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Capitulo 1: Introduccion

1.1. Productos para el cuidado personal
1.1.1. Antecedentes
Millones de personas utilizan diariamente cosméticos o productos de cuidado personal
(PCP). Estos productos se utilizan sobre la piel y mucosas, y aunque es poco probable que
sus componentes la penetren y se produzca una exposicion sistémica significativa no puede

excluirse totalmente esta posibilidad.

Si bien los PCP se utilizan con el objeto de higienizar, perfumar, proteger o mantener en buen
estado diversas partes del cuerpo, [1] hay diversas sustancias naturales y sintéticas que se
incorporan a los PCP y pueden producir efectos locales, dentro de los que se pueden
mencionar, irritacidén, sensibilizacién y fotorreacciones [2,3]. Esto es de importancia
principalmente para el caso de compuestos que quedan de forma permanente en la piel, como
son ciertos componentes de desodorantes, toallas himedas y tinturas para el cabello. Dada la
significativa y relativamente incontrolada exposicion a los PCP, la seguridad de estos

productos debe ser evaluada a fondo antes de su comercializacion.

1.1.2. Cosméticos y Cosmecéuticos
La Ley Federal de Alimentos, Medicamentos y Cosméticos (FD&C Act) de los EE. UU.
define los cosméticos como “‘articulos destinados a ser frotados, vertidos, salpicados,
rociados, introducidos o aplicados de otro modo en el cuerpo humano o partes del mismo
para limpiar, embellecer, fomentar la atraccidn, o alterar la apariencia’[4]. En forma similar
la Administraciéon Nacional de Medicamentos y Tecnologia Médica (ANMAT) de la
Republica Argentina, define a los productos cosméticos como “preparaciones constituidas

por sustancias naturales o sintéticas o sus mezclas, de uso externo en las diversas partes del
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cuerpo humano: piel, sistema capilar, ufias, labios, érganos genitales externos, dientes y
membranas mucosas de la cavidad oral, con el objeto exclusivo o principal de higienizarlas,
perfumarlas, cambiarles su apariencia, protegerlos o mantenerlos en buen estado y/o corregir

olores corporales. Estos productos no podran proclamar actividad terapéutica”[5].

Desde una perspectiva global, la definicion legal de cosméticos/PCPs atin no es clara, en este
punto se puede mencionar a los protectores solares, la Unién Europea (UE), los considera
como productos cosméticos, mientras que en los EE.UU., son medicamentos de venta libre;
otro claro ejemplo son las tinturas para el cabello, en la UE son cosméticos, pero son cuasi-
farmacos en Japon, y estdn sujetos a las regulaciones de drogas con requerimientos de

seguridad similares a los medicamentos [6].

Un producto puede ser un medicamento, un cosmético o ambos. La FD&C Act define las
drogas como aquellos productos que curan, tratan, mitigan o previenen enfermedades o que
afectan la estructura o funcién del cuerpo humano, si un producto cumple con estas
afirmaciones, serd regulado como un medicamento. Los cosméticos estdn destinados a
embellecer, promover el atractivo, alterar la apariencia o limpiar; no estdn destinados a

afectar la estructura o funcién del cuerpo.

Hace algunos afios la Sociedad Norteamericana de Quimicos Cosméticos acuiié el término
“cosmecéutico” para referirse a productos hibridos entre medicamentos y cosméticos [7]. Si
bien la FD&C Act no reconoce el término "cosmecéutico", la industria cosmética utiliza esta
palabra para referirse a los productos cosméticos que tienen beneficios medicinales o

similares a los medicamentos.
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Actualmente el término “cosmecéutico” no tiene una categoria regulatoria, sin embargo
algunos PCP requieren especial atencion por parte de los entes reguladores debido a su
complejidad cientifica o al mayor riesgo potencial para la salud de los consumidores. Las
diferencias en los marcos regulatorios pueden ser particularmente importantes para los
llamados “productos frontera”, dificiles de clasificar en una categoria especifica [8]. Mientras
que los cosméticos convencionales son productos de publicidad y venta masiva, haciendo el
propio usuario la eleccién, los cosmecéuticos requieren un canal especializado en el que un

prescriptor disefia y controla de forma personalizada el tratamiento.

Los cosmecéuticos encuentran multiples aplicaciones dermatoldgicas para combatir los
signos del envejecimiento cutdneo, arrugas y lineas de expresion, manchas, lesiones del
fotoenvejecimiento o el enrojecimiento facial. También se emplean cosmecéuticos en
patologias como el acné y vitiligo. Particularmente para el acné se utilizan maquillajes que
contienen 4cido glicélico y salicilico, siendo un claro ejemplo de “productos frontera”, ya
que son comercializados como cosméticos por mas que contengan un principio activo, no
habiendo restriccidn alguna en su venta y uso. Asimismo, debe considerarse que las personas
que padecen estos trastornos, ademds hacen uso de agentes cosméticos (maquillajes,
autobronceantes, etc.) que, sin contener principios activos, ayudan con la carga psicosocial
de la enfermedad. Sin embargo, estos productos pueden agravar el cuadro clinico original a

causa de ciertos componentes habituales de los mismos.

1.1.3. Normas Regulatorias en la composicion
En Europa, la Directiva 76/768/EEC determina las sustancias prohibidas en la composicién

de los productos cosméticos (anexo II) y la lista de sustancias que son objeto de restricciones
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o de condiciones especificas de utilizacion (anexo III) (Figura 1.1). La Directiva también
establece la lista de colorantes (anexo IV), conservantes (anexo VI) y filtros UV (anexo VII)

autorizados.

> Sustancias Prohibidas
(Anexo II)

Sustancias restringidas
Directiva 76/768/ECC o utilizadas en condiciones

especificas.

(Anexo III)

> Sustancias Autorizadas Colorantes

Conservantes
(Anexo VI)

Filtros
(Anexo VII)

Figura 1.1. Sustancias reguladas por la Directiva 76/768/EEC de la Comisién de la Unién

Europea

En la Republica Argentina rigen las Resoluciones Mercosur segun lo dispuesto por ANMAT
[9-11]. Dentro de las sustancias prohibidas, compuestos farmacolégicamente activos que no
pueden anadirse a un producto cosmético, podemos mencionar algunos ejemplos como
anestésicos, antihistaminicos, antimicoticos, corticosteroides, hormonas, diuréticos,
antihipertensivos y drogas usadas para la disfuncion eréctil masculina [12, 13]. En productos
de aplicacién post-solar y en lociones para la caida del cabello se han encontrado anestésicos

y antihistaminicos afiadidos ilegalmente [14, 15].
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Entre las sustancias autorizadas, se encuentran los parabenos (PAs), utilizados como
conservantes para prevenir la aparicion de hongos y microorganismos en alimentos, bebidas,
productos farmacéuticos y cosméticos. Los mds utilizados son metilparabeno (MP),
etilparabeno (EP), propilparabeno (PP), butilparabeno (BuP) y bencilparabeno (BeP). Estos
compuestos se encuentran en casi todos los tipos de cosméticos y como tienen efectos
sinérgicos a menudo se encuentran dos o mds asociados [16]. Si bien estos productos se
encuentran incluidos en la lista de sustancias autorizadas, se establece para los mismos una

concentracion maxima limite.

1.1.4. Composicion
1.1.4.1. Parabenos
1.14.1.1. Propiedades y Clasificacion
En términos de estructura quimica, los PAs son ésteres del dcido p-hidroxibenzoico, con
sustituyentes alquilo que van desde grupos metilo hasta butilo o bencilo Figura 1.2 [17].
Como se menciono anteriormente, se pueden distinguir MP, EP, PP, isopropilparabeno (iPP),
BuP, isobutilparabeno (iBuP) y BeP. Entre ellos, el MP y el PP son los mas empleados y
suelen ser utilizados en combinacién en muchos tipos de férmulas quimicas [18]. Las
principales propiedades fisicoquimicas de los PAs se muestran en la tabla 1.1.
Comercialmente, los parabenos se producen por esterificacion de dcido p-hidroxibenzoico
con un alcohol apropiado en presencia de un catalizador (por ejemplo, dcido sulftrico

concentrado o dcido p-toluenosulfénico) [19].
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OH
Figura 1.2. Estructura quimica general de un parabeno: para-hidroxibenzoato de R, donde

R es un grupo alquilo.

Caracteristicas MP EP PP BuP BeP
Formula Quimica CaHsoz C9Hlps CmH!zOz CnHmOz Cu H1:O
Peso Molecular (g/mol) 152.16 166.18 180.21 194.23 22825
pKa 8.17 8.22 8.35 8.37 -
Coeficiente de particién octanol-agua (log Kos) 1.66 2.19 271 3.24 3.56
Solubilidad en agua 25%C (g.100 ml.) 2.00 0.86 0.30 0.15 0.05

Tabla 1.1. Caracteristicas fisicas y quimicas de los parabenos.

