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RESUMEN
Q.C.B. Omar Jassiel Portillo Castillo Fecha de graduacion:

Universidad Auténoma de Nuevo Ledn
Facultad de Medicina.

Titulo de Estudio: EVALUACION DEL USO DE LIQUIDOS IONICOS EN LA
EXTRACCION MICELAR DE COMPUESTOS HIDROFILICOS.

Numero de paginas: 128
Candidato para el grado de Maestro en Ciencias
con Especialidad en Quimica Bioédica.

Area de estudio: Quimica Analitica.

Propésito y Método de estudio:

Cuando los procedimientos de preparacioén de muestra convencionales son aplicados
para el analisis de compuestos de polaridad elevada, se presentan un gran nimero de
dificultades, como lo son la necesidad del uso de grandes cantidades de solventes organicos
toxicos y que los procedimientos requieran multiples pasos, lo que a su vez se traduce en que
los métodos de analisis sean muy largos, laboriosos y poco eficientes. Los liquidos idnicos
(ILs) son una nueva clase de sales organicas, que actualmente son considerados como
solventes alternativos en los procesos de extraccion convencionales debido a su
miscibilidad con agua y solventes organicos, baja volatilidad y a su gran capacidad
de solubilizar sustancias organicas e inorganicas. Este elevado potencial como
solventes y su similitud estructural con los surfactantes, permiten pensar que los
liguidos i6nicos pueden desempefiarse satisfactoriamente como nuevos medios
extractantes para compuestos hidrofilicos en procedimientos de extraccion micelar.

En este trabajo se presentan el desarrollo y optimizacién de procedimientos
de ME para la extraccion de acrilamida, acido salicilico y cafeina, utilizando el
[DMIM] [BF4] y el Tx-114, asi como el desarrollo y validacion de los métodos de
andlisis por HPLC. Se evaluaron 5 ILs, de los cuales se seleccion6 el de mayor CMC
y tamafio de micela. Por altimo, se comparé el desempefio del liquido idnico
seleccionado y del Tx-114 en la extraccion de los tres analitos.

Contribuciones y Conclusiones:

Se demostré que los liquidos ionicos pueden desempefiarse como medios de
extraccion para compuestos hidrofilicos con altos porcentajes de recuperacion, por lo
que pueden ser considerados como una alternativa a los solventes convencionales.

FIRMA DEL DIRECTOR

Dra. Rocio Castro Rios
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CAPITULO 1

INTRODUCCION

1.1 Técnicas de Preparacion de Muestra.

Los procedimientos analiticos consisten tipicamente en una serie de pasos
igualmente importantes como lo son: el muestreo, el tratamiento de la muestra, la
identificacion y/o cuantificacion del analito, asi como el tratamiento de los datos

obtenidos del analisis (Ramos L. 2012).
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Considerando que sus principales objetivos son la eliminacion de las
interferencias de la matriz, concentrar al analito y hacerlo compatible con el sistema
de analitico, es evidente que esta parte del proceso analitico tiene una profunda
influencia tanto en el tiempo total requerido para completar el analisis, asi como en la
calidad de los resultados obtenidos. Sin embargo, s6lo ha sido en los Gltimos afios
que este paso ha tomado importancia en los protocolos de anélisis, desarrollandose
grandes avances en esta area de investigacion, sobre todo por la creciente demanda
de procedimientos para determinaciones mas precisas, exactas y rapidas de un
numero cada vez mayor de analitos de bajas concentraciones en matrices complejas

(Tankiewicz M. et al. 2011).

Las técnicas de preparacion de muestra convencionales, tales como la
extraccion liquido-liqguido (LLE) y la extraccidn Soxhlet, son ampliamente
aceptadas y se utilizan para aplicaciones de rutina y/o con fines de referencia. En los
Gltimos afos, estas técnicas se han revisado y han sido actualizadas, llevando al
desarrollo de nuevas técnicas de extraccion mas rapidas, eficientes, versatiles y
amigables con el medio ambiente, esto dentro de los objetivos de la Quimica Verde

(Sousa J et al. 2012).

La aplicacion de los principios de la Quimica Verde en la preparacion de
muestra, conduce a la miniaturizacion de los procedimientos, al nulo uso de reactivos
o al uso en menor cantidad y ademas a emplear aquellos que sean menos dafinos al
analista y al medio ambiente. Como ejemplo de estos procedimientos tenemos la

microextraccion liquido-liquido (MLLE, por sus siglas en inglés micro liquid-liquid

13



extraction), la microextraccion en gota (SDME, por sus siglas en inglés single drop
microextraction), la microextraccion en flujo continuo (CFME, por sus siglas en
inglés continuous flow microextraction), la microextraccion liquido-liquido
dispersiva (DLLME, por sus siglas en inglés dispersive liquid-liquid
microextraction), la microextraccion en fibra hueca (HFME, por sus silgas en inglés
hollow fiber microextraction), la microextraccion en fase liquida basada en la
solidificacion de una gota flotante (LPME-SF, por sus siglas en inglés solid drop
based liquid-phase microextraction), la extracciéon liquido-liquido en membrana
microporosa (MMLLE, por sus siglas en inglés microporous membrane liquid-liquid
extraction), la extraccion micelar (ME, por sus siglas en inglés micellar extraction),
la microextraccion liquido-liquido-solido (LLSME, por sus siglas en inglés liquid-
liquid-solid microextraction), la extraccion en fase solida (SPE, por sus siglas en
inglés solid phase extraction), la microextraccion en fase solida (SPME, por sus
siglas en inglés solid phase microextraction) y la extraccion en barra magnética

(SBSE, por sus siglas en inglés stir-bar sorptive extraction) (Stocka J. et al. 2011).

En la figura 1.1, se presenta un diagrama que muestra las caracteristicas que
guian las tendencias actuales en el desarrollo de las técnicas de preparacién de
muestra para la determinacion de constituyentes traza en muestras que se

caracterizan por una gran complejidad de la matriz (Stocka J. et al. 2011).
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| Miniaturizacion |

Util para varias matrices. Util para una amplia gama de
especialmente para matrices analitos de diferente grupo
complejas quimico

N\ 4

Tendencias en las técnicas de

preparacion de muestra H Automatizable |

Econdmoica | Facil de realizar |

Amigable con el
medio ambiente

Figura 1.1. Tendencias actuales en las técnicas de preparacion de muestra (Stocka J.
et al. 2011).

Cuando los procedimientos de preparacion de muestra convencionales son
aplicados para el analisis de compuestos de polaridad elevada, se presentan un gran
namero de dificultades, como lo son la necesidad del uso de grandes cantidades de
solventes organicos toxicos y que los procedimientos requieran multiples pasos, lo
que a su vez se traduce en que los métodos de analisis sean muy largos, laboriosos y

poco eficientes (Melwanki M.B et al. 2008).

Los problemas mencionados han llevado a la busqueda de técnicas mas rentables,
con especial énfasis en el uso de volumenes insignificantes de solventes organicos y
que ademas tengan la capacidad de separar analitos a niveles de concentracion muy
bajos. Esto ha hecho que en los Gltimos afios, la investigacion en la ciencia de las
separaciones se centre en la miniaturizacién de los procesos de preparacion de la

muestra (Melwanki M.B et al. 2008).
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1.2 Liquidos lénicos.

Los liquidos i6nicos (ILs) son una nueva clase de sales organicas y como tales
estan compuestas por cationes y aniones. En la figura 1.2, se muestran los iones mas
comunmente utilizados en los liquidos i6nicos (Ping Sun et al. 2010). Las sales
inorganicas convencionales, como las formadas por 4&tomos de halégenos con sodio,
son sélidas con puntos de fusién altos, en ocasiones, por encima de 500 °C. La
novedad de los liquidos idnicos, es que presentan una baja temperatura de fusion. Por
convencion para ser parte de la familia de los liquidos ionicos, una sal, debe tener un
punto de fusion cercano a 100 °C o por debajo de esta temperatura. Si el punto de
fusion de la sal es inferior o igual a la temperatura ambiente (~ 25 °C), al liquido
ionico se le llama “liquido i6nico a temperatura ambiente” (RTIL, por sus siglas en

inglés room temperature ionic liquids) (Berthod A. et al. 2008, Freire M. et al. 2007).

Cationes mas comunes:

. - X Rs Ry
1 2 + R
Ry Re ' | Ry | T=p_
\N/,\N/ N/ Rz/h‘\Fh Ry™ # Ry
\\ // I Tetraalquilfosfonio
R Tetraalquil i
II“idﬂZOIiO etraal qlll amonio
Pirrolidinio Piridino
Aniones mas comunes:
Cr BFy PF¢
CF,CO, CF;S0y N(CF3S0;),
o] Q, - (o]
B I ) W

FiC o E r_‘,c/ \\O 0// \CH

Figura 1.2. Cationes y aniones mas comunes en los liquidos iénicos
(Ping Sun et al. 2010).
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La composicién asimétrica de los liquidos idnicos, generada por los grandes
cationes organicos y los mas pequefios aniones, hace que disminuya su energia
reticular y por tanto el punto de fusion del liquido i6nico. En algunos casos, incluso
los aniones son relativamente grandes y juegan un papel importante en la reduccién
de la temperatura de fusién. Asi pues, las propiedades de los liquidos i6nicos
dependeran de la combinacion especifica de cation y anion, por lo que literalmente
existen miles de estructuras diferentes que se pueden formar para sintetizar un
liquido i6nico con un rango muy amplio de propiedades segun las necesidades

(Buszewski B. et al. 2008).

La intrinseca naturaleza no molecular de los liquidos ionicos y la posibilidad
de tener una gran combinacion de cationes y aniones para sintetizarlos proporcionan
a los liquidos ionicos propiedades unicas como disolventes, siendo Utiles para
compuestos que solo son solubles en mezclas de solventes organicos toxicos (Revelli
A. et al 2010). Los liquidos i6nicos tienen la capacidad de disolver una enorme
cantidad de materiales organicos e inorganicos en un amplio rango de temperaturas,
ademas algunos presentan miscibilidad con agua Yy otros con una gran variedad de
solventes organicos, debido a esto se piensa que puedan reemplazar a los solventes
organicos volatiles comunes (Soukup-Hein R. et al. 2009). Su baja presion de vapor,
su alta estabilidad térmica y miscibilidad dependen principalmente del anién,
mientras que otras propiedades tales como la tensién superficial, la viscosidad y la
densidad, dependen de la longitud de la cadena de alquilo en el cation y/o la forma o
simetria. La presion de vapor baja de la mayoria de los liquidos idnicos es la

principal razon de su utilidad en la Quimica Verde, debido a que no se producen
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emisiones de gases toxicos al medio ambiente, siendo ademas mas seguros para el

analista (Vanydr R. et al. 2007, Zhao Q. et al. 2011).

Dentro de la Quimica Analitica se han propuesto diversas aplicaciones para
los liquidos i6nicos, entre las que destacan, las técnicas de preparacion de muestra,
las separaciones cromatograficas, en electroquimica y en la electroforesis capilar.
Los liquidos i6nicos, poseen muchas propiedades favorables, tales como el ser no
volatiles, el tener viscosidad y polaridad variables; estas caracteristicas los convierten
en buenos candidatos como fases estacionarias en cromatografia de gases, como ha
pasado con el hexafluorofosfato de 1-butil-3-metilimidazolio y con el cloruro de 1-
butil-3-metilimidazolio. La naturaleza ionica de los liquidos ionicos ha favorecido su
aplicacion en la Electroforesis Capilar, ya que pueden solubilizar muchos
compuestos y su carga permanente favorece la separacion y movilidad electroforética
de analitos en medio no acuoso. También se han reportado un gran ndmero de
estudios para su aplicacion como sensores en Electroquimica (Liu J. et al. 2005). En
Cromatografia de Liquidos, los liquidos ionicos se han utilizado como aditivos o
modificadores de la fase movil para evitar el coleo en los picos de analitos de
caracter basico en la cromografia de fase inversa, se han utilizado en combinacion

con la silica para la creacion de nuevas fases estacionarias (Wang Y. et al. 2009).

En la preparacién de muestra, los liquidos ionicos se han utilizado tanto en
procedimientos convencionales, asi como en las nuevas técnicas en miniatura, que
estdn tomando gran auge debido a la sustentabilidad de los procedimientos. Hay
reporte del uso de liquidos i6nicos en la microextraccién liquido-liquido (MLLE), en

la microextraccion en gota (SDME), en la microextraccion liquido-liquido dispersiva
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(DLLME) y en la microextraccién en fase sdlida (SPME). Los liquidos iénicos
empleados en estas técnicas son muy variados, dependiendo del principio de
separacion y han sido aplicados para separar tanto compuestos organicos como

inorganicos (Liu R. et al. 2009, Poole C. et al. 2010, Farre M. et al 2010).

Los liquidos idnicos ayudan a mejorar la selectividad y el rendimiento en las
extracciones de diferentes compuestos al emplearlos en las distintas técnicas de
preparacion de muestra, pero su principal ventaja es que contaminan menos que los
solventes organicos convencionales, debido a sus despreciables presiones de vapor

(Bi W. etal. 2011, Fan Y. et al. 2011).
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1.3 Extraccién Micelar.

La extraccién micelar (ME), introducida por Watanabe y colaboradores en 1976
(Ling W. et al. 2007), ha tenido gran aceptacion en la Quimica Analitica,
representando una alternativa a las técnicas convencionales de extraccion. La ME es
una técnica ambientalmente amigable y probablemente sea una de las méas versatiles
y simples. Inicialmente se desarroll6 para la separacion de sustancias hidrofébicas,
sobre todo para la separacion de metales en forma de complejos, en soluciones
acuosas y después se aplico a la purificacion de proteinas. Actualmente se aplica para

separar compuestos organicos e inorganicos (Citak D. et al. 2010).

La ME se basa en la formacion de una fase micelar en el seno de una fase acuosa
heterogenea en donde se encuentra suspendido el analito a extraer. La particion del
analito se lleva a cabo entre las dos fases. La fase micelar estd compuesta por micelas
y éstas a su vez se forman por surfactantes o también Illamados tensoactivos, esto
hace que la solucibn homogénea original, por la simple agregacion de los
monomeros de los surfactantes se convierta en una solucién heterogénea (Paleologos

E. et al. 2005).

Los surfactantes en medio acuoso tienden a formar agregados llamados micelas.
La concentracion minima de surfactante necesario para que se produzca este
fendmeno se llama concentracion micelar critica (CMC). Por encima de la CMC, se

produce un equilibro dindmico entre el mondémero de surfactante y la micela. Cada
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micela consta de cierto nimero de moléculas de surfactante, este nimero es conocido

como nimero de agregacion (Maniasso N. et al. 2001).

Cuando las condiciones de la solucion inicial, como la temperatura, la presion o
la fuerza idnica son alteradas, ocurre la separacion de fases. En otras palabras los
agregados micelares se separan de la solucidn acuosa, dispersando la luz y haciendo

que la solucién se observe turbia (Hung K. et al. 2007, Madej K. et al. 2009).

Cuando en el sistema ocurre la separacion, se forma una fase de pequefio
volumen llamada “fase rica en surfactante” que contiene a las micelas y una “fase
acuosa”, que contiene el surfactante a una concentracion cercana a la CMC. Este
fendmeno es reversible y el restablecer las condiciones de la solucién inicial, hace
que las unidades de las micelas de la fase rica en surfactante tiendan a fusionarse con

la solucién acuosa para formar una fase homogénea (Shi Z. et al. 2007).

Hasta ahora no se conoce el mecanismo de la separacion, pero se han propuesto
varias teorias. La mas aceptada, dice que la separacion se da por el aumento de la
agregacion de las micelas, que se genera por una disminucién de la repulsion
intramicelar, resultante por una baja en la hidratacion del grupo polar del surfactante
debido al aumento de temperatura (Tani H. et al. 2007). Otra teoria propone que la
separacion de fases en el sistema se da por la competencia entre la entropia (que
favorece la miscibilidad de las micelas en el agua) y la entalpia (que favorece la
separacion de las fases), por lo que el fenémeno de punto de nube y la separacion de
fases son procesos reversibles (Blankschtein D. et al. 1996). En la figura 3, se

muestra un procedimiento general de ME (Xie S. et al. 2010).
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Figura 1.3. Procedimiento general de la ME.

En un procedimiento de ME, el agente tensoactivo se afiade a la solucion
acuosa que contiene al analito a extraer o preconcentrar. La concentracion de
tensoactivo final en la solucion acuosa debe exceder la CMC, para garantizar la
formacion de los agregados micelares. A continuacion, las condiciones del sistema se
alteran, por lo general se sube la temperatura y/o se afiaden sales u otros aditivos para
obtener la separacion de fases. Después se separa el sistema bifésico, ya sea por
sedimentacion por gravedad o centrifugacion, quedando los analitos concentrados en
la fase rica en surfactante. Dependiendo de la densidad del surfactante, la fase rica en
surfactante puede permanecer en el fondo o en la parte superior del sistema bifasico.
La fase rica en surfactante con los analitos es muy viscosa y puede ser que no sea
apropiado introducirla directamente en un instrumento para su analisis, por lo que
tiene que ser diluida con solventes acuosos u organicos (Wang Z. 2007, Huddleston

J. G. et al. 1999).

Como se describi6é anteriormente, para la separacion de las fases, se requiere
la alteracion de las condiciones experimentales. Por lo general la alteracion de la

temperatura da como resultado la separacion de las fases en surfactantes no i6nicos y
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en zwiterionicos, mientras que para los surfactante i6nicos la separacion se logra
principalmente por el fendmeno de salting out, es decir por la presencia de sales

(Sicilia D. et al, 2002).

Para garantizar una buena eficiencia de extraccion, las variables que deben de

optimizarse en la ME son:

e La concentracion y el tipo de surfactante: este parametro es de suma
importancia, porque de él dependerd la formacion de las micelas; por lo
general se recomienda trabajar una concentracion de surfactante 10 veces mas
de la CMC. Ademas, se debe elegir un surfactante para que el analito tenga
una buena afinidad.

e EIl pH de la solucion: de este factor depende la particion del analito en la fase
micelar, sobre todo cuando se trata de analitos ionizables.

e Latemperatura de la separacion y el tiempo de equilibrio: la temperatura a la
cual se va a llevar a cabo los experimentos debe controlarse para garantizar
una adecuada separacion de las fases, ademas debe darse suficiente tiempo
para que el sistema llegue al equilibrio y haya una buena particion del analito.
Al mismo tiempo se debe garantizar que no se produzca algun cambio no
deseado en el analito, como la descomposicion.

e La fuerza ionica: es otro pardmetro que se debe evaluar en el procedimiento,
ya que al aumentarla, por lo general, se favorece la separacion de las fases
debido al fenémeno de salting out.

e La velocidad y tiempo de centrifugacion: si bien estos parametros no afectan

directamente la formacién de las micelas, si contribuyen a la separacién
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adecuada de las fases, en general a mayor tiempo y velocidad de

centrifugacién mayor separacion de las fases (Paleologos E. et al. 2005).
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1.4 Surfactantes y micelas.

Los surfactantes, también conocidos como detergentes o tensoactivos son
sustancias cuya principal caracteristica es presentar una estructura anfipatica, es
decir, una misma molécula posee dos 0 mas grupos con propiedades antagonicas
respecto a su solubilidad en un determinado disolvente. Asi, un mondémero de
surfactante o tensoactivo tiene una estructura de la forma R-X en la que R es una
cadena hidrocarbonada denominada cola, de caréacter hidrofébico y X es un grupo
polar, de naturaleza i6nica o no ionica, denominado cabeza (Rosen M. 2004). La
parte hidrofilica, o cabeza polar, permite clasificar los surfactantes en cuatro grupos:
anidnicos, cationicos, zwiterionicos y no iénicos (Pino V. 2002, Padron C. 2005). En

la figura 4, se muestra la estructura general de un surfactante

Cola
hidrofobica

Cabeza
hidrofilica

Figura 1.4. Estructura general de un surfactante (Pino V. 2002)

Surfactantes anidnicos: son aquellos que en solucién acuosa se disocian en un
anién anfifilico y un cation, el cual es generalmente un metal alcalino o un amonio

cuaternario. A este tipo pertenecen los surfactantes de mayor produccion: detergentes
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como alquilbenceno sulfonatos, jabones o sales de &cidos carboxilicos grasos,
espumantes como el lauril éter sulfato de sodio o SDS, etc. En la figura 5 se

muestran estructuras generales de este tipo de surfactantes.

cuuﬁﬁ}&
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Figura 1.5. Estructura general de los surfactantes anionicos.

Surfactantes catidnicos: son aquellos que se disocian en un cation anfifilico y
un anion generalmente de tipo halogenado. Estos surfactantes se usan solamente en
aplicaciones especiales donde la carga positiva del cation produce ventajas como en
enjuagues o emulsiones asfalticas. En la mayoria de los casos corresponden a un
grupo amonio cuaternario. La figura 6, representa de manera general la estructura de

un surfactante cationico.
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Figura 1.6. Estructura general de los surfactantes catidnicos.

Surfactantes zwiterionicos: la combinacién en la misma molécula de un grupo
con tendencia anidnica y de un grupo con tendencia cationica produce un surfactante
anfotérico, como por ejemplo los aminoéacidos, las betainas o los fosfolipidos.
Dependiendo del pH del medio una de las dos disociaciones prevalece o puede que
se presenten las dos. Este tipo de surfactantes se usan solo en casos particulares
debido a su alto costo. En la figura 7, se muestra la estructura de un surfactante de

este tipo.

]

o fon
SEE{.-S

N—F— 1

B = cadena alguilica

n=11-17

Figura 1.7. Estructura general de un surfactante zwiterionico.
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Surfactantes no ionicos: en solucion acuosa no forman iones, ya que su parte
hidrofilica estd formada por grupos polares no ionizados como alcohol, tiol, éter o
éster. Una gran parte de estos surfactantes son alcoholes o fenoles etoxilados, como
la serie de los tritones. En la figura 8, se muestra la estructura general de los

surfactantes no iénicos.

] = H
ﬁ:————CH:
n B=C7-17

n=23-15

Figura 1.8. Estructura general de los surfactantes no ionicos.

Existen diferentes tipos de micelas, el término " micela normal” se utiliza
para referirse a grupos de tensoactivos en medio acuoso. La estructura de la micela
formada indica que el grupo hidréfilo o cabeza, se sitla hacia la solucion acuosa
formando un area polar, mientras que la cadena lineal (cola) se localiza al interior de
la micela, formando un nicleo no polar. Cuando la formacién de micelas ocurre en
disolventes no polares, los agregados de tensoactivos son conocidos como "micelas
inversas”, en donde la cola hidr6foba se localiza hacia el disolvente y la cabeza o

parte hidrofila hacia el interior de la micela (Avila R., et al, 2003).
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El proceso de micelizacién, produce cambios en las propiedades fisico-
quimicas de la disolucion como la tensién superficial, la presion osmotica, la
conductividad, el comportamiento espectroscépico de alguna sonda afiadida a la
solucion, el indice de refaccion y la densidad, entre otras. Gracias a ello se puede
determinar experimentalmente la CMC, al monitorear el cambio de alguna de estas
propiedades producida en las soluciones por la variacion de la concentracién del
surfactante. Hay varios factores que pueden afectar notablemente la CMC como la
estructura del surfactante, la temperatura de la solucion, la presencia de aditivos
organicos y la presencia de electrolitos. Los valores tipicos de CMC, se encuentran
en el rango de 10 a 10 M. En general, las micelas constituidas por surfactantes no
ionicos suelen tener CMC menores. Esto se debe, en parte, a la ausencia de
repulsiones electrostaticas entre las cabezas de los surfactantes (Dominguez A. et al

1997, Furton K. et al 1993, Romani A. et al. 2009).

El poder solubilizante de las micelas es probablemente la propiedad de mayor
importancia desde el punto de vista analitico. Pueden solubilizar analitos de
diferente carécter y naturaleza, ya sea por interacciones hidrofobicas, puentes de
hidrogeno o interacciones electrostaticas (Merino F. et al. 2002). La solubilizacion de
un analito en una micela es un proceso de equilibrio dindmico y depende tanto de la
naturaleza del soluto como del medio micelar empleado. En general, la cantidad de
soluto solubilizado es directamente proporcional a la concentracion de surfactante

utilizado.

Dependiendo del balance hidrofilico/hidrofobico del soluto solubilizado y del

sistema micelar, existen varios sitios posibles de la solubilizacion del soluto, ya que
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este proceso se da por interacciones electrostaticas, hidrofobicas o por combinacion

de ambas, lo que hace que tenga lugar en ciertos puntos del agregado micelar:

e Sobre la superficie micelar, en la interfase micela-disolvente.

e Entre los grupos o cabezas hidrofilicas, también llamada capa Stern.

e En la zona comprendida entre los grupos hidrofilicos y los primeros atomos
de carbono de las cabezas hidrocarbonadas.

e Enelndcleo de la micela.

La localizacion de los compuestos solubilizados en la micela o su entorno
depende de la polaridad de los solutos. Aunque el mecanismo real de solubilizacion
es complejo, se puede aceptar, de una manera simple, que los sustratos iGnicos con
carga opuesta a los grupos cabeza de micela, pueden enlazarse fuertemente a ellos.
Las especies no polares que poseen electrones polarizables, como sucede en los
compuestos aromaticos, residen cerca del grupo cabeza, mientras que los radicales
alquilicos parece ser que interaccionan con el ndcleo de la micela, de modo que las
interacciones hidrofobicas y electrostaticas micela-soluto sean maximas. En
disolventes no polares, el agua y los solutos polares se localizan en el nicleo de las
micelas inversas, mientras que los solutos no polares se disuelven en el disolvente no

polar (Chen L. et al 2010, McLntire G et al.1990, B. Lindman et al. 1980).
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1.5 Liquidos iénicos y el ambiente micelar.

Debido a su estructura y a su carga inherente, algunos liquidos idnicos son
estructuralmente similares a los tensoactivos i6nicos convencionales. Es decir, el
anion del liquido iénico consistira en una cabeza o grupo hidréfilo y el cation de una
0 mas colas hidr6fobas. Considerando estas similitudes algunos liquidos idnicos
tienen propiedades que son comparables a los tensoactivos. Estas propiedades

incluyen la formacion de micelas (Jungnickel C. et al. 2008, Qiu Z. et al 2008).

Se ha demostrado que los liquidos ionicos de la familia 1-alquil-3-metil-
imidazolio muestran un comportamiento similar a los compuestos anfifilicos en
solucion acuosa. Este comportamiento se debe a la presencia de una cadena alquilica
generalmente larga (hidrofobica) y un grupo polar con carga deslocalizada
(hidrofilico). A partir de datos obtenidos a través de las mediciones de conductividad
eléctrica y tension superficial de liquidos idnicos de esta familia en solucién acuosa,
se sabe que a medida que aumenta la longitud de la cadena carbonada disminuye su
CMC. Por el contrario, para liquidos ionicos con cadenas carbonadas cortas no se
produce agregacion. En general, cuando en el cation de los liquidos idnicos, el
namero de carbonos es igual 0 menor a 4, no hay agregacion, si es igual a 6, empieza
la agregacion y si es mayor a 8 la agregacion es contundente. EI hecho de emplear un
anion cada vez mas grande reduce la tensién superficial, pero no favorece la
formacidn de agregados. A medida que se aumenta el tamafio del anidn, se reduce la
solubilidad del liquido i6nico en agua de forma drastica. La CMC disminuye
rapidamente con el incremento del volumen molecular del anion (Guzman N. et al.

2010, Vanyur R. et al. 2007, Li Z. et al. 2010).
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Debido a los reportes de la capacidad de los liquidos idnicos de formar micelas y
la aplicacion de estos agregados en la extraccion micelar, es que se han desarrollar
diferentes métodos utilizando esta caracteristica de los liquidos i6nicos en la
extraccion de diferentes compuestos presentes en diferentes matrices. Por ejemplo, se
han empleado en la extraccion micelar en punto de nube asistida con ultrasonido para
la separacion de fenoles sintéticos (Chen M. et al.2012), para la extraccién micelar
asistida con ultrasonido del triclosan (Cabaleiro N. et al. 2011), se han podido extraer
algunas toxinas como la microcistina (Pavagadhi S. et al. 2011) y también se han
empleado para extraer diferentes compuestos de plantas como la Salvia miltiorrhiza

(Bi W. et al. 2011).

Como agregados los liquidos i6nicos pueden solubilizar muchas sustancias no
solubles en liquidos idnicos sin agregar. Lo que origina perspectivas para las
aplicaciones en la sintesis quimica, la catalisis, la electroquimica, las técnicas de

extraccion y la cromatografia (Smirnova N. et a. 2010, Pino V. et al. 2008).

32



1.6 Analitos modelo.

Los analitos seleccionados para el desarrollo de este trabajo, se eligieron de
acuerdo a su ionizacion y a su coeficiente de particion octanol/agua (Machatha S. et

al, 2005).

La acrilamida, es un polvo cristalino, de color blanco, cuya estructura
quimica se muestra en la figura 9. La determinacion de la acrilamida es dificil debido
a su baja masa molecular (71.08 g/mol), a su elevada polaridad (log Pow: -0.67), asu
gran solubilidad en agua (2155 g/L) y a su baja volatilidad (Oracz J. et al. 2011,

Knox C. et al. 2011).

Figura 1.9. Estructura quimica de la acrilamida.

El &cido salicilico es un polvo cristalino blanco, inodoro. Su masa molecular
es de 138.12 g/mol, su log Pow: 2.4, su solubilidad en agua es de 2240 mg/L,
presenta un pKa de 2.97 y es semi-volatil. En la figura 10, se presenta su estructura

(Knox C. et al. 2011).
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Figura 1.10. Estructura quimica del &cido salicilico.

La cafeina es un alcaloide del grupo de las xantinas, es un solido cristalino,
blanco y de sabor amargo. Su masa molecular es de 194.19 g/mol, su solubilidad en
agua es de 22000 mg/L y presenta un pKa de 10.4. En la figura 11, se presenta la

estructura quimica de la cafeina.
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Figura 1.11. Estructura quimica de la cafeina.
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CAPITULO 2

JUSTIFICACION

Actualmente, los liquidos ionicos son considerados como solventes
alternativos en los procesos de extraccion convencionales debido a su miscibilidad
con agua y solventes organicos, baja volatilidad y a su gran capacidad de solubilizar

sustancias organicas e inorganicas.

Este elevado potencial como solventes y su similitud estructural con los
surfactantes, permiten pensar que los liquidos i6nicos pueden desempefiarse
satisfactoriamente como nuevos medios extractantes para compuestos hidrofilicos en
procedimientos de extraccion micelar, proporcionando métodos eficientes vy

confiables, amigables con el medio ambiente y seguros para el analista.
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CAPITULO 3

OBJETIVO GENERAL

Evaluar el desempefio de los Liquidos l6nicos en la Extraccion Micelar.
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CAPITULO 4

OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar los ligquidos i6nicos, mediante la determinacion de su

concentracion micelar critica y el tamafo de micela.

Implementar y validar métodos por HPLC para la determinacion de los
analitos modelo incluidos en el estudio en presencia de surfactantes o liquidos

iénicos.

Establecer las condiciones Optimas de trabajo para la extraccion micelar de
los analitos modelo utilizando surfactantes y liquidos i6nicos como

extractantes.

Comparar el funcionamiento de los liquidos i6nicos y de los surfactantes en

la extraccién micelar.
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CAPITULO5

MATERIAL Y METODOS

5.1 Reactivos.

En el desarrollo de este trabajo se utilizaron los siguientes liquidos ionicos:

e Cloruro de 1-decil-3-metilimidazolio ([DMIM] [CI]), Sigma-Aldrich, 96%.
e Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio ([DMIM] [BF4]), Sigma-
Aldrich, 96 %.
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e Cloruro de 1-dodecil-3-metilmidazolio ((DDMIM] [CI]), lolitec, 98 %.

e Tetrafluoroborato de 1-dodecil-3-metilimidazolio ((DDMIM] [BF]), lolitec,

98 %.

e Cloruro de 1-hexadecil-3-metilimidazolio ((HDMIM] [CI]), lolitec, 98 %.

Agua bidestilada, Laboratorios Monterrey.

Agua desionizada, Pure Lab UHQII, Elga I, Veolia.

Pireno, Sigma-Aldrich, 99 %.

Tritdn X-114, Sigma-Aldrich.

Dodecil sulfato de sodio, J.T. Baker, 95 %.

Cloruro de Potasio, Merck, 99.5 %.

Acetonitrilo, J. T. Baker, grado HPLC.

Acido acético, Fluka, 99.8 %.

Metanol, J. T. Baker, grado HPLC.

Isopropanol, Merck, grado HPLC.

Acido trifluoroacético, Sigma-Aldrich, 99 %.

Acido formico, Merck, 99 %.

Acido Clorhidrico 12 N, Jalemk, 99.5 %.

Hidroxido de amonio, Sigma-Aldrich, 25 %.
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Acido fosforico, CTR, 85 %.

Fosfato diacido de sodio, Productos Quimicos Monterrey, 99.2 %.
Fosfato monoécido de sodio dihidratado, CTR, 99.6 %.

Fosfato de sodio, CTR. 99.5 %.

Aceite de inmersion.

Los estandares utilizados fueron:
Acrilamida, Sigma-Aldrich, 95 %.
Acido salicilico, Sigma-Aldrich, 99 %.

Cafeina, Sigma-Aldrich, Reagent Plus.
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5.2 Equipos.

En el desarrollo del trabajo se utilizaron los siguientes equipos:

Plataforma de agitacion, Nutating mixer, VWR International.

Incubadora, Combi-SVI2DX, DAIGGER.

Espectrofluorémetro LS 45 de Perkin Elmer.

Conductimetro Conductivity/TDS Meter Sprite Industries 6000.

Espectrofotometro de correlacion fotonica Zetasizer Nanoseries Nano-Zs90,

Malvern.

Microscopio Macromaster, Fisher Scientiffic, equipado con el software Micron USB

2 de Westover Scientific.

Vortex Thermolyne Tipo 37600, Barnstead International.

Balanza analitica GR-120, AND.

Balanza semianalitica, GX-200, AND.

Plancha de calentamiento y agitacion magnética, CIMAREC, Thermo Scientific.

Baro de ultrasonido, Bransonic 3510, Branson.

Bomba de vacio, Modelo SAS5NXGTE-4870.

Bomba de doble piston D-14163, Knauer.

Potenciometro SenslON pH, Hach.
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Centrifuga con control de temperatura, IEC Centra CL3, Thermo Scientific.

Purificador de agua, Pure Lab UHQII, Elga, Veolia.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion Hewlett Packard Serie 1100, equipado
con desgasificador en linea, bomba cuaternaria, inyector automatico, controlador de

temperatura de columna y detector UV de longitud de onda variable.

Cromatografo de liquidos de alta resolucion Waters, modelo 2695, equipado con
desgasificador en linea, bomba cuaternaria, inyector automatico, controlador de

temperatura de la columna y detector de arreglo de diodos.

Las columnas utilizadas en el trabajo fueron:

Atlantis dCyg (2.1 x 150 mm, 3 pm; Waters)

Primesep S (2.1 x 150 mm, 5 um; SIELC)

Discovery HS F5 (2.1 x 150 mm, 3 um; Supelco)

ZORBAX Eclipse XDB-C18 (2.1 x 150 mm, 5um; Agilent)

Luna CN (2 x 150 mm, 3 um; Phenomenex)

42



5.3 Materiales.

En el desarrollo del trabajo se utilizaron de manera general los siguientes

materiales:

Microjeringas de 100 pL, Hamilton.

Microjeringas de 500 pL, Hamilton.

Pipeta automatica de volumen variable de 100 a 1000 uL, Eppenddorf,

Viales transparentes de 2 mL de tapa de rosca, Agilent.

Matraces de aforacion de 5 mL, Pyrex.

Matraces de aforacion de 10 mL, Pyrex.

Matraces de aforacion de 25 mL, Pyrex.

Matraces de aforacion de 50 mL, IVVA.

Matraces de aforacion de 250 mL, Pyrex.

Frascos reservorios para la fase movil de 500 mL con tapa rosca. Schott Duran.

Pipetas volumétricas de 1, 2, 3, 4y 5 mL, Pyrex.

Tubos de ensaye de 13x100 mm.

Pipetas Pasteur.

Bulbo para pipeta Pasteur.

43



Sistema de filtracion al vacio de Millipore.

Cubreobjetos.

Portaobjetos.

Tubos conicos con tapa rosca de 5 mL, Kimble Chase.

Termodmetros -20°C a 110°C, Brannan.

Programa Excel 2007.

Paquete estadistico STATISTICA 8.
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5.4 Metodologia.

5.4.1. Concentracion micelar critica.

Para el célculo de la CMC de Tritén Tx-114 (d = 1.068 g/mL), se prepar6 una
solucion concentrada 5 mM, se transfirié un volumen de 0.063 mL de esta sustancia
con una microjerniga de 100 pL y se llevé al aforo con 25 mL con agua desionizada.
Las soluciones de trabajo se prepararon por dilucion con agua desionizada en un
rango de concentracion de 0.02 a 0.5 mM. Del dodecil sulfato de sodio (SDS) se
prepard una solucion 50 mM, se pesd 0.758 g y se disolvio en 50 mL de agua
desionizada. A partir de esta solucién, por dilucién se prepararon las soluciones de

trabajo de 0.1 a 30 mM en agua desionizada.

Para la determinacion de la CMC se utilizaron soluciones de liquidos i6nicos
a distintas concentraciones. Para ello se pesé una cantidad determinada de cada
liquido i6nico y se aford a 50 mL. Las soluciones de trabajo de cada liquido ionico se
prepararon por dilucién de la mas concentrada. En la tabla 5.1 se presenta la
informacion de las soluciones de liquidos i6nicos concentradas y de las soluciones de

trabajo.
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Tabla 5.1. Soluciones de liquidos idnicos para el calculo de la CMC.

Solucién concentrada | Soluciones de trabajo
Liquido I6nico Concentracion Concentracion
(mM) (mM)
Cloruro de 1-decil-3-
metilimidazolio 100 Laro
Tetrafluoroborato de 1-decil-3- 50 1236
metilimidazolio
Cloruro de 1-dodecil-3- 50 1a30
metilimidazolio
Tetrafluoroborato de 1-dodecil- 40 1218
3-metilimidazolio
Cloruro de 1-hexadecil-3- 10 0.1a2
metilimidazolio

e Meétodo de fluorescencia

Se prepar6 una solucion metanolica de pireno a una concentracion de 2.46 mM.
A partir de esta solucion se prepard una dilucion a 1.23 mM, con agua desionizada.

Finalmente, la solucién acuosa de trabajo fue de una concentracion de 1.2 x 10° mM.

Se utilizé un espectrofluorometro LS 45 de Perkin Elmer, se emplearon
soluciones acuosas de los liquidos idnicos y de Tritobn Tx-114, en presencia de
pireno. Las concentraciones de liquidos ionicos empleadas se muestran en la tabla
5.1, mientras que el Tx-114 fue evaluado entre 0.02 y 0.5 mM. Para la determinacion
se tomaron 2.5 mL de la solucién de pireno 1.2 x 10° mM y se le adicionaron
diferentes volumenes de las soluciones concentradas de cada uno de los liquidos
ionicos y del Tx-114. Las mezclas se agitaron y se leyeron en el espectrofluorometro.

Se determind la intensidad en las bandas 371 nm (lz71em) Y 383 nm (lsgzem) €n el
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espectro de emision del pireno, a una longitud de onda de excitacion de 332 nm y por
otra parte se midio la intensidad de las bandas 332 nm (I332ex) Y 335 nm (l33sex) €n el
espectro de excitacion, fijando a 374 nm la longitud de onda de emisién. Se calcul6
la relacion de las intensidades entre los pares de bandas y se representaron
graficamente en funcion del logaritmo de la concentracion de las soluciones. Todos
los experimentos se realizaron por triplicado. La CMC corresponde al punto en cual
se presenta un cambio brusco en la relacion de las intensidades (Ashjari M. et. al,

2012). Para la realizacion de las curvas se utiliz6 el programa Microsoft Excel 2007.

e Método conductimétrico

Se preparé una solucién 10 mM, para esto se pesaron 0.037 g de KCI y se
llevaron al aforo con agua desionizada a 50 mL. Esta solucion se utilizo para ajustar

el conductimetro a una conductividad especifica de 1413 uS/cm.

Se trabajé con un conductimetro Conductivity/TDS Meter Sprite Industries
6000, el cual se calibré con una solucion 10 mM de KCI a una conductividad de
1413 pS/cm. Se midi6 la conductividad de 5 mL de soluciones de los diferentes
liquidos i6nicos a las concentraciones que se muestran en la tabla 5.1, mientras que
el SDS se evaluo en un intervalo de concentracion de de 0.1 a 30 mM. Todos los
experimentos se realizaron por triplicado. Los valores de conductividad obtenidos se

representaron graficamente en funcién de la concentracién de la solucion
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correspondiente. La CMC corresponde al punto donde se produce un cambio en la
pendiente de la curva. Para calcular la CMC, se obtuvieron las ecuaciones de las
rectas considerando como minimo 3 puntos antes (Recta 1) y 3 puntos después
(Recta 2) del cambio de pendiente de la curva obtenida con las mediciones. Las
ecuaciones que se obtuvieron se igualaron para obtener el valor de “x”,

correspondiente al valor de concentracion micelar. Todos los célculos se realizaron

con el programa Excel 2007 (Miskolczy Z. et al, 2004).

48



5.4.2. Tamano de micela.

Para la evaluacion del tamafio de la micela y la microscopia, se prepar6 una
solucion concentrada de 5 mM de Triton Tx-114 (d = 1.068 g/mL), midiendo 0.063
mL de esta sustancia con una microjerniga de 100 pL y se llevé al aforo con 25 mL
con agua desionizada. Las soluciones de trabajo se prepararon por dilucién con agua
desionizada en un rango de concentracion de 0.02 a 0.5 mM. Para dodecil sulfato de
sodio (SDS) se prepar0 una solucion 50 mM, pesando 0.758 g y disolviendo en 50
mL con agua desionizada. A partir de esta solucion, por dilucién se prepararon las

soluciones de trabajo de 0.1 a 30 mM en agua desionizada.

Para la evaluacion del tamafio de la micela y la microscopia se utilizaron
soluciones de liquidos i6nicos a distintas concentraciones. Para ello se pes6 una
cantidad determinada de cada liquido ionico y se afor6 a 50 mL. Las soluciones de
trabajo de cada liquido i6nico se prepararon por dilucion de la mas concentrada. En
la tabla 5.2, se presenta la informacion de las soluciones de liquidos iénicos

concentradas y de las soluciones de trabajo.
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Tabla 5.2. Soluciones de liquidos idnicos para el calculo del tamafio de micela.

Solucién concentrada | Soluciones de trabajo
Liquido I6nico Concentracion ,
(MM) Concentracion (mM)
Cloruro de 1-decil-3-
metilimidazolio 100 10
Tetrafluoroborato de 1-decil-
o . 50 12
3-metilimidazolio
Cloruro_o!e }-dode_0|l-3- 50 14
metilimidazolio
Tetrafluoroborato de 1- 40 6
dodecil-3-metilimidazolio
Cloruro qlg ljhexad_eC|I-3- 10 15
metilimidazolio

La determiancién del tamafio de las micelas de los liquidos idnicos, se llevo a
cabo por espectroscopia de correlacion fotonica, medianta el uso de un espectrometro
Zetasizer Nanoseries Nano-Zs90, Malvern. Se colocaron en la celda del
espectrometro, alicuotas de las diferentes soluciones (tabla 5.2) de los liquidos
ionicos y de los surfactantes control. EI Tx-114 se evalud con soluciones de entre

0.02y 0.5 mM y el SDS de entre 0.1 y 30 mM.

Para la observacién de las micelas de los liquidos idnicos y los surfactantes se
utiliz6 un Microscopio Macromaster, Fisher Scientific, equipado con el software
MicronUSB2 de Westover Scientific. Se utilizaron portaobjetos, y en cada uno de
ellos se coloco una gota de las diferentes soluciones de los surfactantes (Tx-114 0.02
a 0.5 mM; SDS 0.1 a 30 mM) y de los liquidos i6nicos (tabla 5.2), por separado. Las
gotas se cubrieron con cubreobjetos y se observaron al microscopio con aumentos de

10X, 40Xy 100X.
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5.4.3. Desarrollo de métodos de analisis cromatografico.

5.4.3.1. Métodos cromatogréaficos para la acrilamida.

Para el desarrollo de los métodos cromatogréficos se empled un estandar
acuoso de 40 pg/mL de acrilamida. La deteccion del analito se realiz6 a una longitud
de onda de 210 nm. Todos las eluciones se llevaron a cabo en modo isocrético,

utilizando un cromatografo HP 1100.

Las fases moviles, acuosas y organicas, que se emplearon en el desarrollo
experimental fueron filtradas con membranas nylon (47 mm, 0.45 um de poro; Pall

Corporation, USA) y sonicadas por 15 minutos para su desgasificacion.

Las fases moviles acuosas fueron preparadas con agua desionizada en un
equipo Pure Lab UHQII, Elga 11 (Veolia). En la tabla 5.3 se presenta el listado de las
columnas evaluadas asi como las soluciones acuosas y modificadores organicos

empleados como fases moviles.
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Tabla 5.3. Fases moviles evaluadas para el analisis de acrilamida.

Columna Fase Movil
H,0 (100)
. H,0 — ACN (99:1)
C&L?Q:S'S de;g Buffer de acetatos 40 mM, pH 4 (100)
150mm1 3 m ~ Buffer de acetatos 20 mM, pH 4 (100)
o Acido trifluoracético 40 mM, pH 4 — ACN (99:1)
Acido trifluoracético 20 mM, pH 4 — ACN (99:1)
Primsep S ACN — Buffer de acetatos 40 mM, pH 4 (95:5) y (90:10)
SIELC, 2.1 x ACN — MeOH (190:10) y (97:3)
150mm, 5um ACN - IsopOH (97:3)
Discovery HS F5 ACN - Buffer de acetatos, 40 mM, pH 4
Supelco, 2.1 x (95:5) y (99:1)
150mm, 3pm ) Y99

Con la columna Atlantis dCs las pruebas se realizaron a un flujo de 0.15
mL/min, la columna se mantuvo a 40 °C y el volumen de inyeccién fue de 5y 10 pL.
Con la columna de fase mixta Primesep S las pruebas se realizaron a un flujo de 0.4
mL/min, una temperatura de columna de 30 °C y el volumen de inyeccion fue de 10

uL. Para la columna Discovery HS F5 se empled un flujo de 0.15 mL/min, la

columna se mantuvo a 40 °C y se utilizé un volumen de inyeccion de 10 pL.
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5.4.3.2. Métodos cromatogréaficos para el &cido salicilico y la cafeina.

La optimizacion de los métodos cromatograficos se realizd utilizando
estandares acuosos de 40 pg/mL de &cido salicilico y cafeina, el &cido salicilico se
prepar6 en buffer de formiatos pH 5. La deteccion se realiz6 a una longitud de onda
de 280 nm para el acido salicilico y a 254 nm para la cafeina. Se trabajé en modo

isocréatico y de gradiente. Se utilizaron los cromatégrafos HP 1100 y Waters 2695.

Todas la fases moviles, acuosas y organicas, que se emplearon en el
desarrollo experimental fueron filtradas con membranas nylon (47 mm, 0.45 pum de

poro; Pall Corporation, USA) y sonicadas por 15 minutos para su desgasificacion.

Las fases moviles acuosas fueron preparadas con agua desionizada en un
equipo Pure Lab UHQII, Elga 11 (Veolia). En la tabla 5.4 se presenta el listado de las
columnas evaluadas asi como las soluciones acuosas y modificadores organicos

empleados como fases moviles.
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Tabla 5.4. Fases moviles evaluadas para el andlisis de acido salicilico y cafeina.

Columna Fase Movil
Buffer de acetatos 40 mM, pH 4 - ACN (70:30)
Atlantis dCys _Buffer de acetatos 40 mM, pH 4 — ACN (75:25) _
Waters. 2.1 x 0 a 4 min, 100 % buffer de acetatos 40 mM, pH 4, del min 4 al
150mm1 éum 14, 70 % buffer de acetatos 40 mM, pH 4 30 % ACN
’ 0 a 4 min, 100 % buffer de acetatos 40 mM, pH 4, del min 4 al
9, 75 % buffer de acetatos 40 mM, pH 4y 25 % de ACN
Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN (75:25)
ZORBAX Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN (90:10)
Eclipse XDB- Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN (95:5)

Cis 0 a5 min, 5 % buffer de formiatos 100 mM, pH 4, del min 5 al
Agilent, 2.1 x 10, 10 % buffer de formiatos 100 mM, pH 4y 90 % de ACN,
150 mm, 5um durante 40 min

Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN (93:7)
Ph::_nli)r:leﬁeli 9 ACN - Buffer de acetatos 250 mM, pH 5 (95:5)
' ACN — Buffer de acetatos 500 mM, pH 5 (95:5)

x 150 mm, 3 um

Con la columna Atlantis dCsg, las pruebas se realizaron a un flujo de 0.15

mL/min, la temperatura de la columna se mantuvo a 40 °C y el volumen de inyeccion

fue de 10 pL. Para la columna ZORBAX Eclipse XDB-C;g, se utilizd un flujo de 0.2

mL/min, una temperatura de columna de 40 °C y un volumen de inyeccion de 5uL.

Con la columna Luna CN, se emple6 un flujo de 0.4 mL/min, la columna se mantuvo

a 40 °C y se inyectaron 10 puL y 5 pL. La deteccion se realizé a 295 nm.
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5.5. Validacién de los métodos cromatograficos.

Los métodos desarrollados para los 3 analitos se validaron considerando las
recomendaciones de la IUPAC (2006). Los pardmetros evaluados fueron linealidad,

precision, exactitud, limite de deteccion y limite de cuantificacion.

Para la validacion de los métodos se prepararon soluciones concentradas de
acrilamida, de &cido salicilico y de cafeina a un nivel de 400 pg/mL, todas disueltas
en agua desionizada; las soluciones de trabajo para los tres analitos fueron de 5, 10,
20, 40 y 80 pg/mL y se prepararon a partir de la solucion madre de 400 pg/mL. Los
estdndares para la curva de calibracion de é&cido salicilico para el modo

cromatografico HILIC se prepararon de la misma manera solo que en acetonitrilo.

e Linealidad

Se construyd una curva de calibracion por estandar externo a 5 niveles de
concentracion (5, 10, 20, 40 y 80 pg/mL) por triplicado. Con las areas de las sefiales
obtenidas de los cromatogramas, se realizO una regresion lineal para obtener la
ecuacion de la recta y se confirmé la relacion de linealidad con los coeficientes de

correlacién y de determinacion.
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e Precision

Se evaluo con el porcentaje de desviacion estandar relativa de los factores de

respuesta de los estandares de calibracion, de acuerdo a la ecuacién 1.

% DER = x%x 100 Ecuacion 1.

% DER = Desviacion estandar relativa en porcentaje
s = Desviacion estandar

* = Media

e Exactitud

La evaluacion de la exactitud se realizd mediante la pendiente de la curva
resultante al graficar la concentracion calculada para los estandares de calibracion y
su concentracion establecida como real. Para ello se recalculd la concentracion de los
estandares utilizando la ecuacion obtenida por la curva de calibracion. Se realizd un
andlisis de regresion por minimos cuadrados para la concentracion calculada en

funcion de la concentracién establecida como real.

e Limite de deteccion y de cuantificacion

El limite de deteccién se determind considerando una relacion Sefial/Ruido de 3
y el limite de cuantificacién se determind considerando una relacion Sefal/Ruido de

10.
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e Interferencia de los surfactantes y del liquido i6nico en la cuantificacion de

los analitos

Para evaluar la posible interferencia cromatografica de los surfactantes modelo y
del liquido ionico seleccionado en la cuantificacion de los analito se procedio de la

siguiente manera:

Se prepararon estandares acuosos de acrilamida a dos niveles de concentracién
(25 y 80 pg/mL) y de cafeina y &cido salicilico a 15 y 40 pg/mL. A cada una de
soluciones estandar de diferente concentracion se les afiadio Tx-114, SDS y por
ultimo el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio a un nivel de 40 pug/mL. Las

soluciones se inyectaron por triplicado al cromatografo.

A los resultados obtenidos (areas) se les realizé la prueba estadistica T de Student
de dos colas, con un nivel de confianza del 95 % (a = 0.05), para comparar las

medias obtenidas de las diferentes muestras independientes.
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5.6. Desarrollo de métodos de extraccidon micelar.

En el desarrollo de los métodos de extraccion micelar, el Tx-114 se trabajé a una
concentracion de 2 mM, que se prepar0 a partir de una solucion madre 20 mM. El
SDS se trabajé a una concentracion de 100 mM, que se preparé a partir de una
solucion madre 1 M. El tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, se trabajé a
concentracion de 120 mM, el cual se prepar6 por dilucion de una solucién madre 1
M del liquido i6nico, que fue preparada pesando 7.754 g del liquido i6nico los cuales

se llevaron a un aforo de 25 mL con agua desionizada.

La solucion amortiguadora 100 mM de pH 2, se preparé a partir de &cido
fosférico 85 %, midiendo 1.715 mL, aforando con agua desionizada a 250 mL y

ajustando el pH con hidroxido de amonio al 25 %.

La solucion amortiguadora 100 mM de pH 12, se prepar6 pesando 2.327 g de
fosfato monoécido de sodio dihidratado y 2.629 g de fosfato de sodio que se disolvid
en agua desionizada, se aforaron a 250 mL y el pH se ajust6 a 12 con hidréxido de

amonio.

Para establecer las condiciones Optimas se utilizo un disefio factorial
fraccionado 2°* con 1 replicado, las variables incluidas asi como los valores
evaluados se presentan en la tabla 5.5. Los experimentos planteados en el disefio se

presentan en la tabla 5.6. Los tres analitos se trabajaron a una concentracion de 80
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Hg/mL, el Triton Tx-114 a 2 mM, el SDSa 100 mM vy el liquido i6nico a 120 mM. El

volumen final de trabajo de las soluciones fue de 5 mL.

Tabla 5.5. Variables incluidas en el disefio de experimentos.

: Nivel Bajo Nivel Alto
Variable (-1) J (1)
pH 2 12
% NacCl 0.5 5
Temperatura (°C) 40 100
Agitacion Ultrasonido Vortex
EXJ;iggﬁ ?r?ﬂn) 10 30

En todos los experimentos, la separacion de la fase rica en surfactante y de la fase
acuosa se realizé por centrifugacion a 3500 rpm por 10 minutos a 40 °C. Del
volumen de fase rica en surfactante recuperado, se tomé una alicuota que se diluia
hasta cierto volumen con agua o acetonitrilo y se inyectaba al HPLC. Cuando se
trabajé con el Tx-114 se tomaron 10 pL y se les agregaron 90 uL de agua, en todos
los analitos, por otra parte al trabajar con el liquido i6nico se tomaron 25 pL de la
fase rica en surfactante y se la afiadieron 25 pL de agua desionizada. Para la
inyeccion del &cido salicilico después de la extraccion con en el liquido i6nico, en el
modo cromatografico HILIC, se tomaron 25 L de la fase rica en surfactante y se la

afladieron 25 L de acetonitrilo.
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Tabla 5.6. Disefio de experimentos.*

REPLICADO pH NaCl Agitacion | Temperatura | Tiempo
1 -1 -1 1 1 1
1 1 1 -1 -1 1
1 1 -1 1 -1 1
1 -1 1 -1 -1 -1
1 -1 1 1 -1 1
1 -1 1 -1 1 1
1 1 -1 -1 -1 -1
1 -1 -1 -1 1 -1
1 -1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 1 1 -1
1 1 1 -1 1 -1
1 -1 -1 -1 -1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 -1 -1 1 1
1 1 1 1 -1 -1
1 -1 1 1 1 -1
1 -1 -1 1 1 1
1 1 1 -1 -1 1
1 1 -1 1 -1 1
1 -1 1 -1 -1 -1
1 -1 1 1 -1 1
1 -1 1 -1 1 1
1 1 -1 -1 -1 -1
1 -1 -1 -1 1 -1
1 -1 -1 1 -1 -1
1 1 -1 1 1 -1
1 1 1 -1 1 -1
1 -1 -1 -1 -1 1
1 1 1 1 1 1
1 1 -1 -1 1 1
1 1 1 1 -1 -1
1 -1 1 1 1 -1

*Distribucion aleatoria.

Los resultados obtenidos en el disefio de experimentos fueron tratados en el

programa estadistico STATISTICA 8, para obtener los diagramas de Pareto para

seleccionar las condiciones 6ptmias de extraccion para cada analito.
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5.7. Comparacion del desempefio del Tritén Tx-114 y Tetrafluoroborato

de 1-decil-3-metilimidazolio en la extraccion micelar.

Para comparar el desempefio del Tx-114 y del tetrafluoroborato de 1-decil-3-
metilimidazolio en la extraccion micelar se realizaron extracciones por triplicado de
soluciones acuosas de cada uno de los analitos (80 pg/mL), utilizando Ilas

condiciones dptimas de extraccion establecidas.

Se calcularon la eficiencia en la extraccion como porcentaje de recuperacion

y la precision de las extracciones.

La recuperacion se calculd mediante la comparacion de las areas de
estandandares extraidos y no sometidos al proceso de extraccion, utilizando la

ecuacion 1.

Area de estindar extraido

%R = ( ) x 100 Ecuacion 2.

Area de estiandar no extraido

La precision se calculé como la desviacion estandar relativa de las respuestas

obtenidas (areas) de cada uno de los estandares extraidos por medio de la ecuacion 3.

% DER = x@x 100 Ecuacion 3.

61



donde:

% DER = Desviacion estandar relativa

s = Desviacion estandar

¥ = Media

Se calculd el factor de concentracién (FC) para los analitos de acuerdo a la

ecuacion 4.

Concentracion de estandar .,
FC = — - Ecuacion 4.
Concentracion extraida
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CAPITULO6

RESULTADOS

6.1. Concentracion micelar critica.

e Meétodo de fluorescencia

En la figura 6.1 se presentan los espectros de fluorescencia obtenidos para el Tx-
114. En la figura 6.2 y 6.3 se presentan las graficas de la relacién de intensidad de
emision (lz7iem/l3ssem) Y de excitacion (lsszex/lsssex) €n funcion del logaritmo de la

concentracion del Tx-114.
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Figura 6.1. Espectros de fluorescencia de emision y de excitacion obtenidos para
el Tx-114 a diferentes concentraciones.
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Figura 6.2. Grafica de la relacién de la intensidad de la emision (I371em/l3szem) €N
funcion de la concentracion de Tx-114.
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Figura 6.3. Grafica de relacion de la intensidad de la excitacion (I3szex/133sex) €N

funcién de la concentracion de Tx-114.

La concentracion micelar critica obtenida para el Tx-114 fue de 0.3 mM.
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En la figura 6.4 se presentan los espectros de fluorescencia obtenidos para el

tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.
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Figura 6.4. Espectros de fluorescencia de emision y de excitacion obtenidos a
diferentes concentraciones de tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.
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e Método conductimétrico

En la figura 6.5, se presenta la gréfica de la conductividad de las soluciones

de SDS en funcién de su concentracion.
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[ ]
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\Y

Conductividad (uS/cm)

200

0 5 10 15 20 25 30 35
Concentracion (mM)

Figura 6.5. Variacion de la conductividad en funcién de la concentracion del SDS.

La concentracién micelar critica obtenida para el SDS fue de 7.24 mM.
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En la figura 6.6, se presenta la grafica obtenida para la variacion de la conductividad en
funcién de la concentracion del tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio. En la tabla

6.1, se presentan la concentracion micelar critica obtenida para los diferentes liquidos

i6nicos.
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§ 1000 CMC
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< 800
©
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Figura 6.6. Variacion de la conductividad en funcion de la concentracion del
tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.
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Tabla 6.1. CMC obtenida para los liquidos i6nicos y valores reportados en la

literatura.
Liquido Iénico CMC CMC

calculada | reportada*
Cloruro de 1-decil-3-metilimidazolio 8.87 mM | 10 -59.9 mM

Cloruro de 1-dodecil-3-metilimidazolio 12.12mM | 13-20mM
Cloruro de 1-hexadecil-3-metilimidazolio 1.13mM | 0.86-1.3mM
Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio | 11.19 mM | No reportada
Tetrafluoroborato de 1-dodecil-3-metilimidazolio | 4.68 mM | 7.6 —9.6 mM

*Pino V. et al. 2012
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6.2. Tamano de micela

En la tabla 6.2, se presenta el tamafio de micela obtenido para los liquidos

ionicos, asi como para los surfactantes que se utilizaron como control.

Tabla 6.2. Tamafio promedio de las micelas obtenido por espectroscopia de

correlacion foténica.

Liquido I6nico Tamafo

Cloruro de 1-decil-3-metilimidazolio 177.3 nm
Cloruro de 1-dodecil-3-metilimidazolio 4.02 nm
Cloruro de 1-hexadecil-3-metilimidazolio 104.6 nm
Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio 619.6 nm

Tetrafluoroborato de 1-dodecil-3-metilimidazolio 199.0 nm
Triton Tx-114 922.6 nm
Dodecil sulfato de sodio (SDS) 788.2 nm

En la figura 6.7, se muestra la grafica obtenida en la determinacion del

tamafio de las micelas del Tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.

En las figuras 6.8, 6.9 y 6.10 se presentan microfotografias obtenidas para una
solucién de Tx-114 (0.5 mM), SDS (0.15 mM) vy tetrafluoroborato de 1-decil-3-

metilimidazolio (50 mM).
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Figura 6.7. Gréfica del tamafio de las micelas del Tetrafluoroborato de 1-decil-3-
metilimidazolio.

Figura 6.8. Micelas del Tx-114 (0.5 mM; 40X).
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Figura 6.9. Micelas de SDS (15 mM; 40X).

Figura 6.10. Micelas del tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio
(50 mM; 100X).
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6.3. Desarrollo de métodos de analisis cromatografico.

6.3.1. Métodos cromatograficos para la acrilamida

La tabla 6.3 presenta los tiempos de retencién obtenidos para la acrilamida en

las condiciones evaluadas.

Tabla 6.3. Tiempos de retencidn obtenidos para la acrilamida.

Tiempo de
Columna Fase Movil retencion
(min)
H,0 (100) tm
. H,0 — ACN (199:1) tm
Atlantis dCas Buffer de acetatos 40 mM, pH 4 (100) tw
Buffer de acetatos 20 mM, pH 4 (100) tm
ACN - Buffer de acetatos40 mM, pH i
4 (95:5) M
ACN - Buffer de acetatos40 mM, pH i
Primsep S 4 (90:10) M
ACN — MeOH (190:10) tm
ACN — MeOH (197:3) tm
ACN - IsopOH (97:3) tm
ACN - Buffer de acetatos, 40 mM, ty
. pH 4 (95:5)
Discovery HS F5 ACN - Buffer de acetatos, 40 mM, i
pH 4 (99:1) M
Acido trifluoracético 40 mM, pH 4 — E 41
Atlantis dCg z ACN (99:1) |
Acido trifluoracético 20 mM, pH 4 — 541
ACN (99:1) '
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En la tabla 6.4, se presenta un resumen de las condiciones cromatograficas

Optimas para el andlisis de la acrilamida y en la figura 6.11 un cromatograma

obtenido con el método desarrollado.

Tabla 6.4. Condiciones 6ptimas para el analisis de la acrilamida.

Columna Atlantis dCyg (2.1 x 150 mm, 3 um; Waters)
- Acido trifluoroacético (20mM, pH 4) -
Fase Movil Acetonitrilo 99:1
Flujo 0.15 mL/min
Temperatura de 40 °C
la columna
V.olume.n, de 5 L
inyeccion
Deteccion 210 nm
maL
144 |
124 Acrilamida
106
il
&
4
2
0 — -JI S——
L r+~r— 1T rTrTrTr T T
0 Z 4 1] g 10 12 14 16 18 it

Figura 6.11. Cromatograma obtenido para una solucion de la acrilamida (20

pug/mL) con el método desarrollado.
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salicilico y la cafeina en las condiciones evaluadas.

6.3.2. Métodos cromatograficos para el &cido salicilico y la cafeina.

La tabla 6.5, presenta los tiempos de retencién obtenidos para el &cido

Tabla 6.5. Tiempos de retencion obtenidos para el acido salicilico y la cafeina en

las diferentes condiciones evaluadas.

Columna Fase Movil Tler_n,po de_ Resolucion
retencion (min)
Buffer de acetatos 40 mM, pH 4 - ACN AS 19.30 min 0.66
(70:30) CAF 19.71 min '
Buffer de acetatos 40 mM, pH 4 — ACN AS 16.23 min 136
Atlantis (75:25) CAF 17.06 min '
dCis 0 a 4 min, 100 % buffer de acetatos 40 mM, .
pH 4, del min 4 al 14, 70 % buffer de acetatos (",A,\A?F129i7880mnlw?n 2.61
40 mM, pH 4 30 % ACN , durante 45 min '
0 a 4 min, 100 % buffer de acetatos 40 mM,
pH 4, del min 4 al 9, 75 % buffer de acetatos | AS 18.16 min 178
40 mM, pH 4y 25 % de ACN, durante 37 CAF 19.07 min '
min
Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN AS 2.57 min 0.41
(75:25) CAF 2.82 min '
Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN AS 7.03 min 0.41
(90:10) CAF. 7.51 min '
ZORBAX | Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN AS 12.13 min 458
Eclipse (95:5) CAF 20.70 min '
XDB-Cis | 0a5 min, 5% buffer de formiatos 100 mM,
pH 4, del min 5 al 10, 10 % buffer de AS 11.83 min 437
formiatos 100 mM, pH 4y 90 % de ACN, CAF 16.46 min '
durante 40 min
Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN AS 9.28 min 161
(93:7) CAF 11.12 min '
) ACN - Buffer de ?ggfg';os 250 mM, pH 5 AS 2.59 min )
Luna CN ACN - Buffer de acetatos 500 mM, pH 5 .
(95:5) AS 2.59 min -

*En esta columna solo se analizé el acido salicilico.
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En la tabla 6.6, se presenta un resumen de las condiciones cromatograficas
Optimas para el andlisis del acido salicilico y la cafeina, y en la figura 6.12 un

cromatograma obtenido con el método desarrollado.

Tabla 6.6. Condiciones 6ptimas para el analisis del &cido salicilico y la cafeina.

Columna ZORBAX Eclipse XDB-C18
(2.1 x 150 mm, 5um; Agilent)
Fase Movil Buffer de formiatos 100 mM, pH 4 — ACN (93:7)
Flujo 0.2 mL/min
Temperatura de 40 °C
la columna
V_olume_q de 5 L
inyeccion
Deteccion ) Cafeina 254 nm
Acido salicilico 280 nm
ALY
124
Cafeina
104
a0 Acido salicilico
G0
40
20 }
0 — — -
—r r 1+ 11 "+ 1 °* "1 r 1 1 r 1
0 2 4 B B 10 12 14

Figura 6.12. Cromatograma obtenido para una solucion de acido salicilico y de
cafeina (20 pg/mL) con el método desarrollado. Las condiciones son las que se
presentan en la tabla 6.6.
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Durante la optimizacion de la extraccion micelar fue necesario el uso del modo
cromatografico HILIC para el &cido salicilico. En la tabla 6.7, se presenta un
resumen de las condiciones cromatograficas oOptimas y en la figura 6.13 un

cromatograma obtenido con el método desarrollado.

Tabla 6.7. Método cromatografico 6ptimo para el acido salicilico.

Columna Luna CN (Phenomenex, 2 x 150 mm, 3 pum)
Fase Movil ACN - Buffer de acetatos 500 mM, pH 5 (95:5)
Flujo 0.2 mL/min.
Temperatura de 40 °C
la columna
V.olume.n, de 5 L
inyeccion
Deteccion Acido salicilico 295 nm

Acido salicilico

0.50 1.00 1.50 2.00 2.50 3.00 3.50 4.00 4.50 5.0C
Minutes

Figura 6.13. Cromatograma obtenido para el &cido salicilico (20 pg/mL) con el
método desarrollado.
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6.4. Validacion de los métodos cromatogréficos.

Los sistemas cromatografico desarrollados para los tres analitos fueron

validados y los resultados se presentan en la tabla 6.8.

En la tabla 6.9, se presentan los resultados de las concentraciones obtenidas para
los analitos en presencia de los surfactantes modelo y del tetrafluoroborato de 1-
decil-3-metilimidazolio, asi como también el valor critico de “t” (t calculada) de las
pruebas T de Student realizadas para la evaluacion de la posible interferencia de la

presencia de los surfactantes y del liquido idnico en la cuantificacion de los analitos.
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Tabla 6.8. Validacion de los sistemas cromatogréaficos para los tres analitos.

Parametro Resultados
Acrilamida Acido salicilico Cafeina Acido salicilico (HILIC)
Linealidad:
Ecuacion de larecta | y = 97.493x + 192.98 | y=21.546x+0.1889 y=36.656x+10.078 | y=15175.2402x+10617.1528
Coeficiente de determinacion (r®) r’=0.999 r2 =0.999 r2 =0.999 r2=0.993
Precision:
% DER de los factores de 14.25 % 4.8% 3.2% 8.8 %
respuesta:
Exactitud:
Coeficiente de determinacion (r): r?=0.999 r’=0.999 r’=0.996 r’=0.993
de la curva de la concentracion
calculada vs la concentracion real
Pendiente: m=1.1 m = 0.999 m = 0.999 m=1.1
Limite de deteccion (ppm) 0.45 0.26 0.17 0.32
Limite de cuantificacion (ppm) 1.42 0.86 0.58 1.07
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Tabla 6.9. Cuantificacion de los analitos en presencia de surfactantes y del tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.

Acrilamida Acido salicilico Cafeina
Concentracién Concentracién T Concentracién Concentracién T Concentracion Concentracion T
(ppm) calculada (ppm) | calculada (ppm) calculada (ppm) | calculada (ppm) calculada (ppm) | calculada
Analito 25.0 25.37 0.010 15.0 15.02 0.450 15.0 15.12 0.751
Tx-114 25.0 24.73 0.008 15.0 14.75 0.526 15.0 14.93 0.022
SDS 25.0 24.7 0.004 15.0 14.79 0.432 15.0 14.91 0.206
[DMIM][BF,] 25.0 24.89 0.012 15.0 15.43 0.396 15.0 15.30 0.137
Analito 80.0 79.0 0.426 40.0 40.04 0.542 40.0 40.19 0.844
Tx-114 80.0 78.9 0.913 40.0 39.92 0.597 40.0 40.04 0.818
SDS 80.0 78.7 0.756 40.0 39.57 0.243 40.0 39.92 0.285
[DMIM][BF,] 80.0 78.51 0.671 40.0 40.08 0.410 40.0 40.34 0.901
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6.5. Desarrollo de métodos de extraccién micelar.

6.5.1. Desarrollo del método de extraccion con Tritéon Tx-114

Del disefio de experimentos, se obtuvieron las areas de los picos de

cada una de las pruebas y se realiz6 el analisis de los resultados. En las

figuras 6.14, 6.15 y 6.16, se presentan los diagramas de Pareto obtenidos para

la acrilamida, para el acido salicilico y para la cafeina, respectivamente.

Diagrama de Pareto estandarizado para el area

T T T T T T

-+

AD
. ApH
E:Tie gg -
D
. DE

C:Agitac ion

Temperatura

CE
B:NaCl | | . . . . .
0 30 60 90 120 150
Efecto estandanizado

Figura 6.14. Diagrama de Pareto de la acrilamida obtenido del
andlisis del disefio de experimentos.
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Diagrama de Pareto estandarizado para el area
A: H T T T T T T

D

B:NaCl
Temperatura
CE

AB

AD

BE

DE

cD

B
E:Tiempo
C

C:Agitacion
AE

M +
M -

O

0 30 60 20 120 150

Efecto estandarizado

Figura 6.15. Diagrama de Pareto del acido salicilico obtenido del
andlisis del disefio de experimentos.

Diagrama de Pareto estandarizado para el area

B+
- -
Temperatura

C-Agitacion
BC

0 3 6 9 12 15

Efecto estandarizado

Figura 6.16. Diagrama de Pareto de la acrilamida obtenido del
analisis del disefio de experimentos.
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Al analizar los diagramas de Pareto, se obtuvieron las condiciones

Optimas de extraccion para cada uno de los analitos, las cuales se presentan

en la tabla 6.10.

Tabla 6.10. Condiciones dptimas para la extraccion micelar de los analitos

modelo con Tx-114.

Anlito Condiciones
pH | % NaCl | Agitacion | Temperatura | Tiempo
Acrilamida 2 5% Vortex 40 °C 30 min
Acido Salicilico | 2 5% | Ultrasonido 40 °C 10 min
Cafeina 2 5% Vortex 100 °C 10 min

En las figuras 6.17, 6.18 y 6.19 se muestran cromatogramas obtenidos de las

extracciones de cada uno de los analitos con el Tritbn Tx-114 en las condiciones

optimas.

Agilamida

mAqJ

o R o

'2U T T T T T T T T T T T T T T

T T T T T T T T T T
1 2 3 4 5 m

Figura 6.17. Cromatograma obtenido después de la extraccién de
acrilamida con Tx-114.
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mAlL

Acido salicilico

Figura 6.18. Cromatograma obtenido despueés de la extraccion de

acido salicilico con Tx-114.

mAL

14

Cafeina

—

12.5 13 13.5 14

————r
14.5 15

155 o

Figura 6.19. Cromatograma obtenido después de la extraccién de

cafeina con Tx-114.
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6.5.2. Desarrollo del método de extraccién con dodecil sulfato de sodio.

En los ensayos del disefio de experimentos, utilizando el SDS como medio de
extraccion, no se pudo obtener la separacion entre la fase acuosa y la fase rica en
surfactante. Se desarrollaron otras alternativas de extraccion, pero se obtuvieron los

mismos resultados. Por lo que se decidié no continuar el trabajo con este surfactante.

6.5.3. Desarrollo del método de extraccion con el tetrafluoroborato de 1-decil-

3-metilimidazolio

En los ensayos del disefio de experimentos, utilizando el liquido iénico como
medio de extraccion, no se pudo obtener la separacion de la fase acuosa de la fase

rica en surfactante.

En la tabla 6.11, se presentan las condiciones de extraccion para los analitos

empleando el liquido iGnico como medio extractante.

Tabla 6.11. Condiciones dptimas de extraccion para los analitos con el liquido

ionico.
Parametro Condicion
Muestra de cada analito 5 mL de solucién acuosa (80 pg/mL)
VVolumen de fase extractante 150 pL de liguido i6nico
Tipo y tiempo de agitacion Vortex / 5 min

Velocidad y tiempo de
centrifugacion
Temperatura de
centrifugacion

3500 rpm / 10 min

25°C
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De la fase rica en surfactante resultante de las extracciones de la cafeina y de
la acrilamida se tomaron 25 pL y se adicionaron 25 pL de agua desionizada y la
mezcla se analizd6 por HPLC. Para el &cido salicilico se tomaron 10 pL y se

mezclaron con 90 pL de acetonitrilo para su analisis.

En la figura 6.20, 6.21, 6.22 y 6.24 se presentan cromatogramas de las
extracciones de cada uno de los analitos con el liquido i6nico evaluado y en la figura
6.23 un cromatograma de una extraccion blanco, donde se pueden observas los picos

correspondientes al liquido ionico.

mA ] ]
Acrilamida
g
0
-
-1
-1
-2
-2
-3
-3
L L L L L L L L L L L L L L L B L L L LRI L
1 2 3 4 g B 7 8 ]

Figura 6.20. Cromatograma obtenido después de la extraccion de acrilamida
con el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.
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Figura 6.21. Cromatograma obtenido después de la extraccion de cafeina con
el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.

Acido salicilico

L

2

4 B 8

Figura 6.22. Cromatograma obtenido después de la extraccion de acido salicilico
con el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, utilizando una columna

Atlantis dCs.
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Figura 6.23. Cromatograma obtenido después de la extraccion de una muestra
blanco con el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, utilizando una columna

Atlantis dCs.
0
0201 Acido salicilico
0154
2
010
Liquido i6nico

Figura 6.24. Cromatograma obtenido después de la extraccion de acido salicilico
con el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio utilizando cromatografia de
interacciones hidrofilicas.
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6.6. Comparacion del desempefio del Triton Tx-114 y Tetrafluoroborato de

1-decil-3-metilimidazolio en la extraccién micelar.

En la tabla 6.12 se presenta el porcentaje de recuperacion y la correspondiente

desviaciéon estandar relativa en la extraccion de cada unos de los analitos con el

Triton Tx-114 y con el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.

Tabla 6.12. Resultados de la extraccion con el Tritdon Tx-114 y el tetrafluoroborato de
1-decil-3-metilimidazolio.

Extraccion con Tritén Extraccion con tetrafluoroborato
Tx-114 de 1-decil-3-metilimidazolio
Analito
% % % %
Recuperacion | DER FC Recuperacion DER FC
Acrilamida 2.69 15.12 - 39.46 2.86 -
Acido
409.30 2.0 4.09 120 6.9 1.2
salicilico
Cafeina 11.49 0.82 - 87.10 3.29 -
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CAPITULO 7

DISCUSION

El objetivo de este trabajo, fue evaluar el desempefio de los liquidos iGnicos
en la extraccidbn micelar de compuestos hidrofilicos. Como primera etapa, se
caracterizaron los liquidos ionicos de acuerdo a su CMC y tamafio de la micela, con
el fin de seleccionar un liquido idénico como medio de extraccion micelar.
Posteriormente, se implementaron métodos cromatograficos para la identificacion y
cuantificacion de los analitos modelo en presencia de los surfactantes y del liquido
ionico seleccionado, estos métodos cromatograficos se emplearon en la optimizacién

de la técnica de extracciéon micelar.
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7.1. Concentracion micelar critica.

La extraccion micelar se basa en la formacion de micelas en el seno de una
solucion. Cominmente en esta técnica se emplean surfactantes como el Tx-114 o el
SDS como agentes de extraccion, que a bajas concentraciones forman soluciones
homogéneas con el agua. Debido a su estructura y carga inherente, algunos liquidos
ionicos son estructuralmente similares a los tensoactivos catiénicos convencionales;
el anién del liquido i6nico constituye la cabeza o grupo hidréfilo mientras el cation
contiene una o mas colas hidrocarbonadas hidréfobas. Esto contribuye a que algunos
liquidos ionicos presenten propiedades similares a los tensoactivos cationicos,
incluyendo la capacidad de formar micelas, ellos constituyen una nueva area de
desarrollo de surfactantes sobre todo por el nimero tan limitado de tensoactivos

cationicos comunes (Mun J. et al. 2011; Guzman N. et al. 2010).

En la literatura se ha reportado la capacidad de algunos liquidos i6nicos de
formar micelas. En particular, se sabe que la familia de los 1-alquil-3-
metilimidazolio en los que la cadena alquilica tiene mas de 8 carbonos, la agregacion
es espontanea (Geng F. et al. 2010; Dong B. et al. 2007). Considerando los
antecedentes mencionados, en este trabajo se estudiaron 5 liquidos idnicos, formados
por la combinacion de los cationes 1-decil-3-metilimidazolio, 1-dodecil-3-
metilimidazolio y 1-hexadecil-3-metilimidazolio con los aniones cloruro y

tetrafluoroborato.
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La concentracion micelar critica (CMC) es un pardmetro importante en la
caracterizacion de la auto-agregacion de compuestos anfifilicos. Cuando los
surfactantes se disuelven en agua, al superar cierta concentracion, conocida como
concentracion micelar critica, tienden a formar espontaneamente agregados
supramoleculares llamados micelas (Dominguez A. et al. 1997). Existen distintas
técnicas para determinar la CMC y se basan en la observacion de cambios en
propiedades fisicas o0 quimicas de las soluciones de tensoactivo como la medicion de
la tension superficial, que disminuye conforme se aumenta la concentracion del
surfactante en la solucion; la determinacion de espectros UV-Vis de la benzoil
acetona; basada en el tautomerismo ceto-enolico de esta molécula, que al momento
de agregar el surfactante predomina la forma endlica (la estabiliza) por el caracter
hidrofobico del medio, lo que hace que se incremente la absorcion a 312 nm y
disminuye la de 250 nm, la CMC corresponde al punto en donde se observa esta
variacion en las dos longitudes de onda, otra manera de conocer la CMC es por la
medida de cambios en los espectros de emisidn y/o excitacion del pireno y, para los
tensoactivos ionicos, por la medicion de la conductividad eléctrica de soluciones de

concentraciones conocidas (Furton K. et al. 1993).

Aunque en la literatura es posible encontrar la CMC para algunos liquidos
ionicos, en la mayoria de los casos los valores reportados para un mismo compuesto
difieren significativamente. El valor de la CMC depende de diversos factores, tales
como la estructura del liquido ionico, la forma en que se constituyen los agregados y
las caracteristicas del medio en el cual se solubiliza el liquido i6nico. Por otra parte,
diversos autores mencionan que en soluciones de liquidos i6nicos a concentraciones

por debajo de la CMC los agregados micelares pueden existir, pero que a
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concentraciones mas elevadas es contundente su formacion. Cuando se trabaja con
liquidos i6nicos con aniones muy voluminosos a altas concentraciones se disminuye
su solubilidad lo que hace que termodinamicamente en el sistema se favorezca la
separacion de fases en vez de formar las micelas (Mun J. et al. 2011, Guzman N. et
al. 2010). Debido a que la CMC es el punto de partida para el desarrollo de métodos
de extraccion basados en la formacién de micelas, en este trabajo se realiz6 la
determinacion de la CMC para una serie de liquidos i6nicos del grupo de los 1-

alquil-3-metilimidazolios en soluciones acuosas.

En primera instancia se intentd determinar la CMC por fluorescencia, usando
como sonda fluorescente al pireno. La fluorescencia del prieno dependerd del
solvente en donde se encuentre disuelto, en solventes polares como el agua, la
fluoresencia es relativamente nula, debido a su baja solubiliadad (2-3 uM) en este
solvente y a que en solventes polares las interacciones casi inexistentes con el soluto,
hacen que los anillos bencénicos del pireno no se encuentren favorecidos para llevar
a cabo la fluoresencia por la conformacion que adquiere la molécula que hace que
exista un impedimento en su excitacion y posterior emision (Kalyanasundaram K. et
al, 1977). En medios no polares, este compuesto presenta en su espectro de emision
dos bandas principales a 374 y 383 nm, mientras que en el espectro de excitacion
estas bandas se presentan a 332 y 335 nm. En solucion acuosa, la relacion de
intensidades de las bandas es pequefia tanto para la emision como para la excitacion.
Pero, cuando en este medio se aumenta la concentracion de una sutancia no polar,
como por ejemplo los surfactantes, estos forman micelas, lo que hace que el medio se
torne mas hidrofobo, favoreciendo la excitacion y la emision del pireno por lo que la

relacion de intensidades (excitacion/emision) aumenta en ambos espectros, debido a
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que el prieno se desplaza hacia el medio hidr6fobo de la micela, lo que hace que el
impedieminto conformacional existente en el medio polar se resuelva y auemnte su
rendimiento cuantico de florescencia. Como control para esta prueba se realizd la
determinacion de la CMC del Triton Tx-114, ya que es un surfactante no idnico
ampliamente conocido y bien caracterizado. En la figura 6.1, se presentan los
espectros de excitacion y de emision del pireno en presencia del Tx-114, donde se
puede ver que la intensidad aumenta en ambos espectros conforme se incrementa la
concentracion del surfactante. En las figuras 6.2 y 6.3, se presentan la relacién de
intensidades de las bandas de emision (ls7sem/l3ssem) a@si como la relacion de
intensidades de las bandas de excitacion (lsszex/lsssex), ambas en funcion del
logaritmo de la concentracion del Tx-114. La CMC obtenida para este surfactante fue
de 0.3 mM, valor que coincide con los reportados en la literatura (0.2 a 0.35 mM)
(Thomas A. et al. 2007). Al trabajar con los liquidos ionicos se observo el
comportamiento contrario al esperado, ya que al incrementar la concentracion la
intensidad disminuia, tanto para los espectros de emision como de excitacion, como
se puede observar en la figura 6.4. Este fendmeno se debe probablemente a que la
naturaleza salina de los liquidos ionicos disminuyen la solubilidad del pireno,
haciendo que sus moléculas se compacten, los cuatro anillos del benceno forman
dimeros y eso impide que interactden con el medio micelar hidrofébico, lo que evita
su excitacion y posterior emisién. Ademas, los liquidos idnicos de la serie de los
metilimidazolio tienen fluorescencia intrinseca, que aumenta de acuerdo al anion que
los conforme, como el cloruro, y que dependiendo de la cadena alquilica, al
agregarse forman estructuras muy simétricas, aumentando la densidad de la region
hidrofobica lo que favorece su excitacion y por lo tanto la intensidad de

fluorescencia. Este fendmeno se observé desde bajas concentraciones lo que dificultd
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observar diferencias en la fluorescencia de la de la sonda (pireno) y del liquido

ionico (Pierola 1. et al. 2012).

Debido a los problemas encontrados para establecer la CMC de los liquidos
ionicos por el método de fluorescencia, se decidio realizar la determinacion por
conductimetria, una técnica ampliamente utilizada para surfactantes iénicos. Como
se menciond anteriormente, la micelizacion de un sistema hace que ocurran cambios
bruscos en él, registrandose variaciones en algunas de las propiedades fisicoquimicas
del medio. En las disoluciones de tensoactivos ionicos, cuando comienza la
asociacion micelar se produce una disminucion en el cambio de la conductividad
electrica de dicha disolucién. Este cambio de comportamiento se debe a que la
micela no libera todos los contraiones al seno de la disolucion como lo hace el
monomero de tensoactivo libre, sino solamente un 20 o 30 %, segun su grado de
disociacion y esto permite calcular ciertos parametros como la CMC. Este fendmeno
es facilmente observable al representar graficamente la variacion de la conductividad
de las soluciones en funcién de la concentracion del surfactante, ya que se produce
un cambio en la pendiente de la recta resultante. En este caso se utilizé como control
al dodecilsulfato de sodio (SDS) y se obtuvo un valor de CMC de 7.24 mM (figura
6.5). El valor de CMC obtenido para el SDS coincide con el intervalo de 7-10 mM
reportado en la bibliografia (Dominguez A. et al, 1997). ElI comportamiento de los
liquidos idnicos fue similar al del surfactante control. A manera de ejemplo en la
figura 6.6, se presenta la grafica obtenida para el tetrafluoroborato de 1-decil-3-
metilimidazolio, donde se puede ver la interseccidn de las rectas resultantes antes y
después del cambio en la pendiente de la curva de la variacién de la conductividad en

funcion de la concentracién. En la tabla 6.1, se presentan los valores resultantes de
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CMC de los liquidos iénicos evaluados y los valores reportados en la literatura. En
general, las CMC obtenidas en este trabajo para los liquidos idnicos de la serie de los
3-metilimidazolios son cercanas a los limites bajos del intervalo reportado en la
literatura (Pino V. et al. 2012); y las diferencias observadas se atribuyen a la
presencia de impurezas que pueden afectar la micelizacion. En el caso del
tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, la CMC encontrada fue de 11.19 mM

y a nuestro entender es la primera vez que se reporta.

Los liquidos ionicos evaluados contenian aniones cloruro y tetrafluoroborato. De
los cloruros, el que presenté la mayor CMC fue el cloruro de 1-dodecil-3-
metilimidazolio con una valor de 12.12 mM, luego el cloruro de 1-decil-3-
metilimidazolio con una CMC de 8.87 mM y por ultimo el cloruro de 1-decil-3-
metilimidazolio con una CMC de 1.13 mM. Mientras que para los liquidos i6nicos
con el anion tetrafluoroborato el de mayor CMC fue el tetrafluoroborato de 1-decil-
3-metilimidazolio con una CMC de 11.19 mM vy el tetrafluoroborato de 1-dodecil-3-
metilimidazolio con una CMC de 4.69 mM. En cuanto a la influencia del cation, el
liquido i6nico que presentaba el 1-dodecil-3-metilimidazolio fue el de mayor CMC
con un valor de 12.12 mM, después los que estaban conformados por el 1-decil-3-
metilimidazolio con una CMC de 11.19 mM y 8.87 mM, luego uno con el 1-dodecil-
3-metilimidazolio con una CMC de 4.69 mM y por ultimo el del catién 1-hexadecil-
3-metilimidazolio con la menor CMC de 1.13 mM. En la literatura se encontrd
reportado que a medida que aumenta la longitud de la cadena alquilica, disminuye el
valor de CMC debido a que el componente hidrofébico del cation se hace cada vez
mas grande y se necesita una menor concentracién del compuesto para que se dé la

formacién de micelas, ademas que el volumen del anién también tiene influencia en
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la agregacion ya que a mayor volumen menor CMC, esto debido a que los aniones
voluminosos son méas facilmente adsorbidos sobre la superficie de los agregados,
reduciendo las repulsiones electrostaticas entre los cationes y facilitando la
agregacion. Los resultados encontrados concuerdan con lo mencionado en este
parrafo, ya que el liquido i6nico con mayor CMC fue aquel cuyo anion es menos
voluminoso (cloruro) y el de menor CMC el que posee la cadena alquilica de mayor

tamafio (hexadecil) (Guzman N. et al. 2010; Inoue T et al. 2011).
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7.2. Tamano de Micela

Las micelas se forman cuando el surfactante supera cierta concentracion,
Illamada Concentracion Micelar Critica (CMC). Las soluciones en las cuales se
determindé el tamafio de las micelas fueron aquellas en las que ligeramente se
sobrepasaba la CMC, como lo muestra la tabla 5.2, para garantizar la formacion de
estos agregados. Par el desarrollo de esta prueba se utilizé el espectrofotometro de
correlacion fotonica, dicha técnica se basa en hacer pasar un rayo de luz por las
particulas en solucion. A partir de las fluctuaciones de la luz cuando las particulas se
atraviesan, se determina la distribucion de tamafios y se hace un promedio, entonces
cuanto menor es la homogeneidad de las particulas en la solucion hay mayores

fluctuaciones y es mas dificil realizar la determinacion.

El tamafio promedio de micela obtenido para los liquidos ionicos y los
surfactantes se presentan en la tabla 6.2. Como puede observarse las micelas del Tx-
114 fueron las de mayor tamafio (922.36 nm), seguidas de las del SDS (788.22 nm).
En cuanto a los liquidos ionicos, el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio
presento el mayor tamafio de la micela (619.6 nm), seguido del tetrafluoroborato de
1-dodecil-3-metilimidazolio (199.0 nm), después el cloruro de 1-decil-3-
metilimidazolio (177.3 nm), luego el cloruro de 1-hexadecil-3-metilimidazolio
(104.6 nm) y por ultimo el cloruro de 1-dodecil-3-metilimidazolio (4.02 nm). Es
importante destacar que no se encontrd ningun reporte en la bibliografia sobre el

tamafo de las micelas de los liquidos i6nicos evaluados.
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Los resultados encontrados para los surfactantes control concuerdan con lo
reportado en cuanto a que las micelas de los surfactantes no iénicos, en este caso el
Tx-114, presentan mayor tamafio de micela con respecto a los i6nicos, como el SDS,
debido principalmente a la ausencia de interacciones electrostaticas que
desestabilicen a las micelas (Streletzky K. et al. 1995). En cuanto al tamafio de
micela de los liquidos i6nicos se observa un amplio rango, ya que la agregacion de
los liquidos i6nicos dependera de la longitud de la cadena alquilica asi como del tipo
de anion. Estad reportado que tendran mayor tamafio aquellas micelas que estén
formadas por liquidos ionicos con aniones voluminosos (Guzman N. et al. 2010), lo
que se puede confirmar con los resultados encontrados en los que se puede ver que
los liquidos ionicos con el anion mas voluminoso (tetrafluoroborato) fueron lo que
formaron micelas de mayor tamafio en comparacion con aquellos que contienen al

cloruro como anion.

En la figura 6.8, se presenta una micrografia de las micelas del Tx-114 (0.5 mM)
y en la figura 6. una micrografia de las micelas del SDS (15 mM), como se puede
observar en las micrografias, las micelas del Tx-114 son las mas grandes, pudiéndose
ver que las micelas no son uniformes en ningun surfactante. Al observar las
soluciones de los diferentes liquidos i6nicos, no fue posible observar ninguna
estructura con los aumentos con lo que cuenta el microscopio, se cree que se debe al
tamafo nanométrico de las micelas de los liquidos i6nicos y al bajo aumento del
microscopio utilizado. Solamente fue posible observar las micelas del liquido i6nico
que en la espectroscopia de correlacion fotonica demostrd tener las estructuras
micelares de mayor tamario, el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, la

figura 6.10 es una microfotografia de las micelas de este liquido idnico.
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Debido a que las micelas del tetrafluoroborato de 1-decil-3-metil imidazolio
fueron las més grandes y que ademas fueron las Unicas que se pudieron observar por
microscopia éptica, fue que se eligié a este liquido i6nico como el medio extractante

a evaluar en la extraccién micelar.
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7.3. Desarrollo de métodos de analisis cromatografico.

7.3.1. Métodos cromatogréficos para la acrilamida.

Muchos de los métodos reportados para el anélisis de la acrilamida, emplean
columnas de fase inversa Cig y fases moviles con un contenido acuoso muy alto,
aungue algunos trabajos publicados se basan en el uso de la cromatografia de
interacciones hidrofilicas (HILIC). En este trabajo se tomaron como referencia
algunos de estos métodos, evaluandose en la primera etapa, sin embargo con ninguno
fue posible obtener una retencion adecuada de la acrilamida y por ello fue necesario

buscar alternativas.

El problema de retencion de la acrilamida se debe a que es una sustancia
altamente hidrofilica (log Po/w -0.67), su afinidad por fases no polares como la Cyg
es practicamente nula, aun trabajando con fases moviles con baja fuerza de elucion,

lo que hace dificil retenerla.

El comportamiento de los liquidos i6nicos frente a las columnas comunes de
fase inversa es un poco mas complejo, ya que estan formados por iones y por lo tanto
tienen carga permanente, lo que provoca que tengan baja afinidad por las fases no

polares. Aungue, por otro lado, los cationes que los forman son compuestos
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organicos que en general tienen un gran tamafio, como los imidazolios que pueden
contribuir a su retencion en fases no polares. Con el fin de tener un método
cromatogréfico que permitiera analizar a la acrilamida en presencia de surfactantes
comunes como el SDS y el Triton X-114 y del tetrafluoroborato de 1-decil-3-metil
imidazolio, se evaluaron diferentes columnas de fase inversa (dCis y HS F5) y de
fase mixta (fase inversa-intercambio cationico débil, Primesep S) trabajando en

modo convencional, de formacion de pares iénicos y HILIC.

La columna Atlantis dC;g esta preparada para trabajar con contenidos acuosos
muy altos y como se puede ver en la tabla 6.3, inicialmente se probd con una mezcla
de agua acetonitrilo 99:1 como fase movil, sin embargo en estas condiciones la
acrilamida no se retuvo. Con el fin de disminuir la fuerza de elucion, se elimino
totalmente el solvente organico de la fase y se evaluaron agua y buffer de acetatos
(40 mM y 20 mM, pH 4) al 100%, pero no se observo ninguna mejora y con estas

fases la acrilamida continuaba eluyendo con el tiempo muerto.

Dados los resultados mencionados, se optd por evaluar la separacion
utilizando cromatografia de interacciones hidrofilicas (HILIC). Este tipo de
cromatografia, es una alternativa para la separacion de compuestos polares. La fase
estacionara es un material polar que puede ser la silice pura 0 modificada y la fase
movil es un solvente orgadnico con un contenido bajo de un solvente polar. La
separacion se da por la particion de los analitos entre una pequefia capa de solvente
polar que se forma en la superficie de la fase estacionaria y la fase mévil (Guo Y. et

al. 2011, L.N. van Nuijs A. et al. 2011, Buszewski B. et al. 2012).
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En la tabla 6.3, se presentan los resultados obtenidos en HILIC y como se
puede ver la separacion de la acrilamida no fue adecuada, ya que ni cambiando la

fase estacionaria ni la fase movil, fue posible retener a la acrilamida.

Dados los escasos resultados logrados con las pruebas anteriores, se evaluo el
uso de una columna Atlantis dC;s pero con una fase mévil compuesta por 99 % de
solucion acuosa de acido trifluoroacético (40mM, pH 4) y 1 % de acetonitrilo. Bajo
estas condiciones la acrilamida presenta un tiempo de retencion de 5.41 min y esta
separada aproximadamente 1.5 min del tiempo muerto. En la tabla 6.3, se presentan
las condiciones evaluadas, sin embargo, en estas condiciones los cromatogramas
presentaban mucho ruido. Por ello, se decidio disminuir la concentracion del acido
trifluoroacético a 20 mM (pH 4) con lo que se elimind el problema. En la tabla 6.4 se
presenta un resumen con las condiciones optimas establecidas para el andlisis de la

acrilamida y en la figura 6.11 un cromatograma obtenido con este método.
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7.3.2. Métodos cromatogréficos para el &cido salicilico y la cafeina.

Muchos de los métodos reportados para la cuantificacion de cafeina y de acido
salicilico emplean columnas de fase inversa Cis. En el desarrollo de estas pruebas se
tomaron como referencia algunos métodos anteriormente implementados en nuestro
laboratorio (Garza M. et al, 2012). Con el fin de tener un método cromatografico que
permitiera analizar a la cafeina y al &cido salicilico de manera simultanea, en
presencia de surfactantes comunes como el SDS y el Triton X-114 y del liquidos
ionico tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, se evaluaron diferentes

columnas de fase inversa (dC;s y XDB-C;g) trabajando en modo convencional.

Iniciailmente en el desarrollo cromatografico se pretendia separar a las tres
analito en la misma columna es por eso que se inicié el trabajo con las condiciones
evaluadas. La columna Atlantis dC18 proporciona mayor retencion para compuestos
polares, en comparacion con una columna de fase inversa convencional, ya que esta
preparada para trabajar con fases moviles con contenidos acuosos muy altos. Las
condiciones de prueba y los resultados obtenidos con esta columna se presentan en la
tabla 6.5. Como puede observarse, en esta columna los analitos pudieron separarse
adecuadamente, como lo demuestran las resoluciones que se obtuvieron (Rs = 2.61 y
1.78), pero con tiempos de retencién muy prolongados, esto debido a que como se
ensayaron juntos con la acrilamida, que para la retencién de esta molécula no

podiamos utilizar una cantidad mayor de fase orgéanica.
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Debido a los resultados anteriores se continué el trabajo con una columna
ZORBAX Eclipse XDB-Cjg, esta columna esta disefiada para separar compuestos
acidos, basicos y neutros, con muy buenas resoluciones, pudiendo trabajar en un
amplio rango de pH, por lo tanto debido a los valores de pKa de los analitos a
separar, esta columna se considera una buena opcion para su separacion. En la tabla
6.5, se muestran las condiciones evaluadas para esta columna y los resultados
obtenidos. Como puede verse, con esta columna se obtuvieron en general menores
tiempos de retencion, el uso de una mezcla de buffer de formiatos 100 mM, pH 4 —
ACN 93:7 como fase movil, permitié tener una separacion adecuada en un tiempo
razonable. En la tabla 6.6 se presentan las condiciones Optimas establecidas para el
analisis de ambos compuestos y en la figura 6.12 un cromatograma obtenido para los

dos analitos con este método.

Cuando se realizo el analisis del &cido salicilico proveniente de las extracciones
con el liquido iénico, se observo que en el cromatograma junto con el pico del &cido
aparecia un pico del liquido ionico del cual no fue posible la separacion (figura 6.22
y 6.23) Este problema no fue detectado durante la optimizacion de los métodos
cromatograficos, ya que la concentracion a la cual se trabajo el liquido idnico era
muy inferior a la utilizada en el método de extraccion. Por ello, fue necesario
implementar otro método cromatogréafico para el analisis del acido salicilico a partir
de las extracciones con el liquido i6nico. Se utilizé una columna Luna CN, en modo
HILIC y las condiciones evaluadas se presentan en la tabla 6.5. Como puede
observarse en el cromatograma de la figura 6.24 se logro la retencion del analito y la
separacion de la sefial del liquido i6nico. Sin embargo, debido a que el pico se

coleaba un poco, se decidié aumentar la fuerza idnica de la fase movil de acetonitrilo
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con un buffer de acetatos 500 mM, pH 5 (95:5), con lo cual se mejord la separacion.

Las condiciones 6ptimas del método se muestran en la tabla 6.7.
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7.4. Validacion de los métodos cromatograficos.

En la tabla 6.8, se presentan los resultados obtenidos durante la validacién de

los métodos cromatograficos desarrollados.

Para los tres analitos, los métodos desarrollados fueron lineales en un
intervalo de 5 a 80 pg/mL. Se obtuvieron coeficientes de correlacion y de
determinacion mayores a 0.99. El rango lineal esta dentro de los rangos reportados
por la literatura para la cuantificacion de estos analitos analizados por HPLC con
detector UV-Vis (Mullangi R. et al. 2012; Oracz J. et al. 2011; Srdjenovic B. et al.

2008; Zhang Y. et al. 2007; Sawyer M. et al. 2003).

La precision fue evaluada como el porcentaje de desviacion estandar relativa
(% DER) de los factores de respuesta para los tres analitos. Para la acrilamida se
obtuvo un 14.25 % de DER, para el acido salicilico en fase inversa un 4.8 % y en
modo HILIC un 8.8 %, mientras que para la cafeina un 3.2% estos porcentajes estan
dentro de lo reportado en la bibliografia métodos (Mullangi R. et al. 2012; Oracz J. et
al. 2011; Srdjenovic B. et al. 2008; Zhang Y. et al. 2007; Sawyer M. et al. 2003). El
valor relativamente alto obtenido para la acrilamida, se atribuye al ruido que
presentan los cromatogramas, debido a la longitud de onda de la deteccion del
analito, que hace que se dificulte la integracion de los picos cromatograficos
haciendo que exista mas variacion y estos resultados son superiores a los reportados

en otros.
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La exactitud se evalué mediante la correlacion de la concentracion calculada
para los estdndares de calibracion y su concentracién real, obteniendo en todos los
casos la ecuacion de la recta resultante y haciendo la evaluacién con el valor de la

pendiente, la cual en todo los casos fue ~ a 1.

Los limites de cuantificacion y de deteccion de este método para la acrilamida
fueron de 1.42 pg/mL y de 0.45 pg/mL respectivamente, estos valores son superiores
a los obtenidos en el método desarrollado anteriormente en nuestro laboratorio
(Granados G. 2008), pero hay que destacar que en el método aqui desarrallodado se
evaluo el desemperio de los liquidos iGnicos como medios de extraccion, a diferencia
del metodo desarrollado por Granados G., que hace uso de la SPE lo cual contribuye
a tener los limites de deteccion y de cuantificacion mas bajos. Para el acido salicilico
se obtuvo un limite de deteccion de 0.26 pg/mL y un limite de cuantificacion de 0.86
ug/mL y en método HILIC los limites encontrados fueron ligeramente superiores
(LD: 0.32 pg/mL y LC: 1.07 pg/mL), ambos resultados son superiores a los
encontrados en la literatura, en los que hacen uso de procedimientos de
preconcentracién como la SPE y emplean detectores de espectrometria de masas, lo
cual hace que se tengan método mas sensibles (Gracia-Lor E. et al. 2009, Mullangi
R. et al. 2012). Para la cafeina el limite de cuantificacién fue de 0.58 pg/mL y el de
deteccién de 0.17 pg/mL, dichos valores se encuentran entre el rango de los
reportados que van desde 0.07 pg/mL a 14 pg/mL para el limte de deteccion y de
0.19 pg/mL a 4.2 pg/mL para los limites de cuantificacidn, los rangos tan amplios se
deben a la gran diversidad de matrices evaluadas, lo que hace que se apliquen una

gran cantidad de procedimientos para la preparacion de muestras a analizar, estos

108



resultados fueron con detectores UV-Vis y DAD (Srdjenovic B. et al. 2008; Risner

C. et al. 2008; Rostagno M. et a. 2011).

Finalmente, se evalud las posibles interferencias por la presencia de los
medios extractantes en la cuantificacion de cada unos de los analitos. Para ello se
hicieron andlisis por triplicado de estandares acuosos de acrilamida a dos niveles de
concentracion 25 y 80 pg/mL, de cafeina y de acido salicilico a niveles de 15 y 40
pug/mL. Las determinaciones se realizaron en presencia del Tx-114, del SDS y del
tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio a un nivel de 40 pg/mL. Los datos
fueron sometidos a una prueba T de Student de dos colas con un nivel de confianza
del 95 %. Los resultados de las concentraciones calculadas y de la prueba estadistica
se encuentran en la tabla 6.9 para cada unos de los analitos, estos resultados nos
muestran que no hubo diferencia estadisticamente significativa en la cuantificacion
de los analitos en la presencia de los surfactantes y del liquido iénico en las

concentraciones evaluadas.
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7.5. Desarrollo de métodos de extraccion micelar.

El andlisis de los resultados del disefio de experimentos permitid establecer las
condiciones Optimas para la extraccion de los tres analitos utilizando Tx-114. En las
figuras 6.13, 6.14 y 6.15 se presentan los diagramas de Pareto obtenidos y en la tabla
6.10 las condiciones 6ptimas de extraccion para cada uno de los analitos. Como
puede verse en los diagramas, practicamente todas las variables tuvieron un efecto
significativo sobre la respuesta, lo mismo que las interacciones evaluadas. Esto se
hace evidente debido a que en los diagramas de Pareto se represantan los factores
evaluados y sus combinaciones en barras, y aquellos que influyan en la respuestan
son lo que sobre pasen la linea que atraviesa el frafico, dicha linea representan el
valor critico de F en el analsis de varianzas (ANOVA) realizado con los datos, es por
eso que aquellas barras que sobre pasen ese linea reprsentaran en su valor una
diferencia estadisticamente sifnificativa en la respuesta obtenida. EI pH 6ptimo para
los tres analitos resultd ser el del nivel bajo, el pH 2. Si bien se esperaria que por lo
menos este valor de pH no fuese el indicado para la cafeina, ya que por su pKa a este
pH estaria protonada y por ello tendria mayor afinidad por la solucion acuosa. Por
otro lado, a este pH el acido salicilico se encuentra en su forma molecular, lo que
favorece su afinidad a la fase rica en surfactante, mientras que para la acrilamida el
pH no es importante, debido a que no tiene grupos ionizables. Para los tres analitos el
alto contenido de sales (5 % de NaCl) favorecio su extraccion, ya que la presencia de
sales favorece su desplazamiento hacia la fase rica en surfactante. En cuanto al tipo
de agitacion, para al acido salicilico funcioné mejor el ultrasonido, mientras que para
la cafeina y la acrilamida result6 mejor la agitacion con vértex. La temperatura

Optima de extraccion fue de 40 °C para la acrilamida y el acido salicilico, mientras
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que para la cafeina fue de 100 °C. Para la cafeina y el &cido salicilico un tiempo de
10 min fue suficiente para tener una buena extraccion, mientras que la acrilamida
requirié un periodo mayor (30 min). De acuerdo al valor de log K o el é&cido
salicilico es el compuesto mas hidrofobico de los tres analitos incluidos en el estudio
y probablemente por ello sus condiciones de extraccion, resultaron ser las de menor
tiempo, mas baja temperatura y una agitacion mas suave. Las figuras 6.16, 6.17 y
6.18, muestran cromatogramas de los analitos extraidos con el Tx-114 en las

condiciones dptimas para cada uno de ellos.

Para el SDS no fue posible lograr la separacion de fases con ninguno de los
experimentos planteados en el disefio. Se realizaron distintas pruebas e incluso se
implementaron procedimientos de extraccion publicados (Merino F. et al, 2002;
Sicilia D. et al, 2002) pero ninguna de las pruebas dio resultado y no se logré la
separacion de fases. Dado que el método con SDS se desarrollé solo con el fin de
comparar su desempefio con el de los liquidos i6nicos, se decidid no continuar

trabajando con él.

Al realizar las pruebas planteadas en el disefio de experimentos para la
extraccion de los analitos con el tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio, no
fue posible lograr la separacion de las fases. Para lograr la separacion de fases se
realizaron distintas pruebas y se encontrd que sin adicionar sales y sin calentamiento
era posible formar las dos fases. Los resultados encontrados en la adicion del NaCl,
se atribuyen a que le presencia de sales pueden dar lugar a un intercambio de iones

que aumenta la solubilidad del liquido i6nico en el agua, lo cual sucede también al
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aumentar la temperatura. En la tabla 6.11 se muestran las condiciones de extraccion
Optimas utilizando el liquido i6nico como fase extractante y en las figuras 6.19, 6.20,
6.21 y 6.22, se muestran cromatogramas obtenidos para la extraccion de los 3

analitos de las soluciones acuosas.
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7.6. Comparacion del desempefio del Triton Tx-114 y Tetrafluoroborato de

1-decil-3-metilimidazolio en la extraccién micelar.

Para comparar el desempefio de los medios extractantes en los
procedimientos desarrollados para los analitos modelo, se realizaron extracciones por
triplicado de soluciones acuosas a un nivel de 80 pug/mL de cada uno de ellos, para

obtener la eficiencia y la precision de los métodos desarrollados.

En la tabla 6.12, se muestran los porcentajes de recuperacion y los
porcentajes de desviacion estandar relativa que se obtuvieron para los tres analitos en

las extracciones con los extractantes evaluados en las condiciones optimas.

El Tx-114 permitio extraer a los tres analitos, a la acrilamida con una
eficiencia del 2.69 %, a la cafeina con un 11.49 % vy al acido salicilico con una
eficiencia del 409.3 %, concentrandolo alrededor de 4 veces. Con el liquido ionico
también fue posible extraer a los tres analitos, pero a la acrilamida y a la cafeina con
una eficiencia superior con respecto a la obtenida con el Tx-114 las cuales fue del
39.46 % y del 87.10 % respectivamente. En cuanto al acido salicilico se obtuvo una
eficiencia del 120 %, por lo que para este compuesto fue el Unico para el cual result6

mejor la extraccion con Tx-114.

La mayor capacidad del Tx-114 para extraer y concentrar al cido salicilico

se atribuye a que este compuesto es el mas hidrofébico en comparacion con los otros
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dos analitos, por lo que tiende a desplazarse a la regién mas hidrofobica del sistema
como lo es la region rica en surfactante, mientras que la cafeina y la acrilamida son

sustancias mas hidrofilicas y tienen una alta afinidad por la fase acuosa.

Por otra parte, el hecho de que el liquido i6nico hubiese presentado mayor
eficiencia para la extraccion de los analitos para los cuales el Tx-114 mostré menor
eficiencia en la extraccion, se debe principalmente a las caracteristicas estructurales
del liquido i6nico que al formar las micelas hace que se produzcan una serie de
interacciones como las electrostéaticas o los puentes de hidrogeno que le otorgan una
mayor polaridad favoreciendo su interaccion con los analitos mas polares y por lo

tanto favoreciendo su extraccion en un mayor nivel.

En cuanto a la precision de las extracciones, las recuperaciones con el Tx-114
para la acrilamida fueron las que presentaron una mayor desviacion estandar relativa
(15.12 %) y la menor DER la presentd la cafeina (0.82 %). Por otra parte, en las
extracciones con el liquido ionico, las del acido salicilico fueron las que resultaron
con una mayor DER (6.90 %) y las de menor DER fueron las extracciones de la
acrilamida (2.86 %). En general el método desarrollado con el liquido i6nico resultd
ser mejor, ya que se pudo extraer a los tres analitos con buenas recuperaciones sobre
todo las de la cafeina y de la acrilamida en las que fue muy superior a la eficiencia
que presento el Tx-114 para las mismas moléculas, aunque al acido salicilico solo lo

concentré una vez.
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Actualmente los diferentes métodos por los cuales se lleva a cabo la
determinacion de la acrilamida, hacen uso de la extraccion en fase solida o la
extraccion liquido liquido, obteniendo recuperaciones que van desde el 35 al 100 %
en diferentes matrices, como alimentos y agua. (Oracz J. et al. 2011, Zhang Y. et al.
2007). En nuestro trabajo el método desarrollado con el Tx-114 para la acrilamida
arrojé recuperaciones, muy inferiores a los reportados por la literatura, mientras que
el método desarrollado cuando se utiliz6 el liquido i6nico presentd recuperaciones
similares a los niveles reportados, pero lo que hay que destacar es que este
procedimiento resulté ser mas simple y mas rapido y ademéas hace uso de una

sustancia amigable con el medio ambiente, como lo es el liquido ionico.

En lo que respecta a la cafeina, la SPE es la técnica mas ampliamente
utilizada en la separacion de este analito de diferentes muestras como bebidas, agua
residual o de tabletas de medicamentos y se han obtenido recuperaciones que van del
90 al 100 % (YYamauchi Y. et al. 2007, Evans R. et al. 2008, Rostagno M. et al.
2011). En el método de extraccion micelar desarrollado utilizando al Tx-114 la
cafeina presentd una recuperacion baja en referencia a lo reportado de la bibliografia
anteriormente citada, mientras que con el procedimiento utilizando el liquido idnico
se obtuvieron recuperaciones del 87 %, superior a los valores que se encontraron con

el método cuando se utiliz6 el Tx-114.
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Las técnicas de preparacion de muestra que se han aplicado al anélisis del
acido salicilico en diferentes matrices, han arrojado buenas recuperaciones que van
desde el 90 al 120 % (Gracia-Lor E. et al. 2009, Mullangi R. et al. 2012). En el
meétodo desarrollado cuando se utilizo el Tx-114 se encontrd que las recuperaciones
fueron superiores a las reportadas, teniendo la capacidad de concentrarlo hasta 4
veces. EI método con el liquido i6nico, también tuvo la capacidad de separar y
concentrar al analito pero en un nivel mas bajo, ya que solo lo concentrd una vez, es

decir tres veces menos que el Tx-114.
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CAPITULO 8

CONCLUSIONES Y PERSEPECTIVAS

8.1. Conclusiones

Se caracterizaron liquidos ionicos de la serie de los 1-alquil-3-metilimidazolio,
mediante la determinacion de su CMC y el tamafio de micela. El tetrafluoroborato de
1-decil-3-metilimidazolio fue seleccionado para el desarrollo de un método de

extraccion micelar, ya que fue el que presenté mayor tamafio de las micelas.
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Se desarrollaron métodos por HPLC, lineales, precisos y exactos, para la
determinacion de acrilamida, cafeina y acido salicilico en presencia de surfactantes y

del tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.

Se desarrollaron métodos de extraccion micelar para la cafeina, el acido salicilico
y la acrilamida, utilizando Tx-114 y tetrafluoroborato de 1-decil-3-metilimidazolio.
El método propuesto para el liquido idnico resulté ser mas simple y demostré tener
un buen desempefio para la extraccion de analitos hidrofilicos, con eficiencias

significativamente superiores para la acrilamida y la cafeina.

Aunque existen reportes del uso del SDS en metodos de extraccion micelar, en
nuestro caso, no fue posible lograr la separacion de la fase rica en micelas de la fase

acuosa.

Se demostrd que los liquidos i6nicos pueden desempefiarse como medios de
extraccion para compuestos hidrofilicos con altos porcentajes de recuperacion, por lo

que pueden ser considerados como una alternativa a los solventes convencionales.

118



8.2 Perspectivas

Evaluar el desempefio de otras familias de liquidos i6nicos, como los fosfonios o

hexaflurofosfatos, en métodos de extraccion micelar.

Aplicar los métodos desarrollados en la cuantificacion de los analitos en muestras

reales.
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