion y el HFIP como importante donante de puentes de hidrégeno y alta hidrofobicidad,
se utilizd como agente dispersante de la DLLME, asi como agente inductor de la coacervacién y
agente regulador de la densidad del dcido octanoico. Las recuperaciones oscilaron entre el 82.7-
120.2 %, y las desviaciones estandar relativas fueron inferiores al 15 %. Los efectos de la matriz
mostraron que no habia interferencias de la matriz de la orina con la deteccién de MS, lo que se
debid principalmente a la propiedad de acceso restringido del SUPRA de HFIP-acido octanoico
con agregados de micelas inversas. El novedoso método de DLLME basado en SUPRAS propuesto
por Zong et al. se logré aplicar para la determinacién de hormonas diana en orina real [33].

En 2019, Duefias-Mas et al. desarrollaron un estudio para la microextraccién de BPA con SUPRAS.
El BPA esta presente en una gran variedad de materiales y es un conocido disruptor endocrino
en ambientes interiores y exteriores. Mediante este método, los sustitutos emergentes del BPA
(BPS-MAE, D-8 y TGSA) se detectaron a concentraciones medias en el rango de 6-22 ng-g*. Estos
resultados constituyen una primera visidn de la migracidn de los sustitutos emergentes del BPA
al medio ambiente a través del polvo de interiores, que es una que es una via comun de
exposicién humana a los contaminantes [34].

Ese mismo afio, Koolivand et al. informaron la utilizacién del hexafluoroisopropanol (HFIP) para
inducir la coacervacion de los componentes lipidicos de las membranas celulares naturales que
daria lugar a la solubilizacién, extraccion y enriquecimiento de las proteinas en la fase de
coacervado, y a la extraccién de las proteinas hidrofilicas en una fase acuosa separada. La
mayoria de las proteinas integrales de membrana (las proteinas implicadas en procesos
metabdlicos y las proteinas responsables de la unién de iones o farmacos) se identificaron en la
fase coacervada. El proceso de coacervacion de lipidos naturales resulta ser facil y rapido, sin
detergentes, y aumentdé el nimero de proteinas identificadas en un 8 % (frente al experimento
de separacidn sin fase). La identificaciéon de todas las PEl y de las PEIl de los organulos mejord en
un 13% y un 29%, respectivamente. Ademas, se identificaron un 25 % mas de proteinas de baja
abundancia [35].

Caballo et al. realizaron en 2015 una investigacion que aborda por primera vez el andlisis
enantioselectivo de los antiinflamatorios no esteroideos ibuprofeno, naproxeno y ketoprofeno
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en peces de agua dulce. El método se basd en la microextraccién de los medicamentos
antiinflamatorios no esteroides (AINE) del musculo de los peces con un liquido supramolecular
formado por agregados hexagonales invertidos de dcido decanoico, su separacion enantiomérica
por LC en una fase estacionaria de (R)-1-naftilglicina y acido 3,5-dinitrobenzoico y su
cuantificacion por LC/MS. Los LOQ para los enantidmeros de los AINE estaban en el rango de 1.7-
3.3 ng-g’l. Las recuperaciones absolutas oscilaron entre el 97-104 %, lo que indica la gran eficacia
de extraccién del disolvente supramolecular. Las desviaciones estandar relativas de los
enantidmeros en el musculo de pescado fueron siempre inferiores al 6 % [36] A continuacidn, la
Figura 13 muestra la relacién entre la fase mévil y la coacervacién en un sistema cromatografico
de liquidos.

Desagregado molecular en
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~_ " i)
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Figura 13. Esquema de los fendmenos que intervienen en el sistema cromatografico en funcién de la
composicion de la fase maovil [37].
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5.3.2 Mejora en la compatibilidad GC

La combinacion de SUPRAS con GC no ha sido sencilla debido a la baja volatilidad de los
tensoactivos y a la naturaleza viscosa del SUPRAS que puede bloquear la columna capilar. Las
principales estrategias propuestas para hacerlas compatibles se han centrado en la eliminacién
del tensoactivo antes del andlisis cromatografico. Para ello, la retroextraccién de analitos asistida
por microondas o ultrasonidos mediante disolventes inmiscibles en agua ha sido el enfoque mas
utilizado [38].

Sikalos informé en 2005 un estudio sobre la CPE de los tensoactivos no idnicos y anidnicos
aplicado como paso de preconcentracion antes de la cromatografia de gases. La fase rica en
tensoactivos obtenida se tratd con disolventes inmiscibles en agua, y los analitos objetivo se
volvieron a extraer mediante la aplicacién de microondas a corto plazo o mediante ultrasonidos.
Se utilizd una mezcla de seis hidrocarburos policiclicos aromaticos (HAP) como compuestos de
prueba como se muestra en la Figura 14. Las recuperaciones de las muestras de agua y suelo
enriquecidas oscilaron entre el 92-105%, mientras que el analisis de los materiales de referencia
certificados dio resultados que coincidian con los valores certificados. En las condiciones
experimentales 6ptimas, no se produjeron interferencias ni se bloqued la columna. Este enfoque
presenta una solucién conveniente al problema actual de combinar la cromatografia de gases
con la extraccién micelar del punto de turbidez [38].
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Figura 14. Cromatograma de (a) blanco y (b) solucién adicionada con 0.1 mg-L* de naftaleno,
acenafteno, fluoreno, antraceno, fluoranteno y pireno después de la CPE mediada por un tensoactivo
no idnico (1 g-L'* de Tritdn X-114) y la retroextraccidn acelerada por microondas en isooctano (200 pL)

[38].

Kori mostré en 2019 que la CPE-BE (extraccidn por retroceso) es una herramienta analitica que
tiene un gran potencial para mejorar los limites de deteccidn y otras caracteristicas analiticas.
Los tensoactivos utilizados en la CPE-BE hacen que el procedimiento de extraccion basado en
micelas sea sencillo, practico, seguro y econdmico [39].

La CPE de tensoactivos no idnicos y anidnicos se ha aplicado como un paso de preconcentracién
antes del anadlisis instrumental. Debido a la baja volatilidad y a la alta viscosidad de la fase rica en
tensoactivos, ésta no puede inyectarse directamente para los analisis instrumentales como en
HPLC, la LC-MS o GC. Por lo tanto, después de la CPE y antes del analisis, se requiere una etapa
suplementaria para evitar los bloqueos del inyector y el deterioro de la columna. Es necesario un
paso de limpieza antes de la inyeccion para el GC.

En el procedimiento de BE, la fase rica en tensoactivos extraida se trata con agua o con un
disolvente inmiscible como hexano, acetonitrilo, acetato de etilo, isooctano o cloroformo. Los
analitos objetivo se retroextraen de la fase rica en tensoactivos a la fase de disolvente organico
[39]. Esto muestra que la CPE-BE es una herramienta analitica que tiene un gran potencial para
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mejorar los limites de deteccion y otras caracteristicas analiticas. Es una alternativa valida a los
procedimientos de separacién y preconcentracién por sus altas recuperaciones y factores de
concentracion.

Algunas aplicaciones representativas de la combinacién SUPRAS-GC son la determinaciéon de HAP
en el aguay en el suelo, comentada anteriormente por Sikalos realizada en 2005 [38]; los éteres
de ftalato en el agua ejemplificado en 2017 por Feizi et al. [40]; o los alcaloides del tabaco en las
hojas curadas al fuego estudiados en 2006 por Shen y Shao [41]. Takagai y Hinze presentaron en
2009 una estrategia interesante que no requiere la eliminacién de tensoactivos. Se basa en la
derivatizacién de Triton X-114 con N,O-bis(trimetilsilil)trifluoroacetamida, que proporciona un
mejor rendimiento cromatografico, una ventana de tiempo de elucidon razonable para los
analitos, tiempos de retencién reproducibles y resultados cuantitativos. El enfoque, Util para la
derivatizacidén simultanea de analitos no volatiles, se aplicé con éxito a la determinacién de
mezclas de HAP y herbicidas [42].

Los ultimos avances se centran en enfoques que evitan pasos adicionales tras la extraccién con
SUPRAS. Uno de estos enfoques implica el uso de una unidad de desorcién comercial como
interfaz para transferir los analitos extraidos del sistema SUPRAS al sistema GC, descrito en 2016
por Cacho et al (Figura 15). Para ello el SUPRA, compuesto por Tritén X-114, se coloca en un
microvial de vidrio que se introduce en el tubo de desorcién térmica y todo el conjunto se somete
a desorcidn térmica. Los analitos son trasladados por un gas portador a un inyector vaporizador
de temperatura programada (PTV), donde se concentran antes de entrar en la columna
cromatografica. A continuacién, el PTV se calienta y los compuestos retenidos entran en el
sistema GC. El método fue exitoso en la determinacién de cuatro haloanisoles en bebidas
alcohdlicas [43].

Vaporizador de temperatura Cromatoégrafo
programada (PTV) de gases (GC)

r W
|

Paredes
calientes

Figura 15. Esquema de extraccion por GC utilizando un PTV para la muestra extraida por el SUPRA [43].
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Otro enfoque que evita pasos adicionales es el uso de SUPRAS con alta estabilidad térmica que
son compatibles con el espacio de cabeza (HS) y GC-MS estudiado en 2018 por Salati-Dorado et
al. Estos SUPRAS consisten en un poli(acido undecilénico) (un tensoactivo oligomérico),
tetraglima (un solvente aprético polar con excelente estabilidad quimica y térmica) y agua: un
SUPRA completamente caracterizado en términos de composicidn y propiedades fisicas como la
estabilidad térmica. Posteriormente, el HTS (alta estabilidad térmica)-SUPRAS desarrollado se
aplicé con éxito, como prueba de principio a la extraccién y determinacion de disolventes
residuales en farmacos, incluyendo varios disolventes cuyo analisis por HS-GC ha demostrado ser
altamente complejo. El enfoque se aplicd a la extraccion y determinacidon de 37 disolventes
residuales en farmacos en sus respectivos niveles maximos de residuos, incluyendo varios
disolventes cuyo analisis por HS-GC es muy complejo [44].

Un desarrollo en 2019 por Zhou et al. es el uso de SUPRAS combinado con la degradacion térmica
mediante pirdlisis GC-MS. El SUPRA compuesto por Tritdn X-45 se aplicé a la extraccion de
nanoplasticos de aguas ambientales. Después de la extraccidn, los extractos del SUPRA que
contenian los nanopldsticos se calentaron a 190 °C durante 3 horas para degradar térmicamente
el tensoactivo, y después se llevd a cabo la cuantificacidn en masa de los nanoplasticos mediante
pirélisis-GC-MS. Esta técnica demuestra por primera vez un método ventajoso de
preconcentracion de nanoplasticos en trazas de aguas ambientales. Dado que los nanoplasticos
pueden mantener su morfologia original durante el proceso de CPE, las distribuciones de tamano
de las trazas de nanoplasticos pueden obtenerse mediante la caracterizacion de los
nanoplasticos concentrados en la fase rica en tensoactivos. En comparacion con las técnicas
existentes para el analisis de microplasticos, este método propuesto presenta ventajas Unicas,
como una alta sensibilidad, una buena tolerancia a la interferencia de la matriz de la muestra
real y un funcionamiento sencillo. Asi, el método podria ser una alternativa atractiva en el analisis
de trazas de nanoplasticos (Figura 16) [45].

37



W Disolventes Supramoleculares
—_—

O = Microplasticos

&ES———+
—— — ——

— — | —

a Evaporacion del
| TIiC disolvente

| E—

b lSIC — —
N

Intensidad

Tiempo @ 59

Figura 16. Resumen esquematico de la extraccién de nanoplasticos en aguas ambientales mediante
degradacion térmica obteniendo cromatogramas de pirdlisis en a) cromatografia de gases de iones
totales (TIC) y b) cromatografia de inyecciones secuenciales (SIC) [45].

5.3.3 Interacciones SUPRA-soluto que impulsan las extracciones

Tener un buen conocimiento de las interacciones soluto-disolvente es un requisito esencial para
desarrollar esquemas de extraccién eficientes y, en este sentido en los aflos mas recientes se han

realizado amplios progresos en relacién con las interacciones que impulsan las extracciones
basadas en SUPRAS.

Los SUPRAS estan formados principalmente por anfifilos y agua, y pueden incluir otros
ingredientes como agentes inductores de la coacervacidon (por ejemplo, sales organicas o
inorgdnicas), disolventes organicos, etc. La determinacién de la composiciéon de los SUPRAS
ayuda a comprender los posibles mecanismos que rigen las extracciones de solutos y a explotar
el potencial de los SUPRAS.

Las moléculas anfifilicas estdn formadas por una parte hidrofilica y otra hidrofébica y se
autoensamblan en el SUPRA como agregados ordenados que ofrecen microambientes de
diferente polaridad. Esto significa que tienen la capacidad intrinseca de extraer solutos en un
amplio rango de polaridad, y en consecuencia tienen el potencial de ser excelentes herramientas
para desarrollar plataformas de tratamiento de muestras completas antes de la cromatografia-
espectrometria de masas (tanto de baja como de alta resolucién).
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Considerando que las interacciones ofrecidas por los SUPRAS pueden ajustarse simplemente
cambiando los anfifilos, es facil concluir que los SUPRAS pueden disefiarse de acuerdo con
requisitos especificos.

El microambiente hidrofébico de los SUPRAS constituye un excelente extractor para los
compuestos hidrofébicos, ofrece principalmente interacciones de dispersion y dipolo para su
solubilizacion. La eficacia de la extraccidon aumenta a medida que lo hace la hidrofobicidad del
soluto, como lo indicaron Quina y Hinze en 1999 [46]. Sin embargo, aunque muchas aplicaciones
de los SUPRAS han implicado la extraccidon de solutos no polares, el campo mas utilizado ha
estado relacionado con la extraccion de compuestos polares en LLE. Los SUPRAS superan a los
disolventes organicos polares no sélo en la variedad de interacciones disponibles, sino también
en su inmiscibilidad en el agua, lo que ha ampliado enormemente el ambito de aplicacion de la
LLE.

Entre los grupos polares de anfifilos, los mas utilizados en las extracciones basadas en SUPRAS
han sido los dxidos de polietileno, dcidos carboxilicos, sulfatos, sulfonatos, carboxilos y iones de
amonio y piridinio. Las interacciones que impulsan la extraccion de los solutos polares han sido
principalmente idnicas, puentes de hidrégeno y dipolo-dipolo. Debido a la alta energia de los
enlaces idnicos, la extraccion de compuestos idnicos con anfifilos de carga opuesta es la opcién
mas eficiente [47 y 48].

Man et al. desarrollaron en 2002 un nuevo método de CPE y preconcentracion utilizando un
tensioactivo catidnico: cloruro de tricaprililmetilamonio (Aliquat-336), para la determinacion de
las toxinas de cianobacterias en aguas naturales. El sistema de punto de turbidez reveld una
relacion de volumen de fase muy alta en comparacidon con otros sistemas establecidos de
tensoactivos con recuperaciones medias de 113.9 %y 87.1 % [47].

Garenne et al. mostraron en 2016 que los sistemas de acidos grasos cargados negativamente se
enturbian al enfriar las dispersiones calientes en funciéon de la concentracién o al afiadir un
exceso de clorhidrato de guanidina (GuHCI). El enturbiamiento de estas soluciones da lugar a la
formacién de gotas de acidos grasos enriquecidos en las que se nota un polimorfismo que
depende de la temperatura: al enfriar, las micelas alargadas en forma de gusano se transforman
a bicapas rigidas apiladas en el interior de las gotas. Los resultados muestran un caso adicional
de tensoactivos cargados negativamente que presentan el fendmeno de enturbiamiento y
sugieren que estos sistemas podrian utilizarse para extraer solutos en funciéon de su carga y
lipofilia [48].

En 2019 Ballesteros-Gomez et al. disefiaron SUPRAS mediante la coacervacion de anfifilos idnicos
en presencia de contraiones organicos. Extrajeron colorantes anidnicos (Azul tripan, Rojo directo
81, Azul cibacron 3G-A, Rojo acido 97) y catidnicos (Acetato de violeta de cresilo, Verde de
malaquita) de las aguas residuales textiles utilizando SUPRAS sintetizados a partir de vesiculas
acuosas de mezclas de acidos carboxilicos y carboxilatos, bajo la accién de iones de
tetrahexilamonio (THA). La Figura 17 muestra un esquema de este SUPRA que consiste en gotas
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de coacervado formadas por grandes vesiculas unilaminares puenteados por iones de
tetraalquilamonio. Todos los colorantes catidénicos y anidnicos seleccionados se extrajeron
eficazmente mediante interacciones idnicas con los grupos carboxilato y amonio
respectivamente, en proporciones SUPRA/aguas residuales de 0.01 [49].

Interacciones
dipolo-dipolo

Interacciones
idnicas Ti-catidnicas

Interacciones de
van der Waals

Enlaces de
hidrégeno

Figura 17. Imagen esquematica del SUPRA vesicular basado en THA, que muestra las interacciones de
union para la solubilizacién de contaminantes situados en diferentes regiones del disolvente
nanoestructurado [49].

Los puentes de hidrégeno son un mecanismo eficaz para la extraccién de compuestos polares.
La energia de los puentes de hidrégeno disminuye a medida que la longitud de la cadena de
hidrocarburos incrementa, por lo que los anfifilos de cadena corta son mejores donantes de
protones que los mas largos. A. Ballesteros-Gémez y S. Rubio describieron en 2012 las
recuperaciones de fenol a partir de agua por extraccién con SUPRAS a base de alcanol. Resultd
gue fueron mayores para un SUPRA a base de heptanol (70 + 4%) que las obtenidas con decanol
(35 £ 2 %) o tetradecanol (22 + 3 %) [50].

Por otra parte, la energia de enlace de los puentes de hidréogeno también depende de la
temperatura: la energia del enlace disminuye a medida que la temperatura aumenta. Maternay
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Szymanowski determinaron en el 2022 que el aumento de la temperatura aumenta la
concentracion del anfifilo en el SUPRA vy, en consecuencia, el nimero de sitios de unién, y como
se ha especificado anteriormente, disminuye la energia de unién de los puentes de hidrégeno
[51]. Por lo tanto, la temperatura de extraccidon es siempre un compromiso entre ambos factores:
longitud de la cadena del hidrocarburo y la temperatura a la que se somete la CPE, y debe
optimizarse cuidadosamente.

En 2018, Lara et al. informaron que el enlace con un halégeno (XB) es un nuevo mecanismo para
las extracciones basadas en SUPRAS [32]. El XB es una interaccién altamente energética y con
una interaccion direccional, que resulta de la capacidad general de los halégenos unidos de
forma covalente para interactuar de forma atractiva con una region rica en electrones de un
atomo o molécula vecina [52]. Se puede representar como R-X:--D, donde X es el halégeno
electrofilo (1, Br, Cl), D es un donante de densidad electrénica (N, O, P, S, Se, etc.) y R es un atomo
de carbono, nitrégeno o halégeno. El enlace con el halégeno ha sido aplicado para la extraccién
de hexabromociclododecano (HBCD) en suelos y sedimentos utilizando SUPRAS que contienen
donantes de XB en su estructura, encontrando una eficiencia de extracciéon obtenida del
93-102 % en condiciones experimentales de temperatura ambiente y presion atmosférica, la baja
relacion de volumen SUPRA/cantidad de muestra, y los reducidos tiempos de extraccién (15 min)
[32].

5.3.4 Aumento para predecir los factores de concentracion en la LLE

El desarrollo de la LLE basada en SUPRAS implica la formacion del disolvente en la muestra
mediante la adicion del anfifilo y los ingredientes necesarios para la coacervacion. El volumen de
SUPRA generado in situ determina los factores de concentracién teéricos (TCF) que pueden
alcanzarse en una aplicacion especifica. En 2020 Soledad Rubio expuso los resultados recabados
de estudiar los valores representativos de TCF para SUPRAS sintetizados a partir de micelas
acuosas compuestas por tensoactivos no idnicos, cationicos, zwitteridnicos y mixtos [37]. En la
Tabla 4 se muestran dichos resultados, incluyendo también los valores de TCF obtenidos para los
SUPRAS sintetizados a partir de micelas inversas, vesiculas y liquidos idnicos.

Por regla general, los factores de concentracion dependen principalmente de la estructura y la
concentracion del anfifilo y de la concentracién del agente coacervante, aunque otros aditivos
pueden afectar a la composicién del SUPRA, y en consecuencia, al volumen de disolvente
producido [15].

En lo que respecta al anfifilo, el volumen de SUPRA producido depende en su mayor parte de
forma lineal de su concentracién en la muestra. Esta linealidad indica que la composicion del
SUPRA se mantiene constante, ya que otros parametros no cambian [53]. Por lo tanto, los TCF
maximos siempre se alcanzaran con la menor concentracion de tensoactivo. La concentracion
minima de anfifilo recomendada para una aplicacidon especifica dependera tanto de la
recuperacién del analito que determina el factor de concentracion real, como el volumen de
SUPRA necesario para el andlisis posterior.
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Ballesteros-Gémez et al. desarrollaron en 2007 un método analitico sencillo, rdpido y sensible
para la determinacién simultanea de bisfenol A (BPA), bisfenol F (BPF) y sus correspondientes
diglicidiléteres (BADGE y BFDGE) en aguas residuales y fluviales, y propusieron una ecuacién
general para la prediccidon del volumen del coacervado en funcién de sus componentes,
ajustando la ecuacién mediante regresion no lineal. Esta ecuacion esta representada de manera
grafica por la Figura 18, y permite conocer a priori los factores de concentracién maximos que
pueden alcanzarse en unas condiciones experimentales determinadas, la composicién que debe
tener la mezcla tensoactivo-anfifilo y la cantidad minima de muestra que debe inyectarse al
SUPRA para poder ser extraido [53].

Solucién isotrépica

60 =

S
w40 -
T
'_
— Coacervado
20 Suspensidn de 4cido
decanoico
0 | | I I I I I 1
0 1 2 3 4

Acido decanoico (%)

Figura 18. Diagrama de fases del acido decanoico en mezclas binarias de THF(Tetrahidrofurano):agua.
Volumen final de la solucién (THF + agua) = 40mL. Experimentos realizados a temperatura ambiente
[53].
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El tipo de dependencia que muestra la Tabla 1 es tipico de las extracciones basadas en
tensoactivos e indica que la composicidon de la fase rica en tensoactivos se mantiene constante
mientras las demas variables no cambian. La pendiente de la relacién lineal da los microlitros de
coacervado obtenidos por cada mg de tensoactivo, por lo que los factores de concentracién
maximos se encontraran en las condiciones en las que se obtengan los valores de pendiente mas
bajos. La Tabla 2 muestra la relacidn que existe entre la cantidad de tensoactivo y el volumen
utilizado para sintetizar el SUPRA. A mayor porcentaje de tensoactivo existe una mayor cantidad
de volumen de fase rica en SUPRAS.

Tabla 1. Relacidn lineal entre la cantidad de acido decanoico y el volumen del coacervado a diferentes
porcentajes de THF [53].

% THF b £S5 (uL-mg™) a+S?(uL) R?
5 1.31£0.03 3.46+2.76 0.997
10 1.67 £0.04 0.67 £3.99 0.997
20 2.64 +0.03 -3.19+£3.36 0.998
30 4.00 £0.04 20.10 £10.65 0.998

n=10
@ Desviacion estandar
b Coeficiente de correlacidn

Tabla 2. Relaciones de volumen de fase inferidas a partir de la ecuacién general para bisfenoles [53].

Acido Relacién de .
. i Factores reales de  Volumen minimo 4
decanoico volimenes de .. LOD (ng-L*)
concentracion de muestra
(%) fase
0.1 542 358-244 54 12-8
0.25 217 189-145 22 21-16
0.5 108 102-87 11 35-30
1 54 50-49 5 62-60
2 27 27-25 3 119-111
* THF=10 %

La estructura del anfifilo tiene una gran influencia en el volumen de SUPRA producido. En general
los TCF aumentan a medida que disminuye la longitud de la cadena hidrocarbonada o el tamano
del grupo polar. Asi, los TCF obtenidos para los SUPRAS inducidos por temperatura hechos a
partir de los etoxilatos de alcohol CioEes y Ci6Es fueron 24 y 5, respectivamente, mientras que los
hechos a partir de Ci2Es, C12E6 y C12Es fueron 31, 20y 12, respectivamente [Tabla 4][37].
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Tabla 4. Factores de concentracién tedricos proporcionados por disolventes supramoleculares
representativos sintetizados a partir de diferentes tipos de agregados anfifilicos y agentes inductores de
la coacervacion [37].

Agregados

o .. - Agentes Factor tedrico de
anfifilicos en Concentracion del anfifilo 8

. Anfifilo inductores de la concentracion
la suspensién (% m/V)

coloidal coacervacion (TCF)

Etoxilatos de alcoholes

CiaEs 29 31
Ci2Ee 3.2 20
CuE 39 0.8 mol-L'* NaCl, .
1268 . 30 eC
C10Es 3.0 24
Micelas
CisEe 3.6 5
acuosas ho
iénicas 0.05 60
35°C
0.2 20
Etoxilatos de alquilfenol 0.5 . 500
. 65 °C
Tritén X-114 1.0 250
1.0 0.6 mol-L™ Na2SO4 40
2.5 15 % NacCl, 70 °C 16
0.25 30
: 4 mol-Lt HCI
Micelas 1.0 1
anidnicas Dodecil sulfato de sodio
0.25 14
acuosas 5 mol-L' HCl
1.0 8
6.8 mol-L™* NaCl,
Micelas 0.5 0.05 % (V/V) 5
cationicas Cetrimida 1-octanol
acuosas 6.8 mol-L* NaCl,
0.5 0.08 % (V/V) 3
Micelas - . .
3-[Decil-dimetilamonio] 1-octanol,
acuosas ) 0.2 o 50
.. propilsulfato 35°C
zwitteridnicas 2.0 35
0.26%y0.74 %
las d POLE y Brij 30 28°C 11
Mezclas de 0.13%y0.37 % 16
micelas
acuosas Tritén X-114
- " .on . v 0.2%y0.012% 85°C 167
cetiltrimetilamonio bromuro
0.2 769
o 95 % (V/V) H.0 -
Micel p .
. |ce.as Acido decanoico en THF
invertidas 0.2 200
85 % (V/V) H.0
1.0 40
i . 0.5 769
Vesiculas Acido decanoico Tetrabutilamonio
acuosas 2.0 102
Liquid Hexafl fosfato d
.|?|u.| os ex.a uoro .O.S E.] 0 ce 100 pL en 5 mL de muestra 4°C 50
ionicos butil-3-metilimidazol
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Los agentes inductores de la coacervacidon también tienen una fuerte influencia en el volumen
de SUPRAS producidos, pero a diferencia de los anfilicos, la dependencia de los TCF de ellos es
menos predecible. Asi, en el caso de los SUPRAS inducidos por temperatura, los agregados
supramoleculares se vuelven progresivamente mas compactos a medida que aumenta la
diferencia entre la temperatura de funcionamiento y el punto de turbidez, lo que da lugar a fases
ricas en tensoactivos con volimenes mas pequenos, y en consecuencia mayores TCF. La Tabla 3
muestra algunas ecuaciones derivadas para el calculo del volumen de SUPRA producido a partir
de alcanos y acidos alquilcarboxilicos en funcién de la cantidad de anfifilo y del porcentaje de
disolvente organico (THF) [37]. Estas ecuaciones permiten predecir las condiciones
experimentales en las que se alcanzaran los maximos factores de concentracidn tedricos, por
ejemplo, en las concentraciones mas bajas de anfifilo y THF.

Tabla 3. Ecuaciones generales para la prediccién del volumen de los SUPRAS inducidos por agua a partir
de suspensiones coloidales de alcanoles y acidos carboxilicos en THF [37].

Anfifilo n Ecuacion general
Alcanoles CH3(CH,),CO,H 6-13 Vsupra = X (0.17 + 0-0389THF)
Acido hexanoico 4 Vsupra = 0.60X + 0.0076 X THF + e%-104THF
Acido octanoico 6 Vsupra = 1.17 X €0039THF
Acido decanoico 8 Vsupra = 1.05 X e0-047THF
Acido dodecanoico 10 Vsupras = 0.92 X e0056THF

Vsupras : volumen de disolvente supramolecular (uL)
X: cantidad de tensoactivo (mg)
THF: concentracion de THF (%, V/V)
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5.3.5 Adaptacién de los SUPRAS en extracciones

Los SUPRAS se aplican habitualmente a la extraccion de compuestos organicos tanto de muestras
liquidas (LLE) como sodlidas (SLE). En el caso de la LLE, el SUPRA se forma in situ en la muestra
mediante la adicién del anfifilo y el establecimiento de las condiciones experimentales necesarias
para la coacervacién. El SUPRA se genera de forma espontdnea e instantanea y, dado que las
gotas de coacervado permanecen como entidades individuales, la transferencia de masa de los
analitos de la muestra al SUPRA suele ser extremadamente rapida. Asi, la mayoria de los
procedimientos implican la agitacion de la muestra durante unos minutos y su posterior
centrifugacién para acelerar la separacion del SUPRA de la solucidn a original. A continuacion, el
SUPRA completo o una alicuota se extrae con una microjeringa y se somete a analisis. En el caso
de los SUPRAS inducidos por temperatura, el valor de la temperatura requerida para la
coacervacién (punto de turbidez) debe mantenerse durante todo el proceso, ya que cualquier
descenso de la temperatura podria dar lugar a una disminucion de la eficacia de la extraccién
observada si la fase rica en tensoactivos se redisuelve en la fase acuosa principal [46]. Sin
embargo, se suelen preferir los tensoactivos no idnicos con puntos de turbidez bajos para facilitar
el proceso de extraccidn y evitar la degradacidn de los analitos termolabiles.

Hay que conocer el volumen del SUPRA que se produce en la muestra, y en este sentido las
investigaciones de los ultimos afios se han centrado en derivar ecuaciones que se ajusten al
comportamiento del SUPRA y permitan su estimacion directa [Tabla 3]. Cuando estas ecuaciones
no estan disponibles para el SUPRA sintetizado, los volumenes de los SUPRAS pueden calcularse
de diferentes maneras: para los SUPRAS menos densos que la muestra, el volumen suele
calcularse midiendo la altura (h) a la que se llena el disolvente en el tubo de centrifuga con un
Vernier digital y aplicando la ecuacion del volumen cilindrico rir?h, donde r es el radio del tubo.
El uso de tubos de centrifuga con cuellos estrechos (por ejemplo la Figura 19a) facilita la medicidn
y la extraccién de los SUPRAS cuando se producen volumenes bajos de disolvente (microlitros).

En 2016, Garcia-Fonseca et al. proponen un disolvente supramolecular de acceso restringido
(SUPRAS-RAM) formado por micelas inversas de acido tetradecanoico como estrategia de amplio
alcance y bajo coste para el tratamiento de muestras agroalimentarias antes de los ensayos
inmunoenzimaticos. El enfoque se evalud para la determinacion de ocratoxina A (OTA) en vinos
y especias, y de aflatoxina B1 (AFB1) en cereales. La Figura 19b muestra un esquema del
procedimiento propuesto para la extraccidn de micotoxinas del vino tinto. La extraccion y la
medicion de SUPRAS mas densos que la muestra se facilitan enfriando el tubo después de la
centrifugacion para aumentar la viscosidad del SUPRA y luego se decanta. El volumen de
disolvente puede medirse con una microjeringa o calcularse pesandolo. En cuanto a la aplicacién
del SUPRA respecto a la extraccion de compuestos orgdnicos de muestras sdlidas (SLE), hay que
tener en cuenta que la coacervacién tiene lugar en una suspension coloidal del anfifilo
(Figura 1), y por lo tanto el SUPRA debe generarse siempre en una solucién (agua o una mezcla
de disolvente organico y agua) antes de aplicarlo al SLE.
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a)  Extraccion de muestras sélidas utilizando SUPRAS-RAM
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b)  Extraccidon de muestras liquidas utilizando SUPRAS-RAM
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Figura 19. Flujo de trabajo para la cuantificacion de micotoxinas en alimentos sdlidos (a) y liquidos (b)
utilizando SUPRAS-RAM [54].

Se han seguido dos estrategias para la aplicacion de SUPRAS en el SLE. En la primera, el SUPRA
se anade directamente a la muestra solida, la mezcla se agita en vortex y luego se centrifuga para
la separacidn de fases. La Figura 19a muestra un procedimiento tipico para esta estrategia. En la
segunda estrategia, se afladieron a las muestras sélidas volimenes tanto del SUPRA como de la
solucién de equilibrio generada en el proceso de coacervacién. Por lo tanto, tras la extraccién y
centrifugacion se obtendrian tres fases: el residuo sélido, la solucidn de equilibrio y el extracto
del SUPRA. La solucién de equilibrio desempefa una doble funcién: humedecer la muestra y
atrapar las interferencias polares, lo que mejora la selectividad [54].

Un ejemplo de la segunda estrategia fue en 2010 cuando Costi et al. evaluaron mediante la
extraccion de flumequina (FLU) y 4cido oxolinico (OXO) dos medicamentos veterinarios
ampliamente utilizados, a partir de musculo de pescado y marisco, utilizando un disolvente
supramolecular formado por micelas inversas de 4acido decanoico (DeA), obteniendo
recuperaciones del 99-102 %, utilizando un SUPRA formado por agregados hexagonales
invertidos de acido decanoico [55].

Un segundo ejemplo es la extraccion de fungicidas de benzimidazol en frutas y verduras
utilizando un SUPRA vesicular de acido decanoico determinada en 2009 por Moral et al. En esta
investigacidn se propuso un disolvente supramolecular formado por vesiculas, compuestas por
cantidades equimoleculares de acido decanoico (DeA) y decanoato de tetrabutilamonio,
dispersas en una fase acuosa continua, para la extraccion de fungicidas benzimidazélicos (BF) de
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frutas y verduras. El carbendazim (CB), el tiabendazol (TB) y el fuberidazol (FB) se extrajeron en
un solo paso y no fue necesario limpiar ni concentrar los extractos. La alta eficiencia de extraccién
obtenida para el FB fue el resultado de los diferentes tipos de interacciones proporcionadas por
el disolvente supramolecular (por ejemplo, enlaces hidrofdbicos y puentes de hidréogeno) y el
alto namero de sitios de solubilizacion que contiene. Sin embargo, esta opcién no es
recomendable para la extraccidén de analitos muy polares ya que se distribuyen entre el SUPRA y
la solucién de equilibrio, disminuyendo asi la eficacia de la extraccién (Figura 20y 21) [56].

H20, DEA, BusNOH

Detecciodn al sistema LC-

‘ fluorescente
—

Extracto supramolecular

1)Centrifugacion
2)Agitacion magnética
3)Centrifugacion

Proteinas floculadas

v

- Solucién acuosa

o

Muestra de fruta o vegetal Residuo de la muestra

Figura 20. Imagen esquematica que muestra el proceso de microextracciéon basado en disolventes
supramoleculares [56].
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Ademads de los formatos convencionales ya mencionados, las extracciones basadas en SUPRAS
se han adaptado a los formatos actuales de LLE miniaturizados. Asi, su uso se ha extendido a:

Microextraccién de gota Unica (SDME) como Lépez-liménez et al. investigaron en 2008
los parametros que afectan a la eficacia de la SDCME utilizando coacervados vesiculares
como disolvente y 2-clorofenol, 2,4-diclorofenol, 2,4,6-triclorofenol y pentaclorofenol
como analitos modelo [57].

Microjeringa Tubo de teflon

Vidrio
Muestra termostatiz
CEIRVE]]

Muestra bt SUu [ =

Gota de SUPRA

Agitador
magnético

Figura 21. Esquema y fotografia del sistema utilizado para la microextraccidn de gota Unica basada en

SUPRAS [37].

Microextracciéon en fase liquida de fibra hueca (HF-LPME) asi como Moradi et al.
desarrollaron en 2012 un método novedoso y altamente flexible basado en disolventes
supramoleculares construidos a partir de vesiculas de acido decanoico, que se han
utilizado por primera vez como disolvente en HF-LPME. Este disolvente se produce a
partir de la coacervacién de vesiculas acuosas de acido decanoico por la accion del
tetrabutilamonio (BusN*) [58].

Microextraccién basada en la solidificacion de una gota flotante (ME-SFD). A modo de
ejemplo Moradi y Yamidi desarrollaron en 2012 el analisis de parabenos utilizando Ia
microextraccion de gotas coactivas vesiculares flotantes solidificadas (SFVCDME). Se
utilizé un disolvente supramolecular formado por vesiculas de acido decanoico en los
regimenes de nano y microescala como disolvente en la microextraccion de gota flotante
solidificada. El disolvente se produjo a partir de la coacervacién de vesiculas acuosas de
acido decanoico en presencia de tetrabutilamonio (BusN*). El metilparabeno (MP), el
etilparabeno (EP) y el propilparabeno (PP) se extrajeron sobre la base de las interacciones
hidrofdébicas y catidnicas y la formacién de puentes de hidrégeno [59].
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En estas aplicaciones, el SUPRA se afiade directamente a la muestra liquida, por lo que las fuerzas
de unidn no covalentes para los anfifilos en los agregados supramoleculares tienen que ser lo
suficientemente fuertes para mantener su integridad durante el proceso de extraccién y no se
desequilibren con la solucién de muestra. Este requisito es dificil de cumplir, particularmente en
relaciones SUPRA/volumen de muestras que pueden alcanzar valores de hasta 1.5 x 1073 [57, 58
y 59]. Para este propdsito, se han utilizado SUPRAS sintetizados a partir de vesiculas de
carboxilatos de acido carboxilico inducidos por iones de tetrabutilamonio como Ruiz et al. lo
expusieron en 2006 para la extraccién de compuestos organicos a base de soluciones vesiculares
de acidos alquilcarboxilicos [60].

Los SUPRAS formados por estos agregados vesiculares son cinéticamente estables (es decir, el
tiempo de residencia de los tensoactivos en las vesiculas suele ser de horas o dias, que es
bastante mas largo que el tiempo de las micelas de aproximadamente 1078 s), y ademas las
fuerzas impulsoras no covalentes que componen los agregados son las mas energéticas (enlaces
idnicos y de hidrégeno). Estas caracteristicas convierten los conjuntos dinamicos presentes en
los agregados supramoleculares en morfologias permanentes atrapadas cinéticamente.

Recientemente se ha prestado mucha atencién a la combinacién de SUPRAS con nanoparticulas
magnéticas (MNP) con el objetivo de evitar la centrifugacién para la separacion de la fase SUPRA
de la muestra liquida [61, 62, 63, 64, 65 y 66].

A modo de ejemplo, Giokas et al. hacen publico en 2012 por primera vez una novedosa técnica
de extraccién en dos pasos que combina la CPE con la extraccion en fase microsélida dispersiva
(D-micro-SPE). El método implica la extraccion inicial de los analitos objetivo mediante CPE en
las micelas de un medio tensoactivo no idnico. Posteriormente se utilizan nanoparticulas
magnéticas (MNP) de nucleo recubierto de polisiloxano altamente hidrofdbico para recuperar la
fase micelar (Figura 22). De esta manera, la fase micelar que contiene los analitos es el objetivo
del paso D-micro-SPE en lugar de los analitos directamente. Los MNP se recogen entonces
mediante la aplicacién de un campo magnético de adsorcidn, superando la necesidad de pasos
especificos asociados a la CPE como la centrifugacion para separar la fase rica en tensoactivos,
la refrigeracion de la fase micelar condensada para reducir su viscosidad o los aparatos
adecuados que permiten el muestreo directo de la fase rica en tensoactivos. Una caracteristica
destacable del método es la introduccion de MNP altamente oleofilicos, que permiten una
transferencia de masa rdpida y cuantitativa de la fase tensoactiva, a diferencia de otras
nanoparticulas hidrofébicas convencionales [61].

Ademas, Gao et al. desarrollaron en 2015 la CPE de micelas mixtas (MM-CPE) combinada con la
extraccion en fase sélida de dispersién magnética (MD-micro-SPE) como un nuevo enfoque para
la extraccion de doxazosina (DOX) y alfuzosina (ALF) antes del analisis por fluorescencia. El
tensoactivo  anidnico de micela mixta dodecil sulfato de sodio y el
polioxietileno(7,5)nonilfeniléter no idnico se utilizd como disolvente de extraccion en el MMCPE,
y las nanoparticulas magnéticas de Fe30O4 de enlace de diatomita se utilizaron como adsorbente
en el MD-micro-SPE [62].
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Figura 22. Esquema simplificado del proceso de extraccidon con nanoparticulas magnéticas [62].

Los SUPRAS también se han combinado con fuentes de energia auxiliares, como los ultrasonidos.
En 2013, Moradi et al. expusieron un nuevo método para la extraccion y determinacion de los
ftalatos en el agua y los cosméticos utilizando la microextraccién con disolventes
supramoleculares mejorada por ultrasonidos (USESSM) y la HPLC-UV. Los coacervados
consistentes en agregados nanoestructurados a base de acido decanoico (micelas inversas) se
han utilizado por primera vez como disolventes para la microextraccion por emulsificacion
asistida por ultrasonidos (USAEME). La sonicacidn acelerd la transferencia de masa de los
analitos objetivo al disolvente nanoestructurado desde la muestra acuosa, reduciendo asi el
tiempo de extraccién. El tiempo de extraccién se redujo de 10 a 2 minutos [67].

51



Q Disolventes Supramoleculares
—_—

5.3.6 Extracciones multicomponentes con SUPRAS

Ademads de la aplicacién de SUPRAS a la extraccidn y preconcentraciéon de compuestos orgdnicos,
el uso de SUPRAS en la extraccion de iones metalicos es un area consolidada y en expansion.

Bezerra et al. explicaron en 2005 cémo la extraccién con SUPRAS se ha aplicado ampliamente
para la determinacién de metales traza en varias matrices diferentes. Sus principales ventajas
son la sencillez de los procedimientos experimentales, el bajo coste, los elevados factores de
preconcentraciéon y la seguridad medioambiental [68].

Los oligoelementos son objeto de atencién cada vez mayor por parte de los cientificos que
trabajan en diversos campos analiticos. La presencia o ausencia de un oligoelemento en un
sistema modifica seriamente su comportamiento intrinseco. La extraccion a través de SUPRAS es
una tecnologia de reciente aparicién para preconcentrar y separar muchos de los oligoelementos
de diferentes sistemas quimicos y bioldgicos. Samaddar y Sen resumieron en 2013 los resultados
de la preconcentracion de metales traza utilizando SUPRAS a partir de diferentes muestras
practicas con una vision del probable mecanismo y la especiacién implicados desde 2006 [69].

Los avances en estos campos se actualizan periddicamente en las revisiones anuales orientadas
a la aplicacion dedicadas a la espectrometria atdmica por Bacon et al. enfocado a los métodos
de preconcentracion usando SPE para analizar muestras de agua [70]. Por otro lado, también
cabe destacar los amplios trabajos tedricos y experimentales dedicados al uso de SUPRAS para
la separacién y purificacién de proteinas combinada con la separacion cromatografica [71y 72].
La mayoria de estas aplicaciones tratan de la separacién de proteinas hidrofébicas e hidrofilicas,
que se distribuyen entre los SUPRAS y la fase acuosa.

En cuanto a la aplicacidon de los SUPRAS a la extraccién y el enriquecimiento de compuestos
organicos, se ha tardado mucho tiempo en empezar a explotar una de sus caracteristicas clave:
la capacidad de extraer simultdneamente sustancias quimicas que cubren un amplio rango de
polaridad o sustancias quimicas con puntos de ebullicién que varian en un amplio rango de
temperaturas.

Hasta ahora, las principales aplicaciones de los SUPRAS han estado relacionadas con la extraccion
de HAP, compuestos policlorados, plaguicidas, tensoactivos, compuestos bioactivos (productos
farmacéuticos, vitaminas y medicamentos, tintes, disruptores endocrinos, micotoxinas, fenoles,
aminas aromaticas, etc.). Las muestras de interés se han tomado principalmente de diferentes
compartimentos ambientales (agua natural, agua subterranea, agua de mar, aguas residuales,
suelo, sedimentos, lodos, etc.), productos agroalimentarios (verduras, carne, pescado, cereales,
frutas, bebidas, etc.) y muestras bioldgicas (orina, plasma, saliva, etc.). En general, la mayoria de
las aplicaciones se centran en la extraccion de unos pocos analitos (normalmente de uno a cinco).
Por lo tanto, en esta seccion se destacaran los esfuerzos por utilizar los SUPRAS como extractores
multicomponentes eficaces.
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A modo de ejemplo, Pino et al. desarrollaron en 2002 la extraccidn y preconcentracion de 14
HAP con el tensoactivo no idnico polioxietileno-10-lauril éter, clasificados como contaminantes
prioritarios por la Agencia de Proteccién Ambiental de los Estados Unidos, a partir de muestras
de agua de mar utilizando preconcentracién por SUPRAS, previa separacion por HPLC, y la
cuantificaciéon mediante deteccion fluorimétrica (Tabla 5) [73].

Tabla 5. Lista de los 14 HAP separados mediante la extraccién multicomponente y sus respectivas
longitudes de onda del detector [73].

Tiempo (min)  Excitacion (nm) Emision (nm) Compuesto
0.0 222 329 (1) Nph
10.7 260 332 (2) Fi
(3) Phe
13.9 248 370 (4) A
(5) Ft
17.7 275 419
(6) Py
(7) B(a)A
22.1 273 384 (8) Chy
28.5 254 451 (9) B(b)Ft
(10) B(k)Ft
32.2 288 406 (11) B(a)Py
(12) diB(a,h)A
35.9 289 422 (13) B(ghi)Per
40.0 297 496 (14) 1(1,2,3-cd)Py

La capacidad de los SUPRAS para extraer analitos en un amplio rango de polaridad se ha
demostrado en la extraccién de 14 fenoles de agua de mar y aguas residuales [74] y 12 bisfenoles,
éteres diglicidilicos de bisfenol y derivados de productos alimenticios enlatados [75]. Las
recuperaciones estaban en los rangos 95-114 % y 80-110 %, respectivamente. En ambos casos,
técnicas sencillas como la LC-UV y LC-FL [75] se utilizaron para la determinacidn de los analitos
[Tabla 6].

53



Tabla 6. Aplicaciones de

los disolventes supramoleculares a

multicomponentes (= 10 compuestos) [37].

Compuestos

14 HAP de la lista de prioridades
de la EPA (acenafteno y excluido
el acenaftileno)

Muestra

Tensoactivos basados
en SUPRAS

Disolventes Supramoleculares

Componente

conductor en la fase

de separacion

Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

Agua de mar

Acuoso polioxietileno-10-
éter de laurilo

Temperatura (90 °C)

Sistema de
deteccion-
separacion

LC-FL

la extraccion simultanea de

Proporcion
de volumen
de fase
(PVR)?,
recuperacion

(R)

PVR=17.6
% R =38-104

15 HAP de la lista de prioridades
de la EPA (excluido el
acenaftileno)

Agua embotellada y de

rio

Tritén X-114 acuoso

Temperatura( 40 °C)

LC-FL

% R =30-109

15 HAP de la lista de prioridades
de la EPA (excluido el
acenaftileno)

Suero humano

Tritdn X-100 acuoso

Temperatura (60 °C)

LC-Uv

% R~ 100

13 HAP de la lista de prioridades
de la EPA (excluido el
acenaftileno, acenafteno y el
indeno[1,2,3-cd]pireno)

Agua de mar

Polioxietileno acuoso éter
de laurilo y Brij 30

Temperatura
(78 °C)

LC-FL

PVR=11.1
% R=72-99

16 HAP de la lista de prioridades
de la EPA

Agua natural

Dodecano sulfonato acuoso

4 mol-L'tHCl

LC-FL

PVR =140
% R =62-106

10 HAP de la lista de prioridades
de la EPA: acenafteno,
antraceno, benzo[a]antraceno,
benzo[a]pireno, criseno,
dibenzo[a, h]antraceno,
fenantreno, pireno, fluoreno,
fluoranteno

Agua del grifo

Sulfato de dodecilo acuoso

6 mol-L HCl

LC-FL

% R =67-95

14 HAP de la lista de prioridades
de la EPA (se excluyen el
naftaleno y el acenaftileno)

Fenol, 2,4-nitrofenol,
2,4-dinitrofenol, p-cresol,
2-nitrofenol, 2-clorofenol,
2,4-dimetilfenol,
4,6-dinitro-o-cresol,
4-cloro-m-cresol,
2,4,6-trimetilfenol,
2,4-diclorofenol,
2,4-cloro-3,5-dimetilfenol,
2,4,6-triclorofenol,
pentaclorofenol

10 tensoactivos homdélogos de
dialquildimetil,
alquilbencildimetilo y
alquiltrimetilamonio

12 bisfenoles, bisfenol
éteres de diglicidilo y derivados

37 disolventes residuales

Musgos

Agua del mar, aguas
residuales

Aguas residuales del
lodo

Productos alimenticios

enlatados

Formulaciones
farmacéuticas

Acido decanoico en THF

Genapol X acuoso

Tensoactivos

Dodecano sulfonato acuoso

Disruptores enddcrinos
Tetradecanol en THF

Disolventes residuales

Polimero (4cido
undecilénico) en tetraglima

0.01 mol-L't HCl

Temperatura (85 °C)

3 mol-L HCl

Agua

Agua

LC-FL

LC-Uv

LC-ESI-MS
(trampa de
iones)

LC-FL

HS-GC-MS

% R =70-110

PVR =5-10

% R =95-114

% R =91-100

% R =80-110

% R =70-120

@ Relacidn entre el volumen de la muestra y el volumen del SUPRA
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Asi, las principales aplicaciones han estado relacionadas con la extracciéon de HAP, que se espera
gue sean solubilizados en la regidon de hidrocarburos de los agregados supramoleculares por
interacciones de dispersidn, y para los cuales se obtienen comunmente buenos rendimientos de
extracciéon independientemente del SUPRA utilizado.

Como se ha mencionado anteriormente, la extraccion de compuestos anfifilicos mediante la
formacién de agregados mixtos es una estrategia valiosa para obtener altos rendimientos de
extraccién de matrices complejas. Un ejemplo es la extraccién de tensoactivos catidnicos de
lodos de depuradora utilizando SUPRAS en 2003 hecho por Merino et al. que consisten en
anfifilos de carga opuesta (por ejemplo, sulfonato de dodecano). Las recuperaciones fueron del
91-100 % utilizando LC-MS (trampa de iones) [76]. La Tabla 7 muestra las curvas de calibracién
obtenidas para cada compuesto objetivo en el rango de cantidades inyectadas examinado. Los
coeficientes de correlacion indican un buen ajuste. Los limites de deteccion instrumentales se
calcularon utilizando una relacién sefial/ruido de 3 compuestos (la relacién entre la intensidad
del pico para cada compuesto en la solucién estandar bajo las condiciones del cromatograma de
iones extraidos y la intensidad del ruido) [76].

Tabla 7. Compuestos tensoactivos de lodos mediante SUPRAS anfifilicos y sus respectivas caracteristicas
del método [76].

Tensoactivos

catidnicos
DDDAS 382 51.8+0.2 2+3 0.998 006
DDTAS 438 37.1+0.1 5+6 0.998 006
DHDAS 494 19.4+0.9 2+8 0.995 007
DTAS 228 42.2+0.3 03+6 0.997 006
TIAS 256 72.8+0.3 1+7 0.997 005
HTAS 284 46.8+0.4 2+9 0.995 006
BDDAS 304 89.4+0.3 1+8 0.995 004
BTDAS 332 91.2+0.4 3+9 0.997 004
DPS 248 64.9+0.4 2+5 0.995 005
HPS 304 81.7+0.3 3+8 0.996 005

m: pendiente

b: ordenada al origen

SD: Desviacion estandar

a Coeficiente de correlacion (n=9)

b Limite de deteccidn calculado como tres veces el ruido (ng inyectado); rango dinamico desde
0.2 ng de cada tensoactivo actidnico inyectado.
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La aplicacion de SUPRAS a la extraccion de multicomponentes con puntos de ebullicion que
varian en un amplio rango de temperaturas es un buen ejemplo de la capacidad de SUPRAS para
abrir nuevas vias para el tratamiento de muestras antes de la HS-GC-MS.

Sin embargo, a pesar de los prometedores avances logrados en la aplicacion de SUPRAS a la
extraccion de multicomponentes, queda mucho por hacer en este ambito, especialmente en lo
gue respecta a la extraccion de un gran numero de combinaciones no relacionadas
estructuralmente y su combinaciéon con LC-MS y GC-MS.
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6. Aplicaciones de los SUPRAS

La amplia gama de propiedades de los disolventes supramoleculares hizo que éstos se
convirtieran en un area importante de la ciencia y la tecnologia. La ventaja innegable de las
técnicas de extraccidon basadas en coacervados es el bajo consumo de disolventes orgdnicos
utilizados. También cabe destacar la ventaja econémica con la reduccién de la mano de obra y
de los procedimientos que consumen tiempo, debido a la eliminacion de ciertas operaciones
para la preparacion de la muestra para el analisis, que son necesarias en las técnicas de
extraccidén convencionales. Las ventajas que pueden presentar estos disolventes entre algunas
otras son:

e Un paso adicional de enriquecimiento (por ejemplo la SPE).

e Evaporacion de la cantidad excesiva de disolvente (por ejemplo, bajo una corriente de
nitrogeno).

e Limpieza del extracto.

e Caracter no téxico de los disolventes utilizados para la sintesis del SUPRA.

e Cantidad significativamente menor de productos quimicos utilizados como los
disolventes organicos, en comparacidn con las técnicas de extraccidon convencionales,
como la SPE y LLE.

e Laextraccion simultanea de varias muestras.

e El corto tiempo para alcanzar el equilibrio de extraccidn.

e Posibilidad de realizar la extraccion en condiciones suaves, reduciendo el consumo de
energia.

e Eliminacién del problema de la formacién de emulsiones.
e Posibilidad de extraccion de analitos a partir de muestras soélidas y liquidas
caracterizadas por ser una matriz compleja (por ejemplo, plasma, cerveza, lodos,

plantas, etc.).

e Alta eficiencia de extraccion (altos valores de recuperacion, altos factores de
concentracion, bajos valores de LOD y LOQ).

e Sencilla combinacidn con los instrumentos analiticos utilizados en el andlisis de

muestras de extractos (por ejemplo, absorcidon atémica, andlisis cromatograficos y
electroquimicos).
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Como resultado, los SUPRAS llevan a cabo un procedimiento de extraccidon sencillo que ahorra
costos, energia y tiempo, y es respetuoso con el medio ambiente, asi como la compatibilidad con
analitos con amplios rangos de polaridad y carga. Los SUPRAS se utilizan cada vez mas en la
determinacién de compuestos toxicos y elementos pesados a nivel de trazas, incluidos los
compuestos organicos en diferentes tipos de muestras, a menudo con matrices complejas. La
obtencién de buenos pardmetros de andlisis (altas recuperaciones y bajos valores de LOD y LOQ)
es posible gracias a la alta concentracién del tensoactivo en algunos coacervados. Ademads, como
no siempre es necesario evaporar los disolventes tras la extraccién, no hay pérdida de analitos,
como Melnyk et al. lo expusieron en 2014 [14].

6.1 Desarrollos dependiendo del tipo de agregado del SUPRA

6.1.1 Micelas acuosas no idnicas

Las micelas no idnicas basadas en SUPRAS han probado tener una sustentabilidad en sus
extracciones en un amplio rango de muestras y analitos. Sus aplicaciones estan principalmente
enfocadas en la extraccion de HAP, pesticidas y compuestos bioactivos ambientales, alimentos y
muestras bioldgicas, asi como en la extraccion de colorantes, disruptores enddcrinos, fenoles y
otros compuestos organicos.

La mayoria de las aplicaciones utilizan concentraciones de tensoactivos cercano al 1 %, aunque
la extraccidon cuantitativa de compuestos bioactivos en muestras bioldgicas requiere porcentajes
de tensoactivos mucho mayores (3-10 %). Dado que los factores de concentracidon estan
directamente relacionados con las relaciones de volumen muestra/SUPRA (PVR) y el volumen
del SUPRA depende principalmente del porcentaje de tensoactivo en la muestra, no se esperan
factores de concentracion elevados utilizando SUPRAS acuosos basados en micelas no idnicas.
Por lo general, se alcanzan limites de deteccidn a nivel de g-L', que no son lo suficientemente
bajos para muchas aplicaciones.

Ballesteros-Gémez et al. han reportado en 2010 que se han desarrollado algunas aplicaciones
destacadas utilizando concentraciones bajas de Tritén X-114 (0.1-0.25 %). Se han obtenido
valores de PVR de 50 para pesticidas, 73-152 para disruptores endocrinos y 500 para residuos de
filtros UV trabajando a temperaturas en el rango de 45-60 °C bajo la adicién de sales.

La deteccidn LC-UV sigue siendo el sistema mas frecuentemente utilizado para analizar los
extractos de SUPRAS. La falta de disponibilidad comercial de los tensoactivos no iénicos en forma
de homologos u oligdmeros puros es un grave inconveniente para el andlisis cromatografico. La
mayoria de las recuperaciones se situan en el rango del 80-100 %, lo que demuestra la alta
eficacia de extraccion en este tipo de disolventes [15].
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6.1.2 Micelas acuosas idnicas

Los SUPRAS producidos por la coacervacion de micelas idnicas en un medio acido han sido por
mucho los mds usados entre las micelas idnicas. Han sido exitosamente aplicados en la extracciéon
de una variedad de analitos, incluyendo HAP, en pesticidas y tensoactivos en muestras
ambientales. También han sido desarrolladas interesantes aplicaciones de micelas catiénicas
para la extraccién de compuestos bioactivos y clorofenoles.

Una desventaja para la aplicacion rutinaria de los SUPRAS basados en micelas acuosas proviene
de las fuertes condiciones experimentales en las que se produce el crecimiento de los agregados
(por ejemplo, 3-4 mol-L'* HCl 0 4 g de NaCl). Sin embargo, estas condiciones indeseables han sido
reconocidas como esenciales para el tratamiento exitoso de muestras solidas ambientales muy
complejas como suelos, lodos y sedimentos. Asi, se ha demostrado que el medio acido favorece
la desorcidn de los tensoactivos catidnicos de los lodos, probablemente debido a un mecanismo
de intercambio de iones.

Se puede alcanzar un PVR lo suficientemente alto para analitos en muestras acuosas a baja
concentracidon de tensoactivos. Los limites de deteccién a nivel de g-L'! y ng-L? se obtienen
mediante LC-UV y LC-FL, respectivamente. A diferencia de los tensoactivos no idnicos basados
en micelas, los anidnicos estan disponibles comercialmente como homdlogos simples vy
presentan tiempos de retencidn bajos, lo que los hace ideales para la deteccion por ME, ya que
pueden dirigirse con precisidn a los residuos con tiempos de retencién cortos después de la
separacion cromatografica [15].

6.1.3 Micelas mixtas acuosas

Se espera que las micelas mixtas autoensambladas a partir de diferentes polimeros en bloque
gue interactuan a través de interacciones hidrofébicas débiles, y las interacciones a través del
reconocimiento molecular, las interacciones idnicas, asi como la reticulacién quimica en el
nucleo se comporten de manera diferente. En la Figura 23 se muestra un esquema de la
composicion de una mezcla de micelas.
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Figura 23. Presentacion esquematica de la formacién de micelas mixtas a través de diversas

interacciones del nucleo [77].

La coacervacion de micelas acuosas mixtas ha sido una estrategia para favorecer la extraccién de
compuestos cargados de muchos analitos de interés. El componente que impulsa la separacién
de fases ha sido principalmente la temperatura, tanto en presencia como en ausencia de alguna
sal. De nuevo, Tritén X-114 ha sido el tensoactivo no idnico utilizado preferentemente en estas
mezclas para la extraccion de compuestos anidnicos y catidnicos, respectivamente. Se han

extraido diversos analitos, como:

e Pesticidas. Un ejemplo muy particular es el primer desarrollo reportado por Zarei para la
extraccion de hidrazina en el 2007. El método propuesto es un procedimiento
espectrofotométrico sencillo, muy sensible y de bajo costo para la determinacion de la
hidrazina que puede aplicarse a muestras de agua y bioldgicas. Se utilizé el tensoactivo
no iénico Tritdn X-114 y NaCl para la preconcentracion de la hidrazina en las muestras, y

asi se ha evitado la extraccidn con disolventes toxicos [78].
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Compuestos bioactivos. Kukusamude et al. desarrollaron en 2010 una extraccidon micelar
mixta para el analisis de antibidticos penicilina (ampicilina, penicilina G, oxacilina y
cloxacilina) en muestras de leche utilizando Tritén X-114 y bromuro de trimetilamonio
como extractante micelar mixto [79].

e Colorantes. Pourreza et al. desarrollaron en 2009 un método de extraccion por SUPRAS
para la determinacién de trazas de Naranja Il por espectrofotometria. El método se basa
en la extraccion del Naranja Il de una solucidn acuosa utilizando micelas mixtas de Triton
X-100 y bromuro de cetiltrimetil amonio en medio acido. La fase rica en tensoactivos
extraida se diluye con agua y su absorbancia se mide a 484 nm mediante un
espectrofotémetro [80].

e Acidos humicos y falvicos. Wuilloud et al. desarrollaron en 2003 un método de
preconcentracién y determinacién de estos acidos a niveles traza en muestras de agua
natural. Se empled con éxito la CPE para la preconcentracion del 4cido humico (HA) y del
acido fulvico (FA) antes de la determinacién utilizando un sistema de inyeccion de flujo
acoplado a un detector espectrofotométrico UV-vis. La extraccidn cuantitativa de HA 'y
FA dentro de un amplio rango de pH (pH = 1-12) se obtuvo mediante la neutralizacién de
la carga anidnica de las sustancias humicas con un tensoactivo catidnico: el bromuro de
hexadeciltrimetilamonio. Esto generd una especie hidrofébica que fue posteriormente
solubilizada en las micelas de un tensoactivo no idnico Triton X-114 [81].

e Explosivos de muestras ambientales y bioldgicas. Babaee y Beiraghi desarrollaron el
método de extraccidn, separacidon y determinacién de cuatro explosivos: octahidro-
1,3,5,7-tetranitro-1,3,5,7-tetrazina (HMX), hexahidro-1,3,5-trinitro-1,3,5-triazina (RDX),
2,4,6-trinitrotolueno (TNT) y tetranitrato de pentaeritritol (PETN) en muestras de agua de
rio y pozo. Estos compuestos se extrajeron utilizando Tritén X-114 y bromuro de
cetiltrimetilamonio. Para estas extracciones se han obtenido recuperaciones
cuantitativas y un PVR de hasta 167 a bajas concentraciones de tensoactivos [82].

Al igual que con los SUPRAS acuosos basados en micelas simples no idnicas, la deteccién por UV

ha sido el modo de deteccidn preferido en el analisis cromatografico de los extractos, por lo que
se han obtenido limites de detecciodn al nivel de g-L™* [15].
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6.1.4 Micelas inversas

Los SUPRAS anteriormente mencionados ya han demostrado su aplicabilidad a la extraccién de
una amplia variedad de analitos, tales como HAP, compuestos bioactivos, colorantes, disruptores
endocrinos y micotoxinas en muestras ambientales (aguas naturales y superficiales) vy
agroalimentarias (alimentos grasos y no grasos, verduras, frutas y bebidas) [Tabla 6].

La principal ventaja de los SUPRAS basados en micelas inversas es la alta concentracion de
anfifilos en el disolvente, lo que permite obtener altos factores de concentracién cuando se
aplican a muestras liquidas. Las fuerzas que impulsan la extraccion son los puentes de hidrégeno
y las interacciones hidrofdbicas, siendo los primeros un mecanismo de solubilizacion
extremadamente eficaz para los compuestos polares. La gran capacidad de solubilizacion de
estos SUPRAS hace que los tiempos de extraccidn sean cortos. La mayoria de las recuperaciones
notificadas para los analitos investigados hasta ahora eran superiores al 85 %.

Se han realizado estudios exhaustivos sobre la influencia de los principales componentes de las
matrices alimentarias en la formacidn de SUPRAS basados en micelas inversas [22]. Las proteinas,
por ejemplo, floculan en el medio necesario y provocan un precipitado blanquecino que queda
en el fondo del SUPRA como una capa muy fina después de la extraccion y centrifugacion, lo que
impide que interfieran. Se espera que los lipidos se extraigan en el SUPRA mediante la formacién
de agregados mixtos. Sin embargo, se ha obtenido una variacion de volumen no apreciable en
las aplicaciones comunicadas hasta ahora incluso cuando se extrajeron alimentos muy grasos
[37].

La explicacidn probable a este comportamiento es que la cantidad de lipidos a incorporar no era
suficiente para que se notara en comparacidon con la alta concentracion de anfifilos en el
disolvente. Otros componentes, como los azucares o el etanol de las bebidas alcohdlicas,
provocan modificaciones en el limite superior del diagrama de fases de los SUPRAS basados en
micelas inversas (Figura 24B). Sin embargo, estas modificaciones son irrelevantes para su uso en
extracciones, ya que las aplicaciones analiticas suelen realizarse cerca del limite inferior de la
fase para utilizar la minima cantidad de THF. Estos SUPRAS son compatibles con la deteccion UV,
FL y MS debido a su alta capacidad de solubilizacién utilizando bajos volumenes de disolvente
volumenes de disolvente, los LOD tipicos comunicados hasta ahora estan en el nivel bajo de
ng-Lty uL?t[15].
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Figura 24. llustracion de (a) una micela inversa y (b) un modelo mas realista de micela inversa [99].

Las esferas azules de la Figura 24 representan los grupos de cabeza del tensoactivo, mientras que
las esferas amarillas mas pequefias denotan los contraiones. Obsérvese que los grupos de cabeza
del tensoactivo no protegen completamente el interior acuoso de la micela inversa (b) [83].

6.1.5 Vesiculas

Los SUPRAS formados por vesiculas de acidos carboxilicos se han aplicado con éxito a:

Extraccidon de pesticidas en frutas y verduras. Moral et al. desarrollaron en 2009 la
extracciéon de pesticidas benzimidazdlicos (BF) de frutas y verduras. Propusieron un
SUPRA formado por vesiculas, compuestas por cantidades equimoleculares de acido
decanoico (DeA) y decanoato de tetrabutilamonio (BusNDe) dispersas en una fase acuosa
continua. El carbendazim (CB), el tiabendazol (TB) y el fuberidazol (FB) se extrajeron en
un solo paso y no fue necesario limpiar ni centrar los extractos. La alta eficiencia de
extraccion obtenida para los FB fue el resultado de los diferentes tipos de interacciones
proporcionadas por el disolvente supramolecular (por ejemplo, enlaces hidrofébicos y de
hidrégeno) y el alto nimero de sitios de solubilizacién que contiene [56].

Disruptores endocrinos. Ruiz et al. propusieron en 2007 coacervados formados por
vesiculas de acido decanoico, inducidos por tetrabutilamonio para la extracciéon de
bisfenoles Ay F (BPA y BPF) y sus correspondientes diglicidiléteres (BADGE y BFDGE) de
aguas residuales y fluviales. Las fuerzas motrices de la extraccion fueron la hidrofobia, los
puentes de hidrégeno y los cationes. El método se aplicé a su determinacién en muestras
de aguas residuales y fluviales crudas y tratadas [84].

Fenoles en muestras de agua ambiental. En 2008, Lopez-Jiménez et al. investigaron los
pardmetros que afectan a la eficacia de la microextraccion coactiva de gota Unica
(SDCME) utilizando coacervados vesiculares como disolvente y 2-clorofenol (CP), 2,4-
diclorofenol (DCP), 2,4,6-triclorofenol (TCP) y pentaclorofenol (PCP) como analitos
modelo (Figura 25) [57].
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Figura 25. Esquema de las fuerzas intermoleculares responsables de la extraccion de clorofenoles por
coacervados basados en vesiculas de dcido decanoico [57].

Las ventajas de estos SUPRAS son la gran concentracion de anfifilos reportada para un SUPRA
hasta el momento, el nimero de interacciones que ofrecen para la solubilizacion del analito
(idnicas, puentes de hidrégeno e hidrofdbicas), su estabilidad cinética que permite utilizar los
SUPRAS para la extracciéon de muestras que no contienen el componente que conduce la
separacion de fases, y las grandes fuerzas de cohesion entre las moléculas que permiten su uso
en microextracciones de gota unica [15].

6.2 Desarrollo de SUPRAS y sus caracteristicas para analitos especificos

6.2.1 Hidrocarburos aromaticos policiclicos (HAP)

La aplicacion de los SUPRAS a la extraccion de HAP se ha centrado principalmente en muestras
ambientales y sélo recientemente se han propuesto SUPRAS basados en micelas inversas para la
determinacién de HAP en alimentos (por ejemplo, benzo[a]pireno en infusiones de té y café)
propuesto en 2009 por Ballesteros-Gomez et al [16].

Los principales problemas relacionados con el andlisis de los HAP en el medio ambiente siguen
siendo sus bajas concentraciones en el agua (ng-L?) y las pérdidas asociadas a la sorcién en los
contenedores durante el almacenamiento. Las primeras aplicaciones de los SUPRAS a la
extraccién de HAP implicaban el uso de tensoactivos no iénicos como Tritdn X-114, antes de la
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determinaciéon de LC-FL, como Garcia et al. lo explicaron en 1994 [85]. Las principales
limitaciones de estas metodologias eran las sefiales UV y FL interferentes que mostraban los
tensoactivos coeluyentes. La inclusion de un paso de limpieza con una columna de gel de silice
fue una estrategia propuesta para superar estos obstaculos. Un enfoque mads conveniente fue el
uso de tensoactivo idnicos. Asi, los SUPRAS compuestos por tensoactivos anidnicos [86] eluyeron
antes en el cromatograma, permitiendo asi la determinacion de los HAP mas polares en suelos,
sedimentos, lodos y aguas. La principal desventaja de estos métodos era la elevada cantidad de
acido necesario para la coacervacién (4 M aproximadamente)

Ballesteros-Gomez et al. mejoraron mucho la sensibilidad para la determinacién de HAP
cancerigenos en muestras de agua ambiental con el uso de SUPRAS basados en micelas inversas.
Asi, notificaron factores de concentracién cercanos a 280 que son mucho mas elevados que los
proporcionados con Tritdn X-114 (Tabla 8) [31]. Con Tritdn X-114 se han reportado factores de
concentracion mas bajos (10-15) [85]. Con este método se obtuvieron limites de deteccién lo
suficientemente bajos para el cumplimiento de la legislacién, 0.1-1 ng-L2.
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Tabla 8. Porcentajes promedio de recuperacién junto con sus desviaciones estandar y factores de concentracion real (ACF) obtenidos para los
hidrocarburos aromaticos policiclicos cancerigenos (CPAH) en funciéon de la cantidad de acido decanoico [31].

Acido decanoico (mg)

CPAH 20 40 60 70 80 200 400
R®+SD® | ACF R*+SD¢ | ACF R®*+SD® | ACF R*+SD¢ | ACF R®*+SD® | ACF | R®+SD®  ACF R®+SD® | ACF
BaA 56+2 607 65+3 353 88+1 318 91+3 282 92+2 249 94+3 102 98+1 53

Chry 56+3 607 65+1 353 874 314 91+1 282 93+2 252 95+2 103 97+1 53
BbF 54+1 585 66 =5 358 87+2 314 92+3 285 92+2 249 96 +4 104 99+4 54
BkF 54 +3 585 64+4 348 89+4 322 93+2 288 92+3 249 96 +2 104 98+5 53

BaPy 54+4 585 64 +2 348 88+1 318 93+3 288 91+3 247 95+6 103 98+2 53
DahAn 53+2 574 63+1 342 89+2 322 91+4 282 92+2 249 95+3 103 97 +2 53

P 51+1 553 62+1 342 87+1 314 92+2 285 93+4 252 97 +2 105 99+5 54

* CPAH: Hidrocarburos aromaticos policiclicos cancerigenos.
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Por otro lado, en la literatura se han propuesto varias metodologias en linea para el analisis de
HAP. Con la automatizacidn, se evitan los procedimientos de equilibrio y centrifugacién, lo que
simplifica todo el proceso de extraccion y acorta el tiempo de analisis.

En 2008, Li et al. reportaron una metodologia donde el tensoactivo no iénico Tergitol 15-S-7 se
utilizé con éxito como extractor mediado por tensoactivos en extracciones de suelos asistidas
por ultrasonidos y microondas antes de la preconcentracion por CPE y el analisis por el método
de acoplamiento en linea FIA-CPE-LC-FL/UV. Las soluciones acuosas filtradas de tensoactivos que
contenian HAP se cargaron en el sistema y luego se mezclaron con sulfato de amonio, que se
afiadio para inducir el CP del Tergitol a temperatura ambiente. El fendmeno de CP se produjo en
la unidn de los tubos y el tensoactivo resultante que contenia HAP fue retenido en una columna
de gel de silice [87].

Song et al. también informaron en 2006 un método en linea para el analisis del benzo[a]pireno
con la CP inducida por sal de Triton X-114 en muestras acuosas antes de la deteccién por
guimioluminiscencia en LC, basado en un dispositivo similar pero utilizando una columna de
algodon en su lugar [88].

Por ultimo, cabe mencionar la idoneidad de los métodos coactivos para la conservacion de los
HAP durante el almacenamiento. La adicion de SDSA (1 %) a las muestras de agua durante el
almacenamiento antes de la coacervacion se utilizd para evitar la adsorcidén de los HAP en los
contenedores mediante micelas a base de tensoactivos. Sicilia et al. utilizaron en 1999 el
tensoactivo anidnico dacido dodecano sulfénico sddico (SDSA) para la extraccidon vy
preconcentracion de los 16 HAP clasificados como contaminantes prioritarios por La Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) a partir de muestras de agua (de red, subterrdnea
y de rio). El uso de SDSA ofrecia dos ventajas significativas respecto a los tensoactivos no iénicos:
bajas senales de fluorescencia y absorbancia en las longitudes de onda de deteccién de los HAP
(por la ausencia de una fraccién aromatica en la molécula del tensoactivo), y un bajo tiempo de
retencién cromatografico (debido al caracter polar de SDSA) [86].

Los disolventes supramoleculares han demostrado también una gran capacidad estabilizadora
para la extraccién y conservacion in situ de los HAP, facilitando su transporte y almacenamiento.
Luque et al. investigaron en 2007 por primera vez la idoneidad de los coacervados para la
conservacion de contaminantes organicos tras su extraccion de muestras de agua. Para ello se
seleccionaron coacervados basados en micelas de acido dodecansulfénico inducido por acido
(SDSA), teniendo capacidad para preservar tensoactivos homaologos al benzalconio (Ci2, Ciay Cie)
y diferentes tipos de HAP (benzo[a]pireno (BaP), benzo[b]fluoranteno (BbF),
benzo[k]fluoranteno (BkF), benzo[ghi]perileno (BghiP), benzo[a]antraceno (BaA) e indeno(1,2,3-
c,d]pireno) (Tabla 9). Estos compuestos fueron extraidos eficazmente por el coacervado
mediante la formacidon de agregados mixtos e interacciones hidrofébicas. Se investigd su
estabilidad en el coacervado en diferentes condiciones de temperatura y concentracion de acido
clorhidrico, que se utilizé para inducir la coacervacién. No se observaron pérdidas durante al
menos 3 meses en las diferentes condiciones experimentales probadas. El aumento de la
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temperatura hasta 35 °C durante un mes no afectd a la estabilidad de los compuestos objetivo.
No se observéd ninguna influencia de la matriz del agua (destilada, de rio o residual) en la
estabilizacidon de estos hidrocarburos [89].
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Tabla 9. Recuperaciéon promedio de tensoactivos a base de benzalconios y HAP derivados de muestras ambientales de agua posterior a su
almacenamiento con coacervados de SDSA inducido por acido a 4 °C por un mes [89].

Agua de rio (Guadalquivir)

Aguas residuales (efluente)

Tiempo Aguas residuales (influente)
(semana)

BDTA BDHA

Tensoactivos de benzalconio

0 0.198 0.182 0.200 0.208 0.188 0.200 0.203 0.186 0.184
+0.008 +0.005 +0.004 +0.009 +0.005 +0.004 +0.007 +0.005 +0.004
4 0.181 0.1702 0.1791 0.186 0.175 0.176 0.191 0.17 0.17
+0.002 +0.0004 +0.0009 +0.006 +0.002 +0.002 +0.005 +0.02 +0.02
(semana)
BbF BkF BaP B(ghi)P BbF BkF BaP B(ghi)P BbF BkF BaP B(ghi)P
0 0.17 0.18 0.18 0.17 0.18 0.19 0.19 0.19 0.17 0.18 0.18 0.18
+0.02 +0.01 +0.01 +0.02 +0.02 +0.01 +0.01 +0.02 +0.02 +0.01 +0.01 +0.02
1 0.18 0.169 0.150 0.150 0.190 0.177 0.169 0.186 0.164 0.16 0.16 0.174
+0.01 +0.008 +0.007 +0.010 +0.003 +0.006 +0.003 +0.003 +0.002 +0.01 +0.02 +0.009
2 0.163 0.165 0.152 0.18 0.170 0.172 0.168 0.18 0.181 0.182 0.178 0.191
+0.004 +0.004 +0.004 +0.01 +0.005 +0.005 +0.006 +0.02 +0.007 +0.003 +0.002 +0.003
3 0.17 0.177 0.1729 0.175 0.19 0.185 0.169 0.179 0.1981 0.188 0.175 0.181
+0.02 +0.003 +0.0003 +0.005 +0.02 +0.006 +0.002 +0.005 +0.0007 +0.006 +0.002 +0.006
4 0.189 0.183 0.181 0.17 0.180 0.1851 0.181 0.1951 0.1716 0.18 0.19 0.18
+0.006 +0.006 +0.003 +0.02 +0.006 +0.0003 +0.003 +0.0008 +0.0005 +0.01 +0.02 +0.02

* n=2
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6.2.2 Pesticidas

El analisis de pesticidas a nivel de ultratrazas, necesario para el cumplimiento de las legislaciones
en cada pais, exige métodos altamente sensibles que puedan proporcionar también suficiente
selectividad en matrices alimentarias complejas. Un ejemplo de estas legislaciones se ven
presentadas en la Directiva Europea sobre la calidad del agua destinada al consumo humano,
donde se han establecido niveles individuales maximos de 100 ng-L! para las aguas potables,
siendo este valor mas restrictivo para algunos plaguicidas clorados persistentes [90].

En la literatura se han propuesto varios enfoques basados en la extraccién SUPRAS para la
determinacién de plaguicidas en muestras ambientales, agroalimentarias y bioldgicas. El Tritdn
X-114 y el Triton X-100 se utilizaron para extraer:

e Residuos de insecticidas. Santalad et al. desarrollaron en 2009 un método para la
extraccion de residuos de insecticidas en frutas a través del CPE utilizando Tritdn X-114
para la extraccién y preconcentracion de residuos de insecticidas carbamatos (metomilo,
propoxur, carbofurano, carbaril, isoprocarb y promecarb) en muestras de fruta
(Tabla 10). Las condiciones éptimas de la CPE fueron 1.5 % (m/V) de Triton X-114, 7.0 %
(m/V) de NaCl y 20 minutos de equilibrio a 45 °C. A continuacién, la fase rica en
tensoactivos se analiz6 mediante HPLC en fase reversa con deteccion UV a 270 nm, bajo
separacion en gradiente utilizando metanol y acido acético al 0.1 % (V/V) [26].
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Tabla 10. Recuperacion de los insecticidas carbamatos estudiados en muestras de frutos obtenidos por

CPE (n=3) [26].

Carbamato (rendimiento, media £ SD)

CBR
\ELWFELE]
10 89.2+3.43 91.3+1.65 989+1.3 86.7 +0.36 88.6+2.89
20 98.5+1.32 101 +6.12 94.2 +1.08 90.3+2.13 80.0+6.09
30 99.4 £8.51 107 £1.75 93.8+6.82 | 98.5+9.15 89.8+5.28
%R 95.7+6.75 99.8+7.59 95.6 +4.30 91.8+7.05 86.1+6.29

(mg-kg?) Pera

10 - - 87.1+2.90 - 82.3+8.04
20 - - 85.7+1.66 - 84.8+2.84
30 - - 97.8 +9.04 - 85.7 £4.97
%R - - 90.2 +9.04 - 84.3+5.16
(mg-kg?) Guayaba
10 83.3+5.13 84.7+3.51 92.4+8.43 83.5+3.07 80.0+6.00
20 87.3+2.75 86.3 +2.08 91.4+1.62 88.0+0.84 81.2£2.75
30 90.6 +3.29 87.2+1.93 99.8 + 6.96 88.2+9.01 96.1+7.81
%R 87.1+4.58 86.1+2.51 94.6 +6.81 85.6+5.31 85.8+9.32

SD: Desviacion estandar

% R: Porcentaje de recuperacion promedio
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e Plaguicidas organofosforados en orina humana. Jia et al. desarrollaron en 2008 un
procedimiento para la determinacion de plaguicidas organofosforados (OPP) (forato,
diazinén, paration-metilo, fentién y quinalfos) en orina humana utilizando la extraccién
del punto de turbidez de Tritdon X-114 junto con la retroextraccion asistida por
microondas antes del analisis por cromatografia de gases con deteccion por fotometria
de llama (GC-FPD) (Tabla 11). El método demostrd tener potencial para el monitoreo
bioldgico [91].

Tabla 11. Comparacién del rendimiento a través con el método CPE con el de otros métodos informados
para extraer los OPP estudiados de la orina [91].

Rango lineal Rendimiento

Extracciones Analisis (ng-mL?) (%)

Diazinén/paratién-

SPME GC-FPD . ., 1-100 82-140 0.1-0.4
metilo/fention
SPME GC-MS Quinalfos 10-500, 500-50,000 24.5-27.7 2
Diazinén/
Retroextraccion ., . 0.04/0.08/
CPE GC-FPD paration-metilo/ 0.10-20 85-107 0.07/0.07

fention/quinalfos

SPME: Microextraccion en fase sélida
GC/FPD: Cromatografia de gases acoplado a detector fotométrico de flama

e Hidrazina en aguas y muestras bioldgicas. Zarei investigd en 2007 un proceso de CPE
utilizando una micela mixta de dodecil sulfato de sodio y Tritdon X-114 para extraer
hidrazina de soluciones acuosas (Tabla 12). El método se basa en la reaccién de
condensacién de la hidrazina con el p-(dimetilamino)benzaldehido, la formaciéon de azina
y la extraccién mediada por micelas mixtas de azina en presencia de NaCl como inductor
de la separacién de fases. El producto de azina se concentré en la fase rica en tensoactivos
tras la separacion. El método se aplicd con éxito a la determinacién de la hidrazina en
muestras de agua y bioldgicas [78].
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Tabla 12. Determinacién de hidrazina en agua y muestras bioldgicas por el método propuesto [78].

Muestras

Agua potable

Agua de rio

Suero humano

Orina humana

Enriquecido

2.0

5.0
20
50
10
30
70
10
40
100
10
20
40

60

Hidrazina (ng-mL?)

Encontrado

1.98+£0.12

5.08 £0.23
19.7 £0.30
49.6 £ 0.41
10.3+0.11
31.1+£0.33
68.7+0.41
10.5+0.21
38.4+0.51
104.2 £1.28
9.82+.29
21.1+0.35
41.4 +0.56

57.7+0.62

Recuperacion (%)

99

101.6
98.5
99.2
103

103.7
98.1
105

96

104.2
98.2

105.5

103.5

96.2

Prometrina en agua y suelos. Zhou et al. desarrollaron en 2009 un método CPE-HPLC
(UV) para la determinacién de la prometrina (Tabla 13). En este método, se utilizo
primero Tritdn X-114 para extraer y preconcentrar la prometrina de las muestras de
agua y suelo, investigando los parametros y las variables que afectaban a la extracciéony
se descubrid que las condiciones éptimas eran el 0.5 % de Tritdn X-114 (m/V), el 3 % de
NaCl (m/V) y calor a 50 °C durante 30 min. Utilizando estas condiciones, las tasas de
recuperacion de prometrina oscilaron entre el 92.84 % y el 99.23 % en el agua y entre el
85.48 % y el 93.67 % en el suelo, respectivamente [92].
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Tabla 13. Recuperacion, repetibilidad, reproducibilidad y D.S.R. de Prometrina en agua y suelo [92].

Dial(n=6) Dia2(n=6)
Matriz Agregado
ambiental (mg-kg?) Encontrado Recuperado | Encontrado Recuperado
(mg-kg™) (%) (mg-kg™) (%)
04 0.397 0.93 99.23 0.394 0.80 98.58 0.90
Agua 2 1.941 1.90 97.06 1.940 2.35 97.00 2.04
10 9.679 2.02 96.79 9.284 2.38 92.84 3.02
0.4 0.375 2.07 93.67 0.370 1.53 92.55 1.85
Tierra 2 1.748 1.96 87.40 1.710 1.48 85.48 2.03
10 9.124 2.34 91.24 8.919 2.05 89.19 241

R.S.D: media de concentracidn en cada dia.
CVr: media de concentracion medida 12 veces.

e Carbamatos en maiz. Zhou et al. propusieron en 2009 un método altamente sensible para
la determinacién de arprocarb (AC), carbofurano (CF), isoprocarb (IC) y fenobucarb (FC)
(Tabla 14). EI método se basa en la hidrdlisis alcalina de los cuatro plaguicidas
carbamatos, y los productos de hidrdlisis resultantes se hacen reaccionar con 4-
aminoantipireno (AP) para dar cuatro productos de color rojo. Los compuestos
coloreados se enriquecen y separan por el método de CPE utilizando Tritén X-100, y la
fase coacervada que contiene los compuestos se determina con HPLC en la regién visible
[93].
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Tabla 14. Resultados del andlisis en muestras de maiz [93].

Disolventes Supramoleculares

Encontrado en CPE

(%)

» e Encontrado_en CPE LLE® encon-trado
Pesticida (ng-kg) (.p,g-kg 1) (}lg'kg 1)
(media £ SD, n=5) (media £ SD, n=5)
2 1.64 £0.07 nd
Arprocarbo 20 17.77 £0.45 nd
200 182.67 +4.04 179.64 + 3.54
2 1.69+0.08 nd
Carbofurano 20 18.00 + 0.53 nd
200 188.33 + 2.08 178.83 +4.76
2 1.69+0.09 nd
Isoprocarbo 20 18.27 £ 0.60 nd
200 181.67 +3.79 178.87 +3.76
5 4.64+0.14 nd
fenobucarbo 20 17.87 £0.35 nd
200 179.34 +4.16 180.25+4.41

SD: Desviacion estandar
nd: No detectado

(media £ RSD, n=5)
82.3+35
88.8+23
91.4+2.0
84.2+38

90.0+2.6
94.2+1.1

84.7+4.0

91.3+3.0
90.8+1.9

86.6+2.7
89.3+1.8
89.7+2.0

* Se obtuvieron recuperaciones superiores al 80 % en todos los métodos anteriormente mostrados.
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6.2.3 Tensoactivos

Frente a las extracciones liquido-liquido convencionales, los disolventes supramoleculares
compuestos por agregados tensoactivos son bastante adecuados para la extraccion de estos
contaminantes anfifilicos mediante la formacién de agregados mixtos analito-extractor por
interacciones hidrofdbicas y electrostaticas. Las interacciones hidrofébicas conducen a la
formacidn de agregados de anfifilos mezclados al azar y se considera como el componente ideal
de la mezcla. Las interacciones electrostaticas se hacen progresivamente mas fuertes en las
mezclas del mismo tipo de anfifilo a las de carga opuesta.

Merino et al. extrajeron en 2003 los tensoactivos de alquilamonio y los concentraron a partir de
muestras de lodos mediante la técnica de extraccién del punto de turbidez inducida por acido
(ACPE). Posteriormente se utilizd LC en fase reversa y la ionizacion por electropulverizacién en
modo de iones positivos para la separacion, cuantificacion e identificacion de homdlogos
individuales de los tensoactivos cationicos. La recuperacion total del método oscild entre el 91y
casi el 100 %. El andlisis de los tensoactivos catidnicos en los lodos activados y deshidratados
recogidos en dos plantas de tratamiento de aguas residuales diferentes reveld la presencia de
dialquildimetilo, alquilbencildimetilo y alquiltrimetilo. No se detectaron tensoactivos de
alquilpiridinio. Se confirmé la persistencia de los tensoactivos de alquil amonio en los lodos de
depuradora tras los tratamientos aplicados en las plantas de aguas residuales [76].

Cantero et al. utilizaron en 2004 el disolvente supramolecular SDSA, que también se aplicé con
éxito a la extraccion de etoxilatos de alquilfenol y de etoxilatos de alcohol de lodos de
depuradora antes de la determinacidn por LC-MS. Se analizaron los polietoxilatos de alquilfenol
(APE, nonilo y octilo) y los etoxilatos de alcohol (AE, C12-Ci6) en lodos de depuradora mediante
extraccion con dodecansulfonato de sodio (SDoS), que se somete a coacervacién en condiciones
acidas, seguida de cuantificacion con LC/MS con ionizaciéon quimica a presién atmosférica. La
extraccion por coacervacion se optimizé utilizando un lodo deshidratado envejecido vy
enriquecido. Las recuperaciones del método oscilaron entre el 78 y casi el 100 %,
independientemente de la matriz de lodos analizada. Se encontraron polioxilatos en todas las
muestras en los rangos de concentracion para el octilfenol, el nonilfenol y los homdlogos
individuales de AE, respectivamente [94].

Por ultimo, Ruiz et al. también se desarrollaron con éxito en 2004 un enfoque para la
monitorizacion de los bencenosulfonatos lineales (C10-C13) en los lodos de depuradora antes de
la LC-FL para la separacion y deteccién de los homélogos de alquilbencenosulfonatos (LAS) (Tabla
15) [95].
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Tabla 15. Porcentaje medio de recuperacion obtenido para la extraccion de homodlogos de LAS
(C10-Ci3) de lodos de depuradora (0.1 g) en funcidn de la concentracion de SDoS [95].

Recuperacion

Ci3

(%)
15 52 48 46 46 48
2 75 72 71 70 72
25 77 74 70 71 73
3 99 99 98 98 98
4 90 90 88 85 87

@ Recuperaciones promedio de LAS homdlogos. Condiciones experimentales: 40
°C,4 M HCly 1 hora.

6.2.4 Compuestos bioactivos

En la literatura se han propuesto varios métodos analiticos relativos a la aplicacion de disolventes
supramoleculares para la extraccion de compuestos bioactivos, como productos farmacéuticos,
vitaminas y medicamentos en matrices ambientales o bioldgicas. El analisis de muestras
bioldgicas (por ejemplo sangre, suero, plasma, orina) implica la precipitacion de las proteinas
coextraidas de la fase rica antes de la inyeccion por filtracidn tras la adicién de un disolvente
organico. Debido a la complejidad de estas matrices, el analisis de las mismas se realiza con base
a una matriz.

A veces se requieren bajas temperaturas del punto de turbidez para evitar la degradacion de los
compuestos bioactivos térmicamente labiles. Con este objetivo, Casero et al. propusieron en
1999 el uso de la coacervacién inducida por acido de SDSA para extraer vitamina E de soluciones
acuosas. Los tensoactivos anidnicos investigados fueron el dodecilsulfato de sodio (SDS), el 4cido
dodecilbencensulfénico (SDB-SA), el acido dodecilsulfénico (SDSA) y el dioctilsulfosuccinato de
sodio (Aerosol OT). La extraccion se llevd a cabo a 10 °C y se compard con la extraccién por
coacervacion utilizando PONPE, mostrando este ultimo sefales de interferencia en los
cromatogramas y probables pérdidas de analitos debido a la descomposicion reportada de la
vitamina a su temperatura de punto de turbidez. La capacidad de los tensoactivos anidnicos para
extraer compuestos térmicamente labiles se confirmé mediante la extraccion de vitamina E con
recuperaciones de alrededor del 80-85 % [17].

Abdollahi y Bagheri propusieron en 2004 la extraccién con Tritén X-114 para la determinacién
simultanea de dos quininas casi relacionadas: la 1,4-naftoquinona y la 2-metil-1,4-naftoquinona
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(vitamina K3) por espectrofotometria después de su reaccion con anilina. Se ensayaron métodos
guimiométricos y se acoplaron con la extraccidn coactiva para lograr una cuantificacion selectiva.
Entre los métodos de calibracién multivariante probados se realizé el algoritmo de minimos
cuadrados parciales, el cual proporciond los resultados mds precisos y fue seleccionado como
Optimo. El método se aplicé con éxito a los andlisis de aguas enriquecidas y de una muestra
sintética con una formulacién similar a la de los comprimidos comerciales de vitamina K3 [96].

El Triton X-114 también se ha utilizado para la extraccién coactiva de arbidol en plasma de rata
[97], carbamazepina y fenobarbital en plasma humano y saliva [98], valanfaxina en plasma
humano [99] y meloxicam en suero humano [30]. Cabe mencionar que el método relativo a los
farmacos antiepilépticos (carbamazepina y fenobarbital) permitio la separacion de las fracciones
libre y unida a proteinas de los farmacos, ya que los farmacos unidos a proteinas se transfirieron
a la fase de coacervado, mientras que la fraccidon libre permanecio en la solucidon acuosa de
equilibrio.

Se han propuesto otros tensoactivos no idnicos para evitar las sefiales de interferencia UV de la
serie Tritdn X. Con este objetivo Han seleccioné en 2008 el Genapol X-080 para el analisis de
flurbiprofeno, un antiinflamatorio no esteroideo, por LC-UV en plasma de rata, el cual no genera
dichas interferencias en la deteccién [100].

Lee y Su estudiaron en 1999 los comportamientos de particidn de la vancomicina en un sistema
bifasico con tensoactivo no idnico inducido por la temperatura. Se empled N-deciltetradxido de
etileno (Ci0Es) como tensoactivo. En la mayoria de las condiciones experimentales, la
vancomicina prefirio la fase superior rica en micelas. Sin embargo, a pH = 4, la vancomicina
prefirid permanecer en la fase inferior, pobre en micelas. En el sistema de extraccion se empled
un cotensoactivo de afinidad, el colesterol modificado con D-alanina para aumentar el
coeficiente de particion de la vancomicina. El coeficiente de particidn aumento
significativamente de 0.87 a 15.98 cuando se empled un cotensoactivo de afinidad. Otros
inconvenientes de este método fueron los largos tiempos necesarios para preparar el ligando de
afinidad (20 h) y para la extraccién (6 h) [101].

Se han propuesto pocos enfoques basados en disolventes supramoleculares para la extraccién
de compuestos bioactivos de plantas. Dos métodos para determinar farmacos cominmente
utilizados en la medicina tradicional china son el osthole y la imperatorina de Cnidium monnieri
[102] y la aesculina y la aesculetina de Cortex fraxini [103]. Ambos métodos utilizaron Genapol
X-080 para la extraccion mediada por micelas bajo ultrasonidos, seguida de preconcentracién
coactiva y analisis LC-UV. Las recuperaciones para el osthole y la imperatonina fueron superiores
al 94 %, mientras que las de la aesculina y la aesculetina fueron del 41 % y el 60 %,
respectivamente. Estos métodos se propusieron como herramientas valiosas para la extraccion
y purificacién a gran escala de ingredientes activos en materiales herbales.

Los SUPRAS también han demostrado un gran potencial para la extraccién de compuestos
bioactivos de los alimentos y se han aplicado recientemente a:

78



Q Disolventes Supramoleculares
—_—

e Extraccion de medicamentos veterinarios. Costi et al. proponen por primera vez en 2010
los disolventes supramoleculares como extractores en microextracciones de muestras
sélidas. El enfoque se evaludé mediante la extraccién de flumequina (FLU) y acido oxolinico
(OXO0), dos medicamentos veterinarios ampliamente utilizados, a partir de musculo de
pescado y marisco, utilizando un disolvente supramolecular formado por micelas inversas
de 4cido decanoico (DeA) [55].

e Antioxidantes en la cerveza. Chen et al. desarrollaron en 2010 un método basado en CPE-
HPLC y la deteccion ultravioleta para la determinacidn del xantohumol en la cerveza. Se
eligid Tritdn X-114 como medio de extraccién. El método propuesto se aplicé con éxito
para la determinacion de xantohumol en varias muestras de cerveza, se obtuvieron
recuperaciones que van del 90.7 % al 101.9 %. El método desarrollado demostrd ser
eficiente, ecoldgico, rapido y barato para la extraccion y determinacién del xantohumol
en la cerveza [104].

e Residuos de penicilina en la leche bovina. Kukusamude et al. desarrollaron en 2010 una
extraccion micelar mixta (MM-CPE) para el analisis de antibidticos de penicilina
(ampicilina, penicilina G, oxacilina y cloxacilina) en muestras de leche utilizando Tritén X-
114 y bromuro de trimetilamonio como extractor micelar mixto. Se obtuvo una alta
precision, con recuperaciones superiores al 80 %. El método de micela mixta-CPE-HPLC
propuesto demostré tener un alto potencial para el analisis de residuos de penicilina en
la leche con un LOD comparable a los limites maximos de residuos establecidos [79].

6.2.5 Colorantes

Se han propuesto varios enfoques para la determinacidon de colorantes en alimentos y agua
utilizando disolventes supramoleculares. La determinacidn espectrofotométrica de la Rodamina
B utilizando CPE con Tritén X-100 fue comunicado en 2008 por Pourreza para el andlisis de pastel
suave, jabdn liquido para manos, mezclas de colorantes textiles y puntas de cerillas (Tabla 16).
Las muestras se diluyeron a 50 mL con agua y se filtraron antes de la coacervacion. Este método
proporciond recuperaciones por encima del 96 % [105].
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Tabla 16. Determinacién de la rodamina B en diferentes muestras [105].

Rodamina B Rodamina B
Muestra agregada encontrada?® Recuperacion (%)
(ng-mL?) (ng-mL)
- 31.0+0.5 -
b

Pastel suave 1 50.0 78.0+ 15 96.0
100.0 135.0+1.6 103.0

- 16.5+0.4 -
Pastel suave 2 ¢ 20.0 37.0x1.5 101.5
40.0 56.5+1.5 100.0

Mezcla de ) 23.5+04 )
colorantes textiles 25.0 50.0+1.5 103.0

d

50.0 76.0+1.5 103.5

- 6.5+0.2 -
Jabon liquido para 10.0 16.0+ 0.5 97.0

manos

20.0 27.0+£0.9 102.0

- 11.0+£0.5 -
Puntas de cerillaf 10.0 21.0+0.6 100.0
20.0 30.0+x0.9 97.0

n=3

b Cantidad de Rodamina B: 97.0 pg-g™

¢ Cantidad de Rodamina B: 51.0 pg-g*

d Cantidad de Rodamina B: 112.5 mg-g

¢ Cantidad de Rodamina B en jabdn liquido para manos: 5.3 ug-g*
f Cantidad de Rodamina B en puntas de cerilla: 770.8 pg-g™

Liu et al. han propuesto en 2007 un método para la extraccidn de colorantes de Sudan del polvo
de chile. Se desarrollé un método CPE-HPLC (UV) para la determinacion de colorantes Sudan (I-
IV), se utilizé Tritén X-100 para extraer y preconcentrar los colorantes Sudan del polvo de chile
antes de su determinacién por HPLC-UV. La separacién y determinacién de los colorantes de
Sudan se llevd a cabo en el sistema HPLC-UV con elucién isocratica. Los autores concluyeron que
era necesario investigar mds para evitar el uso de este disolvente organico y propusieron la
extraccion asistida por microondas como una alternativa que estudiarian en futuros
experimentos. En este sentido, un método de extraccion mas sencillo basado en SUPRAS
utilizando micelas inversas de acido decanoico proporciona recuperaciones superiores al 85 %
para todos los colorantes de Suddn analizados en salsas que contienen chile [106].
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Pourreza y Zareian elaboraron en 2009 un SUPRA con micelas mixtas de Tritén X-100 y bromuro
de cetiltrimetil amonio (CTAB) para la extraccion de Naranja Il en los alimentos. El Naranja Il es
un colorante aniénico y forma un par de iones con el tensoactivo catidnico (CTAB) que se ha
extraido en la fase tensoactiva de Tritdon X-100. Las muestras de dulce y chicle se diluyeron con
agua y se filtraron antes de la extraccidn. La fase rica en tensoactivos extraida se diluyé con agua
y se midié su absorbancia con un espectrofotémetro, alcanzando recuperaciones entre el 99 %
y el 102 %. Como también se muestra en la Figura 26, el espectro UV-vis del componente
presente en el recubrimiento del chicle se correspondia muy bien con el espectro estdandar del
Naranja Il (Figura 26). Dado que no existe un método oficial o estandar para la determinacién del
naranja ll, la metodologia desarrollada se validé mediante estudios de recuperacién [80].
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Figura 26. Espectros de absorcién de (a) Solucion de recubrimiento de chicle (b) Naranja Il y, (c) una
mezcla de solucidn de recubrimiento de chicle y Naranja Il [80].

6.2.6 Disruptores enddcrinos

Cantidades relativamente grandes de hormonas naturales y sintéticas entran en el medio
ambiente a través de los vertidos de aguas residuales o por la aplicacién de desechos animales,
como el estiércol de ganado y aves de corral y otros biosélidos, a las tierras agricolas.

Wang et al. desarrollaron en 2006 un método basado en la extraccién en el punto de
enturbiamiento para determinar cuatro tipos de estrégenos: estriol (E3), estradiol (E2), estrona
(E1) y progesterona (P) en agua mediante separacion por HPLC-UV. Se eligié el Tritén X-114 como
disolvente de extraccion. Se evaluaron y optimizaron los parametros que afectan a la eficacia de
la extraccidn, como las concentraciones de Tritén X-114 y Na,SOa, la temperatura de equilibrio,
el tiempo de equilibrio y el tiempo de centrifugacién. Bajo las condiciones éptimas, se obtuvieron
factores de preconcentracidon de 99 para E3, 73 para E2, 152 para E1 y 86 para P en 10 mL de
muestra de agua (Tabla 17) [107].
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Tabla 17. Determinacién y recuperaciones de muestras de agua enriquecidas con cuatro analitos [107].

Agregado Encontrado? Recuperacion®
(ng:mL?) (ng:mL?) (%)
Estrégeno Aguas residuales
- nd -
E3
10.0 9.9 99.0+8.5
- nd -
E2
10.0 8.1 81.2+115
- nd -
El
10.0 9.8 81.2+115
- nd -
P
50.0 46.1 92.1+10.1
Agua expuesta en el laboratorio
- nd -
E3
100 9.9 99.5+10.1
- 56 -
E2
10.0 154 99.0+12.0
- nd -
El
10.0 9.8 98.0 £ 10.5
- nd -
P
50.0 49.5 99.0+11.5

@ Media de tres determinaciones.
b Desviacién estandar y media de tres determinaciones.
nd: No detectado.

Otro elemento importante a determinar por su presencia enddcrina es el bisfenol (BP). Hasta la
fecha se han propuesto varios métodos para la determinacién del bisfenol A (BPA) en:

e En alimentos enlatados: Garcia-Prieto et al. propusieron en 2008 el uso de coacervados
basados en micelas inversas de acido decanoico para la extraccion de bisfenol A (BPA) de
verduras y frutas enlatadas antes de su determinaciéon por cromatografia liquida y
deteccion por fluorescencia. El procedimiento consistié en la extraccion de cantidades
minimas (300-700 mg) de muestra de alimentos homogeneizados con una solucién
acuosa que contenia un 10 % de THF y un 0.5 % de acido decanoico. Las recuperaciones
en las muestras oscilaron entre aproximadamente el 81-96 %. El método se aplicé con
éxito a la determinacidn de BPA en el contenido sélido de ensalada de frutas en conserva,
melocotones en almibar, rodajas de mango, pimientos rojos, maiz dulce, judias verdes y
guisantes [108].
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e Bebidas: Ballesteros-Gémez et al. evaluaron en 2009 SUPRAS de base anfifilica (ASS), que
son liquidos inmiscibles en agua compuestos por agregados supramoleculares en los
regimenes de nano y microescala dispersos en una fase continua, para la extraccién de
contaminantes traza en alimentos liquidos. Los ASS seleccionados estaban formados por
micelas invertidas de acido decanoico dispersos en THF-agua y los contaminantes
utilizados como modelo fueron el bisfenol A (BPA), la ocratoxina A (OTA) y el
benzo[a]pireno (BaPy). La OTA se encontré en muestras de vinagre, mosto y cerveza, con
concentraciones que oscilaban entre 92 y 177 ng-L%, el BaPy se cuantificé en muestras de
té y café con concentraciones entre 1.5 y 16.6 ng-L'}, mientras que el BPA se detectd en
dos refrescos enlatados y se cuantificd en uno de ellos (bebida de té) con un nivel de
2.3 gL1[16].

e Orina: El BPA urinario total se utiliza para evaluar la exposicion humana a este
contaminante. Garcia-Prieto et al. proponen en 2008 el uso de coacervados formados por
micelas inversas de acido decanoico para la microextraccién del BPA previo a su
determinacién por LC y deteccidén por fluorescencia con el objetivo de simplificar el
tratamiento de la muestra y reducir el tiempo y el costo de andlisis en los estudios
epidemioldgicos. El procedimiento consiste en la hidrélisis enzimatica de orina v,
posteriormente, la adicién de dcido decanoico y THF. Las recuperaciones en las muestras
oscilaron entre el 88 y el 95 %. El factor de concentracién proporcionado por el método
fue de 38. El método se aplicd con éxito a la determinacion del BPA total en la orina de
ocho voluntarios sanos [32].

La mayoria de estas determinaciones utilizaron el disolvente supramolecular formado por
agregados de micelas inversas de acido decanoico. Este disolvente proporciona interacciones de
van der Waals entre la regidn hidrofébica del BPA y las colas de los tensoactivos en la superficie
micelar, y puentes de hidrégeno entre los grupos de cabeza polares y los grupos hidroxilos del
BPA en el nucleo micelar [15].

6.2.7 Fenoles

Los fenoles y sus derivados se utilizan ampliamente en la industria quimica y agricola y también
se producen de forma natural a partir de la descomposicion de ciertos vegetales. Los compuestos
fendlicos, y principalmente los clorofenoles, tienen propiedades tdxicas, siendo algunos de ellos
clasificados como cancerigenos por el Centro Internacional de Investigaciones sobre el Cancer
(IARC). Un grupo de once fenoles ha sido incluido en la lista de contaminantes prioritarios de la
EPA, y se han establecido niveles muy restrictivos en términos de normas de calidad del agua
para el pentaclorofenol (0.4-1 g-L'), lo que exige metodologias sensibles [15].

Para la extraccion de los clorofenoles de las aguas naturales Jin et al. utilizaron en 1999 un SUPRA

inducido por sal compuesto por micelas catidnicas acuosas de cetrimida en aguas naturales antes
de la LC-UV, con la adicidn de una pequeiia cantidad de cotensoactivo (1-octanol) para promover
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la separacion de fases contra la precipitacion. La utilidad del procedimiento se demuestra
mediante la aplicacién de la determinacion de clorofenoles seleccionados en el agua del rio. Con
este procedimiento se obtienen recuperaciones superiores al 95 % y limites de deteccién
inferiores a 62 partes por billén para los clorofenoles seleccionados [109].

El tensoactivo no idnico Genapol X-080 se utilizd en 2022 para producir un SUPRA adecuado para
la extraccion de un total de 14 compuestos fendlicos (incluyendo nitrofenoles y clorofenoles) de
aguas marinasy residuales (Tabla 18). EI SUPRA se generd mediante la adicion de NaCl. La adicién
de la sal tuvo dos efectos beneficiosos: por un lado, las dos fases formadas después de la
extraccién en el punto de turbidez con Genapol X-080 eran de densidades similares y se
mezclaban casi inmediatamente después de la centrifugacion, de modo que la sal facilitaba la
separacion de las dos fases. Por otro lado, el efecto de salazdn se tradujo en un aumento de la
eficiencia de extraccion para los compuestos mas polares. Se han obtenido limites de deteccién
inferiores a 10 pg-L? para todos los compuestos estudiados. El método se ha aplicado a su
determinacion en muestras de agua de mar y aguas residuales depuradas [74].
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Tabla 18. Porcentajes de recuperacion de los compuestos fendlicos en el agua de mar y en las aguas
residuales depuradas previamente adicionadas con los 14 derivados fendlicos estudiados [74].

‘ No. Compuesto Abreviacion tr/min A/nm
1 Fenol PH 53 270
2 4-Nitrofenol 4-NP 87 313
3 2,4-Dinitrofenol 2,4-DNP 103 260
4 p-Cresol PC 119 279
5 2-Nitrofenol 2-NP 129 279
6 2-Clorofenol 2-CP 140 275
7 2,4-Dimetilfenol 2,4-DMP 247 280
8 4,6-Dinitro-orto-cresol 4,6-DNOC 253 280
9 4-Cloro-m-cresol 4-CMC 281 280
10 2,4,6-Trimetilfenol 2,4,6-TMP 291 280
11 2,4-Diclorofenol 2,4-DCP 294 280
12 4-Cloro-3,5-dimetilfenol 4-C-3,5-DMP 314 280
13 2,4,6-Triclorofenol 2,4,6-TCP 330 290
14 Pentaclorofenol PCP 382 303

Recuperacion?® (%)

Agua de mar Aguas residuales tratadas

Compuesto

100 pg-L ™t agregado 300 pgL” 100 pg-Ltagregado | 300 pg-Lagregado
agregado

PH 69 + 5b 67+5 585 61+5
4-NP 8513 8218 703 77 £5
2,4-DNP 715 77 £5 665 665
PC 61110 8118 64 +£10 6316
2-NP 737 766 657 68+5
2CP 74 +7 797 707 707
2,4-DMP 8711 8415 74 £ 11 84+5
4,6-DNOC 94+4 98 +4 821+4 8714
4-CMC 99+4 109+2 92+4 102+4
2,4,6-TMP 74+ 8 796 678 676
2,4-DCP 977 106 £5 1017 1036
4-C-3,5-DMP 106 £ 13 100+5 104 £ 13 98+ 6
2,4,6-TCP 107t6 111 +11 102+6 102+6
PCP 1105 107 +9 104 £5 1035

2Media de tres determinaciones.
b Promedio de recuperacién * desviacién estandar
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6.3 Adaptacidon de SUPRAS a tratamientos innovadores de muestras

Una de las caracteristicas mas destacadas de los SUPRAS deriva de las oportunidades que ofrece
el autoensamblaje. Los SUPRAS pueden adaptarse mediante un disefio adecuado de los
componentes (por ejemplo, seleccionando la estructura del anfifilo o el agente inductor de la
coacervacién) y/o del entorno (por ejemplo, seleccionando la composicion de la solucién o las
condiciones de extracciéon). En cuanto al entorno, hay que tener en cuenta que las
nanoestructuras ordenadas en el SUPRA se mantienen unidas por interacciones no covalentes, y
en consecuencia, si el entorno cambia, estas nanoestructuras se reformardn y seran
indistinguibles del original, por lo que se comportan como materiales adaptativos.

Lehn hizo un estudio exhaustivo en este tema en 2009, donde concluyé cémo la quimica
supramolecular explora activamente los sistemas en proceso de autoorganizacion, es decir, los
sistemas capaces de generar espontaneamente arquitecturas supramoleculares funcionales bien
definidas mediante el autoensamblaje a partir de sus componentes, sobre la base de la
informacién molecular almacenada en el entramado covalente de los componentes vy
entendimiento a nivel supramolecular mediante algoritmos interaccionales de reconocimiento
molecular especificos, comportdndose asi como sistemas quimicos programados. Las entidades
supramoleculares, asi como las moléculas que contienen enlaces reversibles, son capaces de
experimentar un cambio continuo en su constitucién mediante la reorganizaciény el intercambio
de bloques de construccion. Esta capacidad define una Quimica Dinamica Constitucional (CDC)
tanto a nivel molecular como supramolecular [110].

Asi, la naturaleza reversible de los SUPRAS ofrece una forma sencilla de manipular las
nanoestructuras ordenadas que los componen, lo que abre la puerta al disefio de disolventes
para el desarrollo de tratamientos innovadores de muestras.

Un ejemplo de SUPRAS sensibles al medio ambiente de interés para la limpieza de muestras y el
desarrollo de métodos independientes de la matriz son los sintetizados a partir de acidos
carboxilicos [21] y alcanos [50] en mezclas hidroorgdnicas miscibles (normalmente agua-THF o
agua-etanol). Estos SUPRAS consisten en agregados hexagonales invertidos en los que los grupos
polares rodean las cavidades acuosas y las cadenas hidrocarbonadas estan dispersas en el
disolvente organico (Figura 27a). El tamafio de las cavidades acuosas de los agregados
hexagonales puede adaptarse controlando el entorno (su tamafio aumenta a medida que lo hace
la proporcién fase organica/fase acuosa en la suspension coloidal, Figura 27a), y esta propiedad
se ha explotado para sintetizar SUPRAS con propiedades de acceso restringido (SUPRAS-RAM)
[50]. La Figura 27b muestra tres micrografias obtenidas mediante criomicrografia de barrido
(cryo-SEM) que representan el SUPRA completo, una sola gota de coacervado y su estructura
interna. En todas ellas se observa la disposicidn hexagonal de los anfifilos a nivel nano y micro,
una muestra de la adaptabilidad del arreglo que los SUPRAS pueden lograr.
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Figura 27. a) Esquema de disposicién de los alcanos en agregados hexagonales invertidos y la variacion
del tamafio de las vacuolas en funcién de la composicion de la solucidn sintética. b) Micrografias
obtenidas por crio-SEM para un SUPRA basado en decanol a diferentes aumentos. ¢) Esquema
ilustracién de las propiedades de acceso restringido para los SUPRAS basados en alcanoles y fotografia
de una muestra de suero después de la extraccién con SUPRA [37].

La capacidad de los SUPRAS para comportarse como disolventes con propiedades de acceso
restringido se demostrd por primera vez en 2012 por Ballesteros-Gémez y Rubio extrayendo
compuestos polares o idnicos con masas moleculares variables [50]. La Tabla 19 muestra las
recuperaciones obtenidas para la extraccion de tres compuestos (es decir, ocratoxina A de
alimentos infantiles de cereales, y rojo dcido 97 y azul brillante G de lodos), que fueron esperados
a solubilizarse en las cavidades acuosas de SUPRAS-RAM sintetizadas a partir de decanol en
diferentes mezclas de THF y agua. Las recuperaciones de estos compuestos dependian en gran
medida del porcentaje de THF en la suspension coloidal y, en consecuencia, del tamafio de las
cavidades acuosas de SUPRAS. Asi, no se obtuvo ninguna recuperacidon cuantitativa para el
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compuesto mas voluminoso (es decir, el azul brillante G) y los resultados obtenidos para los
SUPRAS formados en un entorno especifico reflejaron claramente que las recuperaciones
disminuian a medida que aumentaba el peso molecular de los analitos (por ejemplo, 80 %, 36 %
y 5 % para la ocratoxina A, el rojo acido 97 y el azul brillante G, respectivamente, para los SUPRAS
sintetizados en un 30 % de THF).

Tabla 19. Recuperaciones obtenidas para la ocratoxina A, el rojo acido 97 y el azul brillante G en funcién
de la composicion de la solucidn (THF-agua) para la coacervacion del decanol [50].

% THF en suspension

Recuperacion de

coloidal ocratoxina A (%)
10 23+5
20 45+9
30 80+1
50 109+4
% THF en suspension e el
coloidal Rojo acido 97 (%)
20 18+3
30 361
50 100+1
% THF en suspension Recuperacion de
coloidal Azul Brillante G (%)
10 -
20 -
30 5+3
50 54+1

Una clara consecuencia de las propiedades de acceso restringido de los SUPRAS es la no
extraccién de macromoléculas como los polisacaridos o los dcidos humicos debido a su exclusién
fisica. Por otro lado, las proteinas también quedan excluidas de la extraccién por mecanismos
quimicos (es decir, precipitacion por disminucion de la constante dieléctrica en presencia del
disolvente organico y floculacion por asociacidon con el anfifilo). La Figura 27c muestra un
esquema de estos mecanismos y una fotografia de una muestra de suero en la que se obtienen
tres fases tras la extraccién: el SUPRA en la parte superior que contiene los analitos, la capa de
proteinas en el centro (precipitacidon-floculacién) y el residuo de suero en la parte inferior. Asi,
los SUPRAS-RAM tienen el potencial de extraer analitos en un amplio rango de polaridad
mientras excluyen las macromoléculas, lo que les da la posibilidad de integrar la extraccién de
analitos y la limpieza de la muestra en un solo paso y desarrollar tratamientos genéricos de la
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muestra que sean independientes de la matriz. Este potencial ya se ha explotado en diversas
aplicaciones. Algunos ejemplos son:

La extraccion de anfetaminas en muestras bioldgicas (Figura 28) donde Accioni et al.
proponen en 2018 un tratamiento de muestras universal y de un solo paso, basado en
SUPRAS para simplificar la confirmacién de anfetaminas en siete matrices bioldgicas. El
método se validé completamente para la anfetamina (AMP), la metanfetamina (MA), la
3,4-metilendioxianfetamina (MDA), la N-etil-3,4-metilendioxianfetamina (MDEA) vy la
N-metil-3,4-metilendioxianfetamina (MDMA). EI SUPRA se formd espontdnea e
instantaneamente en la solucidn a granel por autoensamblaje y coacervacién, pues el
SUPRA, menos densa que el agua, se separd de la solucién a granel como una capa
superior [111].

La extraccidon de ocratoxina A (OTA) en especias sujetas a la normativa de la Unidn
Europea (es decir, Capsicum spp., piper spp., nuez moscada, jengibre y clircuma)
propuesta en 2018 por Caballero-Casero et al. Las propiedades del SUPRA-RAM
permitieron la exclusién de macromoléculas por mecanismos quimicos y fisicos, y los
pigmentos y aceites esenciales no influyeron en la extraccién de la OTA. El tratamiento
de la muestra durd 10 minutos y requirié cantidades minimas de especia y volumen de
SUPRAS [112].

Garcia-Fonseca y Rubio investigaron en 2016 la extraccién de toxinas de fusarium en
cereales. Exploraron la capacidad de los SUPRAS compuestos por agregados hexagonales
invertidos de acido oleico para que se comporte como un liquido con propiedades de
SUPRAS-RAM. Las toxinas de fusarium se extrajeron con el SUPRAS-RAM a base de acido
oleico para investigar la capacidad del disolvente de eliminar o reducir la supresién de la
ionizacién y/o la mejora en el analisis de muestras complejas por MS [112].

En todos los casos, los extractos SUPRAS se analizaron directamente por LC-MS/MS [92 y 94] o
LC-FL [93] utilizando una calibracién externa.

Ademas de la extraccion de macromoléculas, los SUPRAS-RAM formados a partir de anfifilos
volatiles han sido sintetizados para su aplicacion a muestras con un alto contenido en lipidos
[24]. Los lipidos se extraen facilmente con SUPRAS debido a la formacion de agregados mixtos
con los anfifilos que los componen. Después de la extraccidn, el extracto del SUPRA se evapora
hasta sequedad y los analitos se extraen con un bajo volumen de disolvente organico del residuo
gue contiene la fraccion lipidica.
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Figura 28. a) Esquema que muestra la estructura del SUPRAS y los mecanismos de eliminacién de
proteinas y carbohidratos y b) fotografias correspondientes a la extraccion de ATS (estimulantes de tipo
anfetaminico) de una solucién acuosa enriquecida y de siete matrices bioldgicas con un SUPRAS-RAM a

base de hexanol [111].
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Desafios de los SUPRAS en la preparacidon de muestras para cromatografia

Aun gqueda mucho por hacer en todos los temas tratados. En esta seccidn, la discusion se centra
en la elucidacién de las nanoestructuras de los SUPRAS, que es un requisito previo para avanzar
en el disefio de SUPRAS con funciones programadas que permitan el desarrollo de tratamientos
de muestras innovadores [87, 113, 114 y 115].

7.1 Elucidacion de las nanoestructuras de los SUPRAS

El conocimiento de la disposicién de los anfifilos en los SUPRAS es de primordial importancia para
comprender los mecanismos que intervienen en la coacervacién, que es la base para la
adaptacion de los SUPRAS con funciones programadas. Por otra parte, la elucidacién de las
nanoestructuras internas de los SUPRAS también es fundamental para la creacion de esquemas
de extraccién basados en el conocimiento, en comparacién con los procedimientos comunes de
extraccion basados en los SUPRAS que se basan principalmente en un enfoque de ensayo y error.

La caracterizacion estructural de los SUPRAS implica en primer lugar la comprobacion de que la
fase liquida separada es un coacervado, y por lo tanto esta formada por gotas oleosas
individuales. Las gotas de coacervado se observan facilmente mediante microscopia de luz y su
tamanio suele oscilar entre 1y 100 um. La Figura 29 ay b muestran micrografias correspondientes
a dos SUPRAS reportadas por [37]. La mayoria de los estudios que incluyen extracciones basadas
en SUPRAS incluyen este tipo de micrografias para la confirmacion de la coacervacion.

Figura 29. Coacervados obtenidos por microscopia 6ptica para SUPRAS sintetizados a partir de a)
dodecilsulfato en acido clorhidrico, b) acido octanoico en THF-agua, c) imagen de Cryo-TEM del SUPRA
basado en Ci;Es que muestra micelas en forma de varilla, d) imagen de Cryo-HRSEM de un SUPRAS basado
en tensoactivo geminicos cuaternarios de fosfato-amonio que muestra una morfologia de esponja [37].
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La elucidacién de la nanoestructura interna de un SUPRA es mas compleja, ya que requiere
condiciones de funcionamiento que mantiene la integridad de los agregados supramoleculares
formados por enlaces no covalentes. Las principales técnicas utilizadas para este fin son la cryo-
SEM (criomicroscopia electrénica de barrido) y la microscopia electrénica de transmisién por
congelacidn-fractura (FF-TEM). La mayoria de los estudios en esta drea se encuentran en la
literatura de la fisicoquimica.

Por ejemplo, estd el estudio del desarrollo de tensoactivos para coacervacion en soluciones
acuosas desarrollado en 2014 por Wang y Wang, donde resumen el desarrollo de la coacervacién
gue se produce en tensoactivos monoméricos, tensoactivos de una y dos colas, tensoactivos
geminicos y sus mezclas [116].

Aunque estos estudios en la literatura son muy valiosos y pueden proporcionar alguna
orientacién, muchos de estos coacervados no han encontrado aplicacién en las extracciones
analiticas. Por lo tanto, una colaboracidn mds estrecha entre ambas dreas parece ser esencial
para una comprension mas profunda de las nanoestructuras internas de los SUPRAS de interés
en los procesos de extraccioén.

En general, la disposicion de los tensoactivos en los SUPRAS depende en gran medida de su
estructura. Asi, para los SUPRAS inducidos por la temperatura compuestos por tensoactivos no
ionicos del tipo CnEm, donde m representa el nimero de grupos oxietileno, hay dos disposiciones
basicas que dependen de la relacién n a m [22]. En el caso de los tensoactivos con una relacidn
moderada (por ejemplo, C12Es ), el aumento de la temperatura induce una transicion de micela
esférica a forma de vara, y este crecimiento micelar provoca la separacion de fases (Figura 29 c)
explicado en el 2000 por Bernheim-Groswasser et al. [117]. Por el contrario, para los tensoactivos
con una relaciéon mas alta (por ejemplo, Ci12Es), el pardmetro de empaquetamiento disminuye y
las formas esféricas se vuelven predominantes, por lo que la separacion de fases se produce
como resultado de la interaccidn atractiva micela-micela [118 y 119].

La coacervacién de tensoactivos zwitteridnicos a temperatura ambiente dan estructuras tipo
esponja formadas por bicapas conectadas al azar, que se asemejan localmente a la topologia de
una fase cubica bicontinua, pero que muestran un orden de corto alcance (por ejemplo la Figura
29 d y la Figura 30), por ejemplo el trabajo reportado en 2002 de Menger et al. [120].
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Figura 30. Criograbado-HRSEM del coacervado B (50000 x, -115 °C, 5 % en masa, 10 minutos de
grabado). Barra de escala (5 mm) = 200 nm [120].

La elucidacion de la disposicién de la estructura interna de los coacervados formados a partir de
alcanos en un medio THF-agua en agregados hexagonales invertidos sensibles al entorno (Figura
27) fue esencial para explotar sus propiedades de acceso restringido, lo que pone de manifiesto
la necesidad de realizar este tipo de estudios.

En el caso de los SUPRAS inducidos por contraiones organicos, tanto la estructura del tensoactivo
como el agente inductor determinan la estructura y las propiedades de los SUPRAS. Este es el
caso de la coacervacién de vesiculas de acido carboxilico-carboxilato (Figura 17) o de micelas de
dodecilsulfato en presencia de iones de tetraalquilamonio expuesto en el afio 2006 por Kabir-
ud-Din et al. [121]. Estos iones neutralizan la carga anidnica de los grupos carboxilato y sulfato y
forman puentes de tetraalquilamonio entre las vesiculas o micelas uniendo los agregados en una
red continua. En el caso de la coacervacién del cetiltrimetilamonio inducida por la sal biliar
desoxicolato de sodio que informaron en 2012 Manna et al., se forma una red tridimensional de
agregados entretejidos en forma de hilo debido al esqueleto esteroide rigido de la sal biliar
representada en la Figura 31 [122].
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Figura 31. Formacion de diferentes tipos de agregados para los sistemas tensoactivos mixtos de sales
biliares C,TABr: a) micelas esféricas (predominantes en los sistemas mixtos C,TABr-NaC), b) micelas en
forma de barra (predominantes en los sistemas mixtos C,TABr-NaDC) [122].
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8. Conclusiones

Esta actualizacion monografica muestra que los avances en las ultimas dos décadas en el
desarrollo de SUPRAS y sus procedimientos para aplicarlos a extracciones de compuestos
organicos previo a su andlisis cromatografico han sido sumamente asombrosos: practico y
tedricamente se han presentado métodos inteligentes y eficientes.

Al dia de hoy, y con los conocimientos recabados en este trabajo, se posee mucha informacion
gue explica a detalle cdmo actuan las fuerzas intermoleculares existentes en las extracciones, su
comportamiento, propiedades y los fendmenos que se presentan en su ensamblaje. Esto permite
establecer metodologias especificas a través de la informacion tedrica que se ha recabado hasta
el dia de hoy sin la necesidad de recurrir a ensayos de prueba y error. Del mismo modo, estos
conocimientos han demostrado ser eficaces para combinar la extraccion por SUPRAS con
técnicas cromatograficas especificas. Sin embargo, a pesar de toda la informacidn recabada y las
investigaciones realizadas, falta realizar mucha investigacion para entender las caracteristicas
mas particulares y de mayor interés de los SUPRAS, pues estos disolventes tienen la capacidad
de extraer una amplia gama de compuestos no relacionados entre ellos estructuralmente, asi
como la capacidad de extraer analitos con propiedades tan particulares que no ha habido
precedente alguno de su aislamiento.

Finalmente, se concluye que los disolventes supramoleculares, disolventes generados a partir de
coacervados mediados por anfifilos particulares, si son una alternativa verde eficaz a los
disolventes organicos convencionales en la extraccién de analitos de interés en matrices
organicas, bioldgicas y alimenticias
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