Mientras que en soluciones acuosas &cidas, los parabenos son estables, en soluciones
alcalinas, se hidrolizan en 4cido p-hidroxibenzoico y el alcohol correspondiente. En general,
con el aumento en la longitud de la cadena de alquilo, la resistencia a la hidrélisis aumenta
[20]. Las propiedades antibacterianas de PAs son directamente proporcionales a la longitud
de la cadena del grupo éster, por lo que, el BuP tiene una capacidad 4 veces mayor para
inhibir el crecimiento microbiano que el EP. Sin embargo, simultdneamente con el aumento
de la longitud de la cadena de alquilo, aumenta el valor del coeficiente de particién octanol-
agua, lo que da como resultado una disminucién de la solubilidad en agua. El cloro reacciona
con parabenos para producir derivados clorados [21]. Se ha observado que incluso unos
pocos minutos de contacto entre los cosméticos que contienen PAs y el agua del grifo clorada
dan como resultado la formacién de subproductos clorados y bromados. Este fendmeno es

alarmante debido a la alta estabilidad de los derivados di-clorados resultantes y su elevado
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potencial estrogénico [21,22]. Las numerosas propiedades que predisponen a los parabenos
para su uso como conservantes han contribuido a su considerable popularidad. Las
caracteristicas que determinan la utilidad de PB incluyen, entre otros [23-27]:

* Amplio espectro de actividad contra levaduras, mohos y bacterias.

» Estabilidad quimica (para un amplio intervalo de temperatura y pH que incluye el

intervalo 4,5 - 7,5).

e Inercia.

* Bajo grado de toxicidad sistémica.

* Buena solubilidad en agua.

* Bajos costos de produccion.

* Sin olor o sabor perceptible.

* No causa cambios en la consistencia o coloracion de los productos.

La combinacion de estas propiedades hace que sea relativamente dificil encontrar un

conservante, que reemplace satisfactoriamente a los parabenos.

1.1.4.1.2. Aplicaciones. Productos cosméticos. Normas Regulatorias
Los parabenos se introdujeron en el afio 1920 como conservantes en productos farmacéuticos
[28]. Actualmente, son conservantes ampliamente utilizados, principalmente en cosméticos
y productos farmacéuticos, pero también en productos alimenticios y productos industriales.
Los parabenos estdn presentes en aproximadamente el 80% de los productos de cuidado
personal [29]. En un estudio de 1995, se encontraron parabenos en el 77% de los PCPs y en

el 99% de los cosméticos que permanecen en contacto con la piel [25].
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La ANMAT al igual que la UE permite el uso de PAs en una concentraciéon médxima total de
0,8% (p/p) [30], mientras que deben ser utilizados individualmente en una concentracién
maxima de 0,4% (p/p). Las unidades gubernamentales de los Estados Unidos (Food and Drug
Administration, FDA) y Canadd (Health Canada) han recomendado el mismo umbral para
PAs. Sin embargo, no existe una legislacion que regule las concentraciones de parabenos en
cosméticos en ninguno de esos paises [31]. La concentracion total mdxima de PAs permitida
en Japon es igual a 1.0% [20]. En 2011, el gobierno danés decidi6 introducir restricciones
adicionales, prohibiendo el uso de algunos parabenos (PP, iPP, BuP e iBuP) en PCPs

destinados a nifios menores de 3 afios [32].

El Comité Cientifico de Seguridad de los Consumidores de la Comisién Europea en el afio
2014, modificé los valores de PP y BP que consideraba seguros para el consumidor en PCPs.
A partir de Abril de 2015 la suma de sus concentraciones individuales no debe exceder 0,14%
(p/p) habiendo estado permitido hasta esa fecha un 0,19% (p/p), ademds se prohibié la
presencia de esta combinacion de conservantes en PCPs destinados a nifios menores de 3

afnos [33, 34].

En el cambio de milenio, se publicaron varios estudios que sugieren actividad estrogénica de
los PAs [35] y potencial carcinogénico [36]. Como resultado, algunos fabricantes alteraron
la composicién de sus productos cosméticos al reemplazar los parabenos con otros sistemas

conservantes y al introducir en el mercado las denominadas férmulas "libres de parabenos".

1.1.4.1.3. Exposicion y Toxicologia
Las personas habitualmente utilizan PCPs que pueden contener en su composicion PAs. Se

estima que un adulto utiliza aproximadamente 17,76g de PCPs diarios y un nifio
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aproximadamente 0,38g [2]. A partir de esa informacién, suponiendo que se utilizan PAs en
la concentracién mads alta permisible (0,8%), la dosis diaria de parabenos totales se ha
estimado en 142,08 y 3,02 mg para adultos y nifios, respectivamente. Un 66% de los PAs que
ingresan al organismo son aportados por PCPs; asimismo, recientemente Liao et al. (2013)
detectaron seis tipos de parabenos en varios alimentos adquiridos en el mercado Chino. Del
total de las muestras analizadas, en el 99% de los casos se encontraron parabenos y las
concentraciones totales alcanzaron hasta 2530 ng.g”!. Sin embargo, en comparacién con la
exposicion a PAs originados en PCPs, el valor de la ingesta diaria estimada de parabenos de

alimentos fue bajo.

Las principales fuentes de exposicion humana a los parabenos son PCPs y productos
farmacéuticos. El nivel de exposicion se refleja por la deteccion frecuente de los compuestos
en la orina. Al menos uno de los PAs se encontrd en casi el 100% de las muestras de orina
analizadas. Ademds, los conservantes se detectaron en suero humano, leche, tejido
placentario y en tejido tumoral mamario. Muchas sustancias quimicas presentes en nuestro
entorno, incluidos los PAs poseen actividad estrogénica y su presencia es preocupantes ya
que pueden alterar la funcién hormonal en humanos, lo que conduce a problemas en la
reproduccién y susceptibilidad a contraer algtn tipo de cadncer [37-39]. Se ha demostrado
que los PAs producen trastornos reproductivos en modelos animales [40-42] vy,
potencialmente, podrian ocasionar trastornos en el sistema reproductivo masculino de seres
humanos [39]. Debido a que se han detectado parabenos intactos en tumores de mama
humanos [43] es posible que su actividad estrogénica pueda desempefiar un papel en el
desarrollo de tumores de mama sensibles a estrégenos [44]. En células de cdncer de mama

humano, la reduccién gradual del tamafio del componente alquilo del grupo éster en



Capitulo 1: Introduccion

parabenos da como resultado una reduccién paralela en su actividad estrogénica, ya sea por
disminucion en la longitud de la cadena lineal de alquilo [45], por la pérdida de ramificacion

en la cadena alquilica [46] o por la eliminacién del anillo aromatico en BeP [45].

Algunos estudios en animales han demostrado que los PAs se absorben rdpidamente en el
tracto gastrointestinal [47-50], y también pueden ser absorbidos a través de la piel [51, 52].
Se ha demostrado que la piel humana posee isoformas de carboxilesterasa [53] y se ha
sugerido que esta actividad enzimdtica darfa como resultado la hidrélisis de ésteres de
parabenos aplicados por via dérmica al 4cido p-hidroxibenzoico en la piel [54]. Ademas,
estudios recientes indican que el 4cido p-hidroxibenzoico en si mismo posee su propia
actividad estrogénica intrinseca. Se ha predicho actividad de union al receptor de estrogenos
para el &cido p-hidroxibenzoico [55] y otros estudios informan que posee actividad

estrogénica en ensayos uterotroficos de roedores inmaduros [56].

1.14.14. Contaminacion ambiental
El uso generalizado de parabenos ha resultado en su omnipresencia en el ambiente. Las
principales fuentes de contaminacién son las plantas de tratamiento de aguas residuales.
Aunque el porcentaje de remocion de PAs en la estacién depuradora de aguas residuales
(EDAR) es alto (en promedio 96.1-99.9%), los contaminantes ain estdn presentes en los
efluentes (en concentraciones de hasta aproximadamente 4000 ng/L), lo que da como
resultado su fuga al medio ambiente. Los PAs se detectaron en recursos hidricos, suelo y
sedimentos, aire y polvo, asi como en la biota. En general, entre todos los parabenos medidos,
los mas frecuentemente encontrados fueron MP y PB siendo estas las especies mas

comunmente utilizadas en cosméticos.
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La concentracion y la aparicion de los contaminantes depende en gran medida de la estacion.
Las concentraciones médximas de PAs medidas se correlacionaron con épocas de sequia [57].
Durante temporadas de bajo flujo, las cargas de los compuestos liberados se disuelven en un
volumen de agua menor, lo que da como resultado un aumento de sus concentraciones [17].
Debe tenerse en cuenta la variabilidad estacional al estimar el impacto de los PCPs en el
medio ambiente. Teniendo en cuenta las condiciones locales, como asi también la cercania
de cursos de agua, la probabilidad de encontrar PAs en época turistica es mayor, ya que
aumenta la afluencia de personas y el consumo de PCPs, como protectores solares y lociones

humectantes.

La solubilidad de los compuestos y los valores del coeficiente de particién octanol-agua que
determina la afinidad por la materia organica indican que la posibilidad de acumulacién de
parabenos en los sedimentos aumenta proporcionalmente con la longitud de cadena del
sustituyente alquilo. Algunos resultados indican que las concentraciones de PAs y sus
derivados clorados son varias veces mayores en la fase sélida suspendida en el agua del rio

en comparacion con la fase disuelta [27].

Nuiiez et al. (2008) analizaron PAs en suelos forestales y agricolas y sedimentos de diferentes
areas de Espafia. Las concentraciones més altas en la mayoria de las muestras se registraron
para MP y PP. Los valores registrados fueron de hasta 6,35; 5,10; 4,03; 0,45 y 0,71 ng.g‘1 de
peso seco para MP, EP, PP, BeP y BuP, respectivamente. Vale la pena mencionar que, en
general, las concentraciones mads altas se detectaron en los sedimentos [18]. Esto puede
deberse al hecho de que los sedimentos contienen tipicamente una gran cantidad de fraccién
orgénica y pueden tener un contacto continuo con los contaminantes disueltos en solucién

acuosa, lo que conduce a la deposicion de parabenos.

11
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1.1.5. Aspectos metodologicos de la determinacion de sustancias prohibidas en

PCPs
Como se menciond anteriormente, las leyes que regulan los cosméticos son diversas en
diferentes partes del mundo, y las sustancias que los componen estdn sujetas a varios niveles
de regulacion, existiendo asi sustancias quimicas prohibidas, y otras que deben cumplir con
determinados criterios regulatorios para ser utilizadas como ingredientes en cosméticos y

PCPs.

Por otro lado, se insta a las empresas de cosméticos a garantizar que los productos
comercializados y sus ingredientes sean seguros bajo condiciones razonables de uso, de
acuerdo con la legislacion vigente. Por lo tanto, la gran cantidad de sustancias a controlar, la
amplia gama de estructuras quimicas y la variedad de matrices complejas que las contienen,

representan un gran desafio para el desarrollo de metodologias analiticas confiables.

1.1.5.1. Etapas generales de un proceso analitico
El proceso analitico se define como el conjunto de operaciones previas realizadas sobre la
muestra, el proceso de medida y la adquisicién de datos. El nimero de pasos o etapas que

componen el proceso analitico dependerd principalmente de cinco factores:

12
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o Problema analitico.

e Tipo de muestra.

e Analitos a investigar.

Operaciones X X A
previas e Herramientas disponibles.

e Metodologia de medidas.

o]
o
= Medicion y
= transduccion . . 2
< de la sefial Las operaciones previas de preparacion de muestra
analitica
® tienen como objetivo adecuarla para la medicién
o
E propiamente dicha, son el nexo de unioén entre la
=
Adquisicion y muestra y la segunda etapa del proceso analitico. En

tratamiento de
datos (sefiales)

esta instancia el operador tiene una gran participacion

y suele ser dificil de automatizar, y de acoplar en linea

RESULTADOS

a la segunda etapa.

Figura 1.3. Etapas de un proceso analitico

En un procedimiento analitico aproximadamente entre el 70 al 90% del tiempo es consumido
por las operaciones previas, ademds existe la posibilidad de que ocurran importantisimos
errores tanto accidentales como sistematicos, afectando la calidad de los resultados. Una
inadecuada toma de muestra, una mala disolucién, conservacion, separacion incompleta de
interferentes, etc., podrian llevar a errores de gran magnitud, mayores a los que generalmente

se producen en las otras etapas.
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Por lo tanto, las operaciones previas seran un punto critico y el rendimiento de las mismas
tendrd un impacto crucial en el resultado final, incidiendo directamente sobre la exactitud,

selectividad, sensibilidad, precision y rapidez del proceso [58].

Los procedimientos mds usados para el tratamiento de las muestras son la, evaporacion,
centrifugacién, precipitacion, extraccion liquido-liquido, extracciéon liquido-solido,

filtracion, extraccion en fase solida y liofilizacion.

La segunda etapa del proceso analitico, corresponde a la medida y transduccion de la seiial

analitica, donde se utiliza un instrumento de medida.

Las sefiales medidas pueden ser de una naturaleza muy diversa: dptica, electroquimica,
madsica, térmica, magnética, entre otras. Habitualmente esta sefial primaria se amplifica y
traduce a una sefial eléctrica, que es lo que finalmente se mide. Un procesador expresa esa
sefal eléctrica en unidades relacionadas con la medicién que se realiza (absorbancia en

fotometria, intensidad de fluorescencia, entre otras.)

Finalmente la adquisicion de sefiales y tratamiento de datos representa la tercera etapa del
procedimiento, etapa que requerird del uso de herramientas como la estadistica y
herramientas computacionales, e indudablemente requerird de la interpretacién de los

resultados y de la experticia del analista.

1.1.5.2. Determinacion de sustancias prohibidas y/o restringidas
El permanente avance de los métodos de andlisis utilizando técnicas separativas se ha visto
acompafiado en paralelo con el perfeccionamiento de estrategias para la preparacién de

muestras. Estas metodologias tienen el objeto de extraer el o los analitos de interés de

14
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matrices complejas. El desarrollo de nuevas tecnologias en este campo ha permitido aumentar
la especificidad de la extraccién que luego se traduce en un incremento en la selectividad y

sensibilidad cromatogréfica.

La determinacién de sustancias prohibidas y/o restringidas en PCPs se ha llevado a cabo
utilizando varias técnicas tales como HPLC, mediante el uso de detectores tales como: UV
[59], electroquimicos [60], espectrometria de masa [61], con diferentes ventajas y
desventajas. Por un lado, los métodos que emplean sistemas de deteccion electroquimicos y
de masa presentan alta sensibilidad y selectividad en comparacién con los sistemas de
deteccién Opticos, no obstante estos métodos requieren una instrumentacion sofisticada.
Independiente de cual sea el sistema de deteccidn, para el caso de muestras complejas como
son los PCPs se requieren métodos de pretratamiento de muestra que permitan la extraccion

de analitos diana sin la interferencia de otros componentes presentes en la muestra.

Parametros de calidad como son la selectividad y sensibilidad, se ponen a prueba a la hora
de analizar sustancias prohibidas y/o restringidas en matrices complejas. La IUPAC, define
la selectividad como “la extension en la que un método puede utilizarse para determinar
analitos particulares en mezclas o matrices sin interferencias de otros componentes con un
comportamiento similar” [62] . Por lo tanto, y para que sea una herramienta ttil para el
quimico analitico, los valores de selectividad deberian indicar hasta qué punto la
concentracion de un analito predicha por el método puede estar afectada por otros
interferentes presentes en la muestra. Los interferentes pueden distorsionar la sefial del

analito de interés, evitando su identificacion.
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La sensibilidad de un método analitico se define de acuerdo a la IUPAC como la pendiente
de la curva de calibracidn, tratdndose de una caracteristica del método que depende sélo del
proceso de medida. Asi definida, la sensibilidad no es otra cosa que el factor de respuesta, o
lo que es lo mismo, el cociente entre la variacion de sefial asociada a un determinado analito

y la variacién de su concentracién o cantidad.

El quimico analitico dispone de diferentes opciones para conseguir una mayor selectividad
y/o selectividad, para el primer caso se utilizan diferentes técnicas que consisten en la
eliminaciéon directa de los interferentes, mediante la optimizacién de las condiciones
experimentales y/o instrumentales, por otra parte, la sensibilidad de un método se puede

mejorar realizando una preconcentracion del analito en estudio.

En el presente trabajo de tesis se propone la sintesis de MIPs con la finalidad de aumentar
tanto la sensibilidad como la selectividad. EI MIP se utilizé como sorbente para la extraccion
en fase solida (SPE), esta metodologia nos permite retener especificamente analitos diana

para luego preconcetrarlos y analizarlos sin la presencia de interferentes.
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1.1.6. Métodos espectroscopicos
Los métodos espectroscopicos de andlisis se basan en la mediciéon de la radiacién
electromagnética emitida o absorbida por los analitos. Los métodos de emision utilizan
la radiacion emitida cuando un analito es excitado por energia térmica, eléctrica o energia
radiante. Los métodos de fluorescencia también se basan en la radiacién emitida por el
analito. En la fluorescencia, sin embargo, la radiacion emitida se genera por exposicion de
la muestra a un haz de radiacién electromagnética proveniente de una ldmpara. Por el
contrario, los métodos de absorciéon se basan en la disminucion de la potencia (o
atenuacién) de un haz de radiacién electromagnética como consecuencia de su interaccion

con el analito.

Los métodos espectroscopicos también se clasifican de acuerdo con la region del espectro
electromagnético que se utiliza. Estas regiones incluyen los rayos X, ultravioleta, visible,
infrarrojo, microondas y radiofrecuencias. Historicamente, los primeros métodos
espectroscopicos se restringieron al uso de la radiacion visible; por esta razén se
denominan métodos épticos. Sin embargo, debido a que los instrumentos empleados en
estos métodos tienen alguna similitud, esta terminologia se ha ampliado a los métodos que
utilizan la radiacién ultravioleta e infrarroja a pesar de que el ojo humano no percibe

ninguno de estos tipos de radiacion.

Este texto se enfocard principalmente a los métodos Opticos basados en la radiacion
ultravioleta y visible, y también se hard referencia a los métodos de espectroscopia

infrarroja ya que fueron los métodos utilizados en el presente trabajo de tesis.
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1.1.6.1.  Espectroscopia de absorcion molecular
Toda molécula es capaz de absorber radiacion electromagnética a ciertas longitudes de onda
caracteristicas. En este proceso, la energia de la radiacion es transferida temporalmente a la
molécula y, como consecuencia, disminuye la intensidad de la radiacién. Cuando se produce

la absorcién se dice que la radiacion estd atenuada.

La figura 1.4 ilustra la atenuacion de un haz colimado de radiaciéon monocromatica, antesy
después de haber atravesado una capa de solucién con un grosor de b cm y una concentracion
c de una especie absorbente. A causa de la interaccion entre los fotones y las especies
absorbentes, la potencia del haz disminuye de Py hasta P. La transmitancia 7T de la solucién

se define como la fraccién de radiacién incidente transmitida por la solucion:

T=P/Po

La absorbancia de una solucién se define por la ecuacion:

A =-logio T = log (Po/P)

P
P, ) B — P
A=log fo
Solucion 2
absorbente

de concentracion ¢

Figura 1.4. Atenuacion de un haz de radiacién por una solucién absorbente.
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De acuerdo con la ley de Lambert y Beer, la absorbancia est4 relacionada linealmente con la
concentracion de la especie absorbente (c) y con la longitud de la trayectoria (b) de la

radiacién en el medio absorbente. Es decir,

A =log (Po/P) = abc

donde a es una constante de proporcionalidad denominada absortividad. Cuando la
concentracion ¢ se expresa en moles por litro, y b en centimetros, la constante de
proporcionalidad se denomina absortividad molar y se la representa con el simbolo &

A= ebc

1.1.6.2.  Espectrofotometria UV-Visible
Las aplicaciones cualitativas de espectrofotometria ultravioleta/visible son limitadas porque
el espectro de la mayoria de los compuestos en solucién consiste en uno o, unos pocos picos
amplios sin estructura fina que podrian ser requeridos para su identificacién precisa. En
contraste, este método es uno de los mas utilizados para el andlisis cuantitativo. Entre las
caracteristicas importantes de espectrometria cuantitativa ultravioleta/visible estdn la amplia
aplicabilidad en sistemas orgédnicos, inorgdnicos y bioquimicos; buena sensibilidad con
limites de deteccion de 10 a 10”7 M; selectividad moderada; exactitud y precision razonables
(errores relativos en el intervalo de 1% a 3%); rapidez y bajo costo. Ademads, los métodos

espectrofotométricos son facilmente automatizados.

1.1.6.3.  Espectroscopia de absorcion para IR

La espectroscopia infrarroja se ha empleado para andlisis tanto cualitativos como

cuantitativos. Sus aplicaciones cualitativas asumen mayor importancia siendo una de las
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herramientas mds poderosas e importantes de las que dispone el analista para la
identificacion y determinacién de la estructura de especies orgdnicas, inorgédnicas y
bioquimicas. Todas las especies moleculares absorben radiacion infrarroja con la excepcion
de un conjunto de especies homonucleares, como hidrégeno molecular, oxigeno vy
nitrogeno. Ademads, el espectro de compuestos relativamente simples proporciona
numerosos maximos y minimos que son utiles con fines de identificaciéon. Mas aun, el
espectro infrarrojo en el intervalo de 2,5 a 15 um de un compuesto proporciona una huella
dactilar unica, la cual es distinguible facilmente de los patrones de absorcion de todos los

otros compuestos; sélo los isémeros dpticos tienen espectros idénticos.

Por otro lado, las aplicaciones cuantitativas de la espectroscopia infrarroja son mucho mas
limitadas que para el caso de la espectroscopia ultravioleta/visible debido a las
absortividades molares bajas, al hecho de que las sefiales de los espectros infrarrojos
presentan la caracteristica de ser muy finas y a las dificultades instrumentales para medir

transmitancia con exactitud.
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1.1.7. Técnicas Electroquimicas
La aplicacion de los distintos métodos electroquimicos requiere un entendimiento de los
principios fundamentales de las reacciones de electrodo y de las propiedades eléctricas de la
interfase electrodo/solucién. En cuanto a las fases a través de las cuales ocurre el transporte
de carga, casi siempre una de ellas es un electrolito, a través del cual la carga es transportada
por el movimiento de iones. Pueden ser soluciones liquidas, sales fundidas o s6lidos i6nicos
conductores. La otra fase es un electrodo, donde el transporte de carga y, por lo tanto, la
corriente eléctrica, se realiza exclusivamente por el movimiento de electrones libres, en
respuesta al campo eléctrico al que estdn expuestos. Los electrodos pueden ser metales o
semiconductores, sélidos o liquidos. Los iones no pueden atravesar el metal ni los electrones

viajar a través de la solucion, tal como se describe en la figura 1.5.

Dada esta situacion y ya que la acumulacion de carga no puede ocurrir indefinidamente en la
interfase electrodo/solucion, se produce la transferencia electrénica desde y hacia la
superficie de ambos electrodos [63]. En el electrodo cargado negativamente (-) los electrones
son transferidos desde el metal a las moléculas cercanas a la interfase, dando lugar a la
formacion de mads especies negativas. Inversamente, las moléculas en la superficie del
electrodo cargado positivamente (+) liberan electrones sobre el metal, transformdndose en

especies con carga mas positiva.
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Figura 1.5. Movimiento de cargas en un sistema electroquimico.

En todo proceso electroquimico, siempre estan involucrados los dos electrodos. Si bien la
naturaleza quimica de la reaccién que ocurre sobre uno de los electrodos puede ser
completamente diferente e independiente de la que ocurre en el otro, siempre un proceso es
de oxidacion y el otro de reduccion. Generalmente interesan los eventos que pueden ocurrir
en una sola de las interfases electrodo/solucién. Sin embargo, es imposible estudiar
experimentalmente una interfase aislada; lo que deben analizarse son las propiedades de un
conjunto de interfases que constituyen las llamadas celdas electroquimicas. Estos sistemas

son definidos generalmente como dos electrodos separados por una fase de electrolito

1.1.7.1.  Celdas Electroquimica

Estan compuestas por:

- El electrodo de trabajo (WE, por sus siglas en inglés) suele ser una superficie
metdlica, poli o monocristalina o un semiconductor donde se producen las reacciones de

oxidacién/reduccion. Estos electrodos pueden ser "activos" ya que se disuelven o se forman

22



Capitulo 1: Introduccion

a medida que se produce la reaccion en la celda o "inertes". Posee en uno de sus extremos un
disco perfectamente pulido de varios materiales de electrodo (carbono vitreo, oro, platino,
paladio, niquel, o plata). El didmetro del disco puede ser de 1,6 mm 6 3,0 mm, dependiendo
del material de eleccion.

- El contraelectrodo (CE), es un alambre de Pt de 0.5 mm de didmetro y de longitud
variable. El alambre de Pt es conectado a un terminal de bronce por medio de un conector de
oro. Si en el WE tiene lugar una oxidacion, los electrones liberados tienen que ser consumidos
por otros reactivos en el CE teniendo lugar una reduccion y al revés. Por tanto los electrones
van por el circuito exterior desde el electrodo de trabajo (oxidacion) al contraelectrodo
(reduccién) mientras que en la disolucidn la corriente es transportada por los iones del
electrolito soporte. El drea del contraelectrodo tiene que ser mayor que la del electrodo de
trabajo para evitar polarizaciones.

- El electrodo de referencia (ER) nos sirve para saber la diferencia de potencial de la
interfase WE/disolucion de forma relativa, ya que si cambia el ER cambia el potencial,
debido a que no se puede determinar el valor absoluto de la diferencia de potencial de una
interfase metal/disolucion. El ER es una interfase no polarizable y la intensidad que pasa por
él es del orden de 10° A para que su potencial permanezca constante.La contribucién IR
puede ser minimizada reduciendo R introduciendo un electrolito soporte de alta
conductividad y disminuyendo la distancia entre el ER y WE. Como electrodo de referencia

se utiliza un electrodo de Ag/AgCl 3 mol L' NaCl.
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1.1.7.2. Técnicas voltamperométricas modernas. Voltamperometria
ciclica

Las técnicas voltamperométricas involucran la medicion de corriente que fluye a través de
un electrodo al que se le aplica un potencial conocido. En quimica se usa la voltamperometria
con dos propositos: para estudiar la naturaleza de las reacciones electroquimicas, y para
medir la concentracién de especies quimicas en solucion. Cualquiera sea el propdsito de la
medicidn, dos factores limitan la calidad de la informacion. Uno es la sensibilidad de la
medicioén, es decir, la pendiente k de la curva de calibracion corriente vs. concentracion del
material que origina la corriente. El otro factor es la corriente de fondo, que no estd
relacionada con el material de interés quimico ni con la oxidacién o reduccién de impurezas
presentes en las soluciones. Esta corriente se origina porque la interfase electrodo/solucion
se comporta de manera similar a un capacitor electronico. Cuando se aplica una diferencia
de potencial a un capacitor, las cargas se acumulan en sus placas metalicas hasta alcanzar su
maxima capacidad de carga. La carga de un capacitor consiste en la acumulacién de
electrones en una placa y la deficiencia de electrones en la otra. Durante el proceso de carga,
fluye a través del circuito una corriente denominada corriente de carga o capacitiva. En un
electrodo, aunque las cargas capacitivas no atraviesan la interfase electrodo/solucion, puede
circular una corriente externa transitoria cuando se aplica un potencial, cuando se cambia el

potencial aplicado, el area del electrodo o la composicion de la solucién.

De todos los métodos disponibles para el estudio de los procesos de electrodo, los de barrido
de potencial y entre ellos la voltamperometria ciclica (VC), son probablemente los mas
usados. En ellos el potencial impuesto al electrodo de trabajo varia continuamente segtiin una

funcién conocida en el tiempo. Esto provoca las reacciones de oxidacion 6 reduccién de las
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especies electroactivas en solucidn (reacciones faradaicas), posiblemente la adsorcién de
especies de acuerdo al potencial, y una corriente capacitiva debido al cargado de la doble
capa. Se registra la relacion corriente-potencial, 1o que es equivalente a analizar la corriente

en funcién del tiempo.

El potencial se varia linealmente en el tiempo en sentido anddico o catédico hasta un valor
predeterminado y luego se cambia la direccion de barrido hasta alcanzar el potencial inicial
u otro potencial (Fig. 1.6). El potencial en el cual cambia el signo de la pendiente se denomina
potencial de cambio y es un importante pardmetro a tener en cuenta en esta técnica. Cuando

el potencial vuelve a su valor de partida, concluye un ciclo y se puede comenzar otro andlogo.

/E.»’m\/ 800 4 \

14 16 18 20

Tiempo/seg

2004

N v

Figura 1.6. Forma de la onda de potencial para voltamperometria ciclica

Tanto el potencial inicial como el de cambio se pueden elegir a voluntad de acuerdo al
andlisis que se quiera realizar. Fundamentalmente, el potencial inicial se debe seleccionar de
modo de evitar reacciones indeseables previas al ensayo. El intervalo de potenciales
seleccionado para una experiencia es aquel en el que tiene lugar la oxidacién o la reduccion

controlada por difusién de uno o més analitos. Dependiendo de la composicion de la muestra,
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la direccidn del barrido inicial puede ser negativo (barrido catddico) o positivo (barrido
anddico). La variacion del potencial aplicado al electrodo de trabajo en funcién del tiempo
respecto del electrodo de referencia, es la sefial de excitacién con la cual el sistema
electroquimico responde, produciendo una reaccidon de intercambio de electrones en el
electrodo de trabajo, que genera una corriente eléctrica. La corriente medida depende de dos
etapas: el movimiento del material electroactivo hacia la superficie del electrodo y de la
reaccion de transferencia de electrones. Es necesario el agregado de un electrolito soporte a
los efectos de eliminar la migracion i6nica, ademds como se trabaja en soluciones en reposo,
no existe el transporte por conveccion, y el transporte de la sustancia se realiza mediante la

difusion.

Las curvas corriente vs. potencial en VC se denominan voltamperogramas ciclicos, y la forma
de las mismas depende de si el sistema electroquimico analizado es reversible o irreversible.
En la figura 1.7 se muestra la variacion de la intensidad de corriente cuando una disolucién
1 mmol L'! de hidroquinona en solucién reguladora de fosfato 0,01 mol L! es sometida a una

seflal de excitacidn ciclica.
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Figura 1.7. Voltamperograma ciclico de una disolucién 1 mmol L' de hidroquinona en

solucién reguladora de fosfato 0,01 mol L (pH 7,20), v=100 mV s\

Los pardmetros importantes que se pueden distinguir en un voltamperograma ciclico son el
potencial del pico catédico (Eyc), el potencial del pico anddico (Epa), corriente de pico

catddico (ipc) y corriente de pico anddico (ipa) (Fig. 1.7).

La VC no es un técnica utilizada en el andlisis cuantitativo, sino que es una importante
herramienta para el estudio de los mecanismos y de las velocidades de procesos de oxidacion-
reduccidn, en particular, para sistemas organicos y de metales con compuestos organicos y
para el estudio de los distintos fendmenos de adsorcién y modificaciones en general en las
superficies de electrodos. A menudo, la VC es el primer experimento que se realiza en el
estudio de un compuesto o superficie de un electrodo, dado la capacidad para observar
rapidamente el comportamiento redox en un amplio intervalo de potenciales. Generalmente,
los voltamperogramas ciclicos revelan la presencia de compuestos intermedios en las

reacciones de oxidacién/reduccion. Ademds, las formas de algunos voltamperogramas
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ciclicos pueden verse alteradas por la existencia de reacciones quimicas acopladas que
ocurren antes o después del proceso electroquimico. Asi, mediante estudios realizados con
esta técnica se puede obtener informacién acerca de los mecanismos de reacciones del
sistema de interés. A menudo los voltamperogramas ciclicos revelan la presencia de

intermediarios en las reacciones de oxidacion y reduccion.

1.1.7.3.  Técnicas de barrido de potencial por pulsos. Voltamperometria de
onda cuadrada

Este tipo de técnicas difiere de las anteriores porque, en este caso, se le impone al electrodo
de trabajo una variacion de potencial que no varia con el tiempo en forma lineal, sino que lo
hace en forma de pulsos. Todas las técnicas de pulso se fundamentan sobre la base de la
diferencia en la velocidad de disminucién de las corrientes faradaica y de condensador, pero
aqui esa diferencia es originada por la aplicacion del pulso de potencial. Por lo general, en
estas técnicas, el potencial es llevado abruptamente desde un valor (E) a otro (E2). Después
de que el potencial ha sido mantenido en el dltimo valor durante un tiempo, es cambiado
nuevamente a otro valor (por lo general al original). El ciclo completo Ei-E>-E; constituye
un pulso de potencial. Durante el tiempo que permanece aplicado el potencial E, la corriente
de carga decae exponencialmente con el tiempo, mientras que la corriente faradaica lo hace
como una funcién de 1/t'2. Para ilustrar el comportamiento de las corrientes del condensador
y faradaica al aplicar un pulso de voltaje, supongamos que a un electrodo se le aplica un tren
de pulsos de potencial como el representado graficamente en la figura 1.8 a. Durante la
aplicacion de cada pulso se pueden generar dos corrientes: una de carga debido a la formacién
de la doble capa de cargas en la interfase electrodo-solucion, ic, y otra faradaica, if, originada

por la oxidacion o reduccion de la sustancia en solucién. La corriente de carga de la doble
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capa comienza a decaer después de la aplicacion del pulso en una forma similar a como lo
haria en un capacitor electrénico (Fig. 1.8 b), alcanzando un valor minimo cerca del final del
pulso (si la duracién del pulso es grande, es decir mayor que 200 ms, la corriente capacitiva
puede alcanzar el valor 0). La corriente faradaica, mientras tanto, aumenta inicialmente hasta
casi el valor de la corriente limite y, luego, decae durante el tiempo de vida del pulso. La
corriente faradaica decae a una velocidad menor que la corriente capacitiva (Fig. 1.8 ¢) y, por
consiguiente, si se mide la corriente cerca del final de cada pulso, la corriente resultante sera

debida principalmente al proceso faradaico.

a)

‘ !

Figura 1.8. (a) Voltaje vs. Tiempo. (b) Curva de caida de corriente del condensador vs.

tiempo. (c) Curva de caida de corriente faradaica vs. tiempo.

Sobre la base de este principio se han desarrollado una serie de técnicas voltamperométricas
en las que el potencial se aplica al electrodo en forma de pulsos. Entre estas técnicas se

encuentran:
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* Voltamperometria de pulso normal (VPN).
* Voltamperometria de pulso diferencial (VPD).
* Voltamperometria de onda cuadrada de Osteryoung (VOCO).

* Voltamperometria de onda cuadrada de Barker (VOCB).

Voltametria de onda cuadrada

La técnica voltamperométrica de onda cuadrada esta relacionada con las voltamperometrias
de pulso y con las voltamperometrias de corriente alterna. Son similares a la VPD en el
sentido de que la respuesta de la corriente al estimulo del potencial de trabajo es una curva
en forma de onda o de pico y también por la efectividad en la discriminacién de la corriente
capacitiva. Si bien existen varios tipos de voltamperometrias de onda cuadrada, las mas
frecuentemente usadas son las de Osteryoung y la de Barker. La denominacion de estas
técnicas deriva del nombre de los investigadores que las desarrollaron. En ambas técnicas,
como el nombre lo sugiere, el potencial aplicado al electrodo es de corriente alterna, y la
forma de variacion del potencial con el tiempo no es sinusoidal sino rectangular (o cuadrada).
En las VOC se denomina corriente directa a la corriente medida al final del pulso directo, es
decir, al pulso de potencial aplicado en el mismo sentido (signo) que la variacion de potencial
en forma de escalera. Por lo contrario, la corriente inversa es la corriente medida, en el mismo
ciclo, en el pulso inferior. Un aspecto interesante de esta técnica es que la corriente directa
(forward) y la inversa (reverse) pueden ser examinadas independientemente una de la otra.
En la figura 1.9 a se muestra la forma de la curva corriente-potencial para la diferencia de
corrientes, y en la figura 1.9 b las curvas corriente-potencial para cada una de las corrientes

directa e inversa.
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Para un sistema reversible, la corriente inversa puede ser grande, asi que la diferencia de
corriente es mucho mayor que las corrientes individuales, directa o inversa. Por esta razon la
VOCO es mas sensible que la VPD. También la magnitud de la corriente inversa puede ser
utilizada para investigar la reversibilidad del proceso de transferencia de electrones. Otra
ventaja de la VOCO sobre otras técnicas voltamperométricas es su velocidad. En la VOCO
la velocidad estd dada por el producto entre la frecuencia de la onda cuadrada y el incremento
de potencial (escalén o step). Existe ademds una diferencia de sensibilidades de ambas
técnicas, puesto que la sensibilidad aumenta, alin para procesos irreversibles, al aumentar la
velocidad de barrido de potencial. La mayor sensibilidad y velocidad de la VOCO han
aumentado dltimamente la popularidad de esta técnica para la determinacién cuantitativa de
especies electroactivas en solucion. Actualmente, hay gran disponibilidad y relativamente
bajo costo en instrumentos electroquimicos comerciales para la medida de onda cuadrada vy,
en consecuencia, parece probable que esta técnica alcance un uso considerable en andlisis de

especies organicas e inorgdnicas.
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Figura 1.9. a) Curva de corriente vs. potencial en VOCO. Para la VOCB las curvas de
respuesta de corriente tienen la misma forma. b) Curvas de corriente directa (superior) e

inversa (inferior) vs. potencial para la VOCO.

1.1.8. Técnicas Cromatograficas
La TUPAC define a la cromatografia como “un método usado primariamente para la
separacion de los componentes de una muestra, en la cual los componentes se distribuyen en
dos fases, una de las cuales es estacionaria, mientras la otra fluye. La fase estacionaria puede
ser un so6lido, un liquido retenido sobre un sélido o un gel. La fase estacionaria puede estar
extendida como una capa o empaquetada en una columna. La fase mévil puede ser liquida o

gaseosa” [64].

La separacion de las moléculas se logra porque la movilidad de cada soluto depende de un

equilibrio de distribucién que se establece entre la fase moévil y la estacionaria, y esta
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separacion se puede realizar en funcidén de sus cargas, masas, tamafios moleculares, la

polaridad de sus enlaces, sus potenciales redox, etc.

A+B

Columna

de relleno B
A

L . A B -—Detector

(b)

33_ A.

g B

g 8

o D

v = i | = A L A
t, t t, t, t

Figura 1.10. Representacion esquematica de la separacion de dos analitos en un sistema

cromatogréfico.

1.1.8.1.  Clasificacion de los métodos cromatograficos
Los métodos cromatograficos son de dos tipos. En la cromatografia en columna la fase

estacionaria se mantiene dentro de un tubo angosto y la fase movil es forzada a pasar a través
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del tubo bajo presion o por gravedad. En la cromatografia planar, la fase estacionaria se
sostiene sobre una placa plana o en los poros de un papel. En este caso, la fase moévil se

mueve a través de la fase estacionaria por accidn capilar o bajo la influencia de la gravedad.

A continuacion, haremos referencia a la cromatografia en columna, més especificamente
HPLC (en fase reversa) ya que fue utilizada en el desarrollo de las técnicas de andlisis del

presente trabajo de tesis.

Como se muestra en la primera columna de la tabla 1.2, los métodos cromatograficos se
clasifican en tres categorias basadas en la naturaleza de la fase mévil, cromatografia de Gases
(CG), cromatografia de fluidos supercriticos (CFS) y cromatografia de liquidos (CL). La
segunda columna revela que hay cinco tipos de cromatografia liquida y tres tipos de CG que
difieren en la naturaleza de la fase estacionaria y los tipos de equilibrio dentro de las fases.
En la CG la fase mdvil es un gas permanente (también denominado gas transportador) y la
separacion estd fundamentalmente influenciada por la presién de vapor de los componentes
de la mezcla. La CFS es similar a la CG y a la CL, pero utiliza diéxido de carbono como fase
movil para lograr un flujo de elevada presion. En el caso de la CL la fase mévil es un liquido
y la muestra debe ser soluble en un solvente miscible con la fase mévil. Dentro de esta

cromatografia tenemos:

* Cromatografia en capa fina (TLC)
* Cromatografia liquida en columna abierta (LLC)

* Cromatografia liquida de alta performance (HPLC)
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Tipo de equilibrio

Cromatografia liquida (CL.) Liquido-liquido o particion Liquido adsorbido sobre Particién entre liquidos inmiscibles
(fase movil: liquida) un sélido
Liquido-fase unida Especies organicas unidas  Particion entre liquido y superficie
a una superficie solida unida
Liquido-solido o adsorcion Solido Adsorcion
Intercambio de iones Resina de intercambio 16nico Intercambio i6nico
Exclusion por tamano Liquido en intersticios de un Particién/tamizado
Cromatografia gaseosa solido polimérico
(CG) (fase movil: gas)
Gas liguido Liquido adsorbido sobre un sélido  Particién entre gas y liquido
Gas-fase unida Especies organicas unidas  Particion entre liquido v superficie
a una superficie solida unida
Gas-solido Solido Adsorcion

Cromatografia fluida
supercritica (CFS)
(fase movil: fluido

supercritico)

Especies organicas unidas a una Particion entre fluido supercritico

y superficie unida

Tabla 1.2. Clasificacion de métodos cromatograficos en columna.

1.1.8.2. HPLC

La cromatografia liquida de alta performance o CLAR (cromatografia liquida de alta

resolucidn, en espaifiol) puede considerarse como una forma evolucionada de la LC clésica.

La principal causa de tal evolucién reside en el modo que estdn constituidas las columnas,

“corazon” de cualquier sistema cromatogréafico.

En la LC, las columnas generalmente de vidrio, son grandes y estin rellenas con

particulas de gran didmetro, hecho que se traduce en volimenes interparticulares (volumen

muerto) elevados y separaciones muy poco eficientes. La simple fuerza de gravedad es la que

hace fluir la fase movil a través de la columna.

En el caso de la cromatografia HPLC, se modifica el punto vital: se disminuye el

tamafio de particula para reducir asi el volumen interparticular y conseguir una muy alta
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eficiencia resolutiva. Sin embargo, al reducir drdsticamente el tamafio de particula (70-40
mm a 3-10 mm) es necesario que el instrumental soporte las elevadas presiones que se
generan al hacer fluir la fase movil a través de la columna. Un esquema de las distintas partes

instrumentales que constituyen en equipo de HPLC es el siguiente:

%].- ., g - 5
_/' : : gl
‘. " |,, »\ ' \|A * \
= ,-\,. ,c@ D

\4_7

H ..p

Figura 1.11. Representacion esquemadtica de un HPLC. (1) Reservorio de solventes, (2)
Sistema de desgase, (3) Vélvula de gradiente, (4) Sistema de mezclado, (5) Bomba de alta
presion, (6) Vélvula de inyeccion en “modo de inyeccion”, (6') Valvula de inyeccién en
“modo de carga”, (7) Bucle de muestra, (8) Precolumna, (9) Columna, (10) Detector, (11)

Sistema de adquisicion de datos, (12) Desagiie
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1.1.8.2.1. Cromatografia en fase reversa
La cromatografia en fase reversa (RP del inglés reverse phase) en la cual la fase estacionaria

es menos polar que la fase moévil, se distingue por:

- Fase estacionaria: Principalmente se utiliza colas alquilicas de octadecilio (C18) y en menor
medida octilo (C8). Los silanoles libres que deforman el pico cromatogréfico suelen ser

bloqueados en un proceso de end capping.

- Fase mdvil: Se utiliza en general un solvente polar (agua o solucién buffer) y un modificador
orgénico (metanol, acetonitrilo, tetrahidrofurano, isopropanol). El pH de la fase movil
también es un pardmetro que debe ser ajustado en caso de que el o los analitos posean grupos

ionizables.

- Mecanismo de retencion: Considerando que el material de relleno de la columna es no polar
se supone que las fuerzas de interaccion entre el analito y la fase estacionaria que predominan
serian de tipo hidrofébicas y que la fuerza de retencion se debe al aumento de la entropia
debido a la transferencia del analito desde la fase movil hasta la estacionaria. El analito es
forzado a penetrar en la fase estacionaria debido a que la interaccién entre las moléculas del
analito y solvente es més débil que la interaccion de las moléculas de solvente entre si. Asi
los analitos con una mayor drea hidrofébica y menor drea hidrofilica serdn mas fuertemente

retenidos por la fase estacionaria.
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1.2. Impresion molecular
1.2.1. Generalidades

Existen en la naturaleza muchos casos de sistemas de reconocimiento molecular capaces de
distinguir una molécula de otra. Podemos mencionar ejemplos involucrados en importantes
procesos bioldgicos, como la union ligando-receptor, unién antigeno-anticuerpo, y enzima-
sustrato, ademads de los procesos de reconocimiento involucrados en la activacion de genes.
A pesar de la selectividad de los sistemas analiticos basados en estrategias de reconocimiento
de moléculas aplicando sistemas bioldgicos, estos poseen desventajas inherentes, como una
pobre estabilidad fisica y quimica a largo plazo, variabilidad de lote a lote y relativos altos
costos, lo que ha llevado a los investigadores a desarrollar metodologias que se basan en la
imitacion de los sistemas bioldgicos; llamados biomiméticos [65]. Un drea particular de los
sistemas biomiméticos son los polimeros de impresion molecular (MIPs, del inglés
molecularly imprinted polymers).
Los MIPs surgieron hace 40 afios cuando Wulff and Sahana propusieron la estrategia de
polimerizacion en presencia de una molécula plantilla o templado. Desde entonces, los MIPs
han sido utilizados en multiples aplicaciones gracias a sus excelentes propiedades, tales
como, alta afinidad y selectividad, elevada resistencia a temperaturas extremas, variacion de
presién y cambios de pH.
El funcionamiento de estos sistemas se basa en la formacion de sitios de reconocimiento
especificos hacia la molécula plantilla, dado que esta es capaz de dirigir la orientacién de los
monomeros en un material polimérico. Este reconocimiento especifico se basa en la creacion,
durante el proceso de polimerizacién de cavidades que son complementarias en tamafio,

forma y funcionalidad quimica al templado. El proceso continda con la extracciéon del
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templado, dejando las cavidades libres para el reconocimiento de esta misma molécula o
moléculas andlogas (Figura 1.12).

Comparado con la utilizacién de anticuerpos monoclonales sintéticos, la sintesis de MIPs es
simple, rapida y puede ser llevada a cabo sin el uso de estudios pre clinicos que involucren
animales. Adicionalmente, los MIPs muestran alta estabilidad y excelente propiedades

mecdanicas, mds aln puede ser preparados para una gran variedad de moléculas plantilla.

Monomero Matriz polimerica
funcional

Cavidad

Remocion de
la plantilla.

Polimerizacidén

4

Auto ensamblaje

v

Plantilla

Material
impreso

Figura 1.12.: Obtencién esquemadtica de un polimero molecularmente impreso.

Los pasos en la sintesis de un polimero molecularmente impreso pueden resumirse en: 1) Se
forma el complejo de pre-polimerizacién entre el templado y el monémero funcional, en
presencia o no del solvente de reaccién también llamado pordgeno; 2) Luego se agrega el
entrecruzante, iniciador y porégeno. La polimerizacion sigue en general un mecanismo de
propagacion radicalario. La polimerizacién puede ser inducida térmicamente o
fotoquimicamente (en el caso de utilizar radiacién ionizante, no se requiere el uso de

iniciador; 3) Finalmente, se lava el polimero extrayendo el templado y dejando libre las
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cavidades que son complementarias a este en tamafio, forma y funcionalidad quimica. Estas
cavidades permitirian que el polimero impreso pueda interaccionar de manera selectiva con
el analito de interés u andlogos con estructuras similares.

Los polimeros molecularmente impresos, se han usado como sensores, para modificar
membranas, como pseudo-fases estacionarias en electroforesis capilar, como fases

estacionarias de columnas y capilares, en catélisis y en extraccion en fase sélida [66].

1.2.2. El proceso quimico de impresion molecular
El proceso quimico de impresion molecular, consiste bdsicamente en 4 pasos generales: el
primero es la eleccion de la molécula molde (templado o platilla) que va a depender de la
finalidad por la cual se sintetice el MIP; luego el proceso de generaciéon de la huella
molecular puede ser llevado a cabo por 3 caminos diferentes: covalente, no-covalente y
semi-covalente. Independientemente del enfoque dado para la generacion de la huella
molecular se debe dar inicio a la polimerizacion, y una vez terminado este paso se debe

realizar una etapa de lavado para la extraccion de la molécula molde.

1.2.2.1.  Eleccién de la molécula molde (templado-plantilla)
Hasta la fecha se han desarrollado materiales molecularmente impresos para una amplia
variedad de analitos, como por ejemplo: principios activos farmacéuticos [60, 61], [67]
herbicidas y otras muchas sustancias de importancia e interés biolégico [68] y/o
medioambiental. En general se han utilizado moléculas molde de bajo peso molecular, ya
que cuanto mayor es el tamafio y menor la rigidez del compuesto a imprimir, menor es la
probabilidad de crear una cavidad bien definida y selectiva para la molécula. Por otra parte,

dado que los procesos de reconocimiento y extraccion de la molécula molde del polimero
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implican fundamentalmente la difusion de la misma a través de la matriz polimérica hacia y
desde la cavidad impresa, una molécula de gran tamafio encontrard impedimentos estéricos
mads importantes que una de menor tamafio. Rachkov y Minoura [69], han sugerido una
solucion para paliar esta situacion, dado que cuando un anticuerpo reconoce a un antigeno,
por lo general, no lo hace en su totalidad sino s6lo una pequefa porcién del mismo (epitopo),
de la misma manera se puede sintetizar un material molecularmente impreso que solamente
reconoce una zona caracteristica de la molécula voluminosa. Gracias a esta solucion, se han
desarrollado materiales impresos capaces de reconocer no s6lo a macromoléculas sino

incluso células enteras en disolucién [70].

1.2.2.2. Generacion de la huella molecular: Modelos empleados en la
sintesis

Los MIPs pueden ser elaborados por diferentes caminos y en diferentes formatos por ejemplo
como films o membranas, microparticulas, nanoparticulas. Independientemente del formato
que adquiera el MIP, la sintesis del mismo puede seguir dos enfoques: covalente y no
covalente.
El enfoque covalente se basa en la formacion de enlaces covalentes reversibles que se
producen entre el mondémero y el templado durante el proceso de polimerizacion, este tipo
de uniones aparecen también en el paso de unioén del analito de interés a la cavidad
preformada. Las ventajas de este tipo de polimero son su alta selectividad y gran
homogeneidad de sitios activos. Siguiendo este enfoque se sintetizaron MIP para ser
utilizados como fase estacionaria en columnas de HPLC. Los principales inconvenientes han
sido, por un lado, el escaso nimero de mondémeros capaces de formar enlaces covalentes

reversibles con el templado, como asi también el hecho de que se requiera sintetizar previo a
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la polimerizacion un complejo “templado-mondmero”, sobre el que tendrd lugar la
polimerizacion y entrecruzamiento. Otro inconveniente reside en el hecho de que puede
requerirse un tratamiento quimico agresivo para romper el enlace covalente formado. Hasta
el momento su aplicacion analitica ha sido escasa.

En la sintesis de los polimeros a través de un enfoque no covalente estan involucradas
interacciones no covalentes en la formacién del complejo de pre-polimerizaciéon mondmero-
templado, las uniones que gobiernan este tipo de enfoque son enlaces puente hidrégeno,
como asi también interacciones electrostiticas e hidrofébicas, este mismo tipo de
interacciones se dan luego en el reconocimiento de analito. En este enfoque es necesario
utilizar un exceso de mondémero para estabilizar el complejo mondmero-templado. Este
método es mds sencillo y versatil comparado con el método covalente, aunque pueden surgir
problemas relacionados con la heterogeneidad de los sitios de union dentro de las cavidades
generadas.

Considerando las ventajas de los dos métodos anteriormente desarrollados, muchos autores
suelen combinar ambos; en el proceso de sintesis, el templado se une a los mondémeros a
través de enlaces covalentes, y luego en el paso de unidn del analito se utiliza el enfoque no
covalente, a este tipo de enfoque se lo denomina semi-covalente.

Actualmente, los polimeros no covalentes son los més utilizados. Esto se debe por un lado, a
la gran disponibilidad de reactivos capaces de producir estas interacciones de manera estable,
y por el otro, a una mayor facilidad de sintesis en comparacion a los polimeros covalentes y
semi-covalentes, dado que el templado es usado directamente sin reaccionar previamente con

el monémero como en los casos anteriores.
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Este trabajo de tesis se enfocard en el disefo y sintesis de polimeros no covalentes, por lo

que a continuacion se profundizard sobre este tipo de polimeros.

1.2.2.3.  Proceso de polimerizacion

En cualquiera de las rutas propuestas, covalente, no covalente o semi-covalente, es necesario
iniciar el proceso de polimerizacion. Tras la mezcla de los mondmeros funcionales con la
molécula molde (en el caso de la sintesis no covalente) o la sintesis del derivado
polimerizable (en el caso de la covalente) se adiciona un agente entrecruzador, tipicamente
dimetacrilato de etilenglicol, en mayor proporcién molar que el mondmero. Asimismo, se
agrega también un agente iniciador de la polimerizacion, dicho iniciador es el encargado de
generar los radicales que dardn comienzo a la polimerizacion.

El proceso de iniciacién de la polimerizacion puede ser de tipo térmico o fotoquimico. La
eleccion entre uno u otro, depende fundamentalmente del tipo de molécula que se esté usando
como molde. Si es una molécula termosensible, se utiliza una fuente de radiacidn ultravioleta,
llevando a cabo la polimerizacion a 4°C. En el caso de una molécula fotosensible, se recurre
a la temperatura como fenémeno generador de radicales.

Si una molécula es a la vez termo y fotosensible, es preferible recurrir a procesos de sintesis
que no requieran iniciacion radicalaria. La alternativa se encuentra en el empleo de materiales
sol-gel, cuya polimerizacién se inicia simplemente mediante catalisis dcida o basica,

eliminando la necesidad de temperatura o radiacion que pueda dafiar a la molécula molde.

1.2.2.4. Extraccion de la molécula molde
Esta etapa tiene como finalidad la eliminacién de la molécula molde del interior de la matriz

polimérica, de manera que se genere una cavidad estable y complementaria en forma y
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distribucion de grupos funcionales a la mencionada molécula. Esto puede llevarse a cabo,
por ejemplo, mediante procesos de lavado, extraccion sélido/liquido, tratamiento térmico,
digestion en microondas, e incluso utilizando agentes quimicos que destruyan la molécula
molde. La eleccion del procedimiento de lavado depende fundamentalmente de la ruta de
sintesis elegida. Una simple etapa con un disolvente més polar que el empleado en la sintesis
para los polimeros no covalentes o una hidrdlisis dcida en el caso de polimeros preparados

por via covalente suelen ser los métodos méds ampliamente utilizados.

1.2.3. Parametros a evaluar en el desarrollo de MIPs

La correcta eleccion de los reactivos a utilizar en la sintesis del material impreso es de
maxima importancia ya que de la misma depende que el fendmeno de reconocimiento
molecular sea selectivo. Es posible sintetizar polimeros molecularmente impresos empleando
compuestos de diferente naturaleza [71], por ejemplo: orgdnicos (de base acrilica,
poliuretanos, poliésteres, etc.), inorganicos (p.e. polisiloxanos, polisilanos, policarbosilanos)
u organometdlicos (p.e. poligermanatos o poliestannatos), asi como combinaciones de los
anteriores. En la mayor parte de los materiales molecularmente impresos desarrollados hasta
el momento se han empleado mondémeros orgénicos; sin embargo, en la dltima década esta
cobrando interés la sintesis de materiales similares pero con base inorganica, lo que requiere
el uso de la tecnologia sol-gel.

Como se infiere de lo anteriormente expuesto, los componentes fundamentales para la
preparacion de polimeros molecularmente impresos de naturaleza orgédnica son: los
mondmeros funcionales, el entrecruzante, el iniciador de la polimerizacién y el disolvente

porogénico o pordgeno.
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1.23.1. Monoémero funcional

Los mon6meros funcionales son responsables de las interacciones de la molécula plantilla en
los sitios de unién impresos. En el caso del enfoque no covalente, se usa normalmente un
exceso de mondmeros en relacion con el nimero de moles de plantilla para favorecer la
formacion de las cavidades, en proporcién 4:1 y superiores. En general, el monémero
funcional se selecciona en funcion de la naturaleza de la molécula molde [72]. Por ejemplo,
si existen en ella grupos funcionales bdsicos, serd adecuado para generar interacciones
i6nicas o de enlace de hidrogeno el empleo de precursores con grupos funcionales dcidos
(&cido acrilico, acido metacrilico, 4cido p-vinilbenzoico, etc). Por el contrario, si en la
molécula molde hay presentes grupos 4cidos la eleccién mds apropiada seria la de bases
hetero atémicas débiles como vinilpiridina. Finalmente, en el caso de que la molécula molde
fuera capaz de formar complejos con determinados iones, el empleo de mondmeros
funcionales quelantes como el vinil-imidazol seria la opcién mas conveniente.

En la figura 1.13 se presenta la estructura de los mondmeros funcionales mds utilizados.
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Figura 1.13. Mon6meros funcionales mds utilizados en impresién molecular.

1.2.3.2.  Entrecruzante
En un polimero impreso, el entrecruzante o reticulador cumple tres funciones principales. En
primer lugar, es importante para controlar la morfologia de la matriz del polimero, ya sea de

tipo gel, macroporoso o un polvo de microgel. En segundo lugar, sirve para estabilizar el sitio
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de enlace impreso. Finalmente, imparte estabilidad mecénica a la matriz del polimero. Mucho
se ha escrito sobre el efecto del reticulante sobre el comportamiento de reconocimiento
molecular de polimeros impresos, pero desde el punto de vista de la polimerizacion,
generalmente se prefiere una elevada relacion de reticulante para obtener materiales porosos
(macroporosos) y para generar materiales con la estabilidad mecdnica adecuada. Los

polimeros con relaciones de entrecruzante superiores al 80% suelen ser la norma.

Entre los mds comunmente utilizados se pueden mencionar el dimetacrilato de etilenglicol y
trimetacrilato de trimetilpropano para polimeros acrilicos y metacrilicos, el divinilbenceno
para polimeros de estireno asi como el triacrilato/ tetraacrilato de pentaeritrol para polimeros

selectivos a péptidos. Las estructuras quimicas de varios reticuladores se muestran en la

figura 1.14.
/ \“ / &0
7
Q.
m-Divinil benceno p-Divinil benceno
0 (8] o
H H
/\’-r Nv N\(\ 0\/\ Trimetil propano trimetacrilato
o] o (s ]
N, N"-Metilen bisacrilamida Etilen glicol dimetacrilato

Figura 1.14. Entrecruzantes mds utilizados en impresién molecular.

1.2.3.3.  Pordgeno
El porégeno sirve para disolver todos los componentes en el proceso de polimerizacion, es
decir, homogeneizar la molécula plantilla o templado, el mondmero funcional, el reticulante

e iniciador en una fase. Sin embargo, cumple una segunda funcién importante ya que también
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es responsable de crear los poros en polimeros macroporosos. Por esta razon, es bastante
comun referirse al solvente como el "porégeno". Cuando se preparan polimeros
macroporosos, la naturaleza y el nivel del porégeno se pueden usar para controlar la

morfologia y el volumen total de poro.

La eleccidn del disolvente en el que serd llevada a cabo la sintesis es critica en la mayoria de
los polimeros impresos. Esto se debe a que la naturaleza del disolvente gobierna la fuerza de
las interacciones e influye en la morfologia final del material (tamafio y distribucion de poros,
area superficial), particularmente cuando la sintesis se lleva a cabo por via no covalente. Asi
por ejemplo, los disolventes con polaridad moderada como acetonitrilo o cloroformo, o con
baja constante dieléctrica como tolueno y diclorometano son los més utilizados en la sintesis
de polimeros orgénicos por via no covalente ya que favorecen las interacciones entre
molécula molde y mondmeros funcionales. Si el disolvente es polar, compite con los

monomeros funcionales por los puntos de interaccion con la molécula molde.

1.2.3.4. Iniciador
Los iniciadores de la polimerizacién mds empleados son compuestos de tipo azo, tales como
el 2,2 -azobisisobutironitrilo o el azobis dimetil valeronitrilo, con los cuales se consigue una
velocidad de reaccion apropiada con un calentamiento de la mezcla de reaccién moderado
(50-60 °C). Cuando la molécula molde es térmicamente inestable es posible generar radicales
libres a baja temperatura, por debajo de 4°C, mediante radiacion UV empleando un

fotoiniciador radicalario como, por ejemplo, la dimetoxifenil acetofenona.
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1.2.4. Diferentes formatos de MIPs
Los MIPs se pueden sintetizar mediante una gran variedad de vias con el fin de optimizar su
desempefio, tales métodos incluyen: polimerizacién en bloque, polimerizacién por
precipitacion, por suspension, polimerizacion por hinchamiento en etapas, y recubrimiento

de particulas esféricas.

En el presente trabajo de tesis se utilizé un MIP como sorbente para realizar SPE off-line, el
mismo se sintetiz6 utilizando la metodologia de polimerizacién en bloque, posteriormente,
con la misma finalidad se trabaj6 en el recubrimiento de particulas de silice con MIP.

Finalmente también se utilizé como soporte un electrodo de carbdn vitreo con nanoparticulas

de oro electrodepositadas, para la preparacion de un MIS en ldminas delgadas.

1.2.4.1. Polimerizacion en bloque
La polimerizacion en bloque es una de las técnicas que mads se utilizan para la obtencion de
MIPs. En la misma se utiliza una elevada concentraciéon de mondmero y templado, que se
encuentran totalmente disueltos en el porégeno. Para la preparacion de polimeros de este
tipo, una vez que se efectia la mezcla de reactivos, es necesario esperar el tiempo suficiente
para que tenga lugar la polimerizacién, llevandose a cabo este proceso en un recipiente
cerrado. Siguiendo éste procedimiento se obtiene un polimero en bloque que puede ser

posteriormente particulado, moliéndolo y tamizdndolo antes de su uso.

Entre las principales desventajas de este proceso podemos mencionar la pérdida de material
durante el tamizado, la amplia distribucién de tamafio de las particulas y la forma irregular
de las mismas. Por otra parte, durante el proceso de molienda el calor y las tensiones

generadas pueden modificar las caracteristicas fisico-quimicas del polimero originando, por
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ejemplo, nuevos sitios de unidén no especificos. A pesar de sus desventajas, este formato es
muy utilizado para evaluar el proceso de impresion tanto por técnicas dindmicas como

estaticas debido a su simplicidad.

»

2
faaiii? EHT=2000kv WD= 10mm  ZoneMag= 600KX Signal A= SE1

Figura 1.15. Imdgen de microscopia electrénica de barrido (SEM) de un MIP obtenido via

polimerizacion en bloque [73]

1.2.4.2. Polimerizacion por precipitacion
Con esta metodologia se pueden obtener microesferas de MIP de tamafio mds uniforme
utilizando una solucién més diluida de templado y mondmero. Asi, las cadenas poliméricas
pueden crecer en forma individual sin superponerse ni formar coalescencia. A medida que se

forma el polimero, las particulas micro esféricas precipitan en la solucién. En comparacioén
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con la polimerizacién en bloque, si el procedimiento se realiza por precipitacion necesita una
gran cantidad de solvente orgédnico y un control muy estricto de las condiciones de reaccion.
Esto se debe a que algunos factores como la polaridad de los solventes, la temperatura de
polimerizacion y la velocidad de agitacion tienen gran influencia sobre el tamaio de particula

del polimero.

EHT =20.00 kV Signal Date :11 Feb 2015
WD = 9.0 mm Photo No. = 4438 Time :8:54:33

Figura 1.16. SEM de un MIP obtenido por precipitacion [74].

1.2.4.3. Polimerizacion por suspension
La polimerizacién por suspension se realiza en un sistema heterogéneo formado por dos
fases, una acuosa y otra hidréfoba que puede ser un aceite mineral o solucién de
perfluorocarbono. El método tiende a producir gotas con un tamaifio que va desde
micrémetros a milimetros y muestra un reconocimiento pobre debido a la alteracién del

medio dispersante. Esta metodologia no es adecuada para aplicaciones de SPE [75-77].
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1.2.44. Polimerizacion por hinchamiento en etapas
El método por hinchamiento en varias etapas permite obtener MIP esféricos de didmetro
controlado, a este método también se lo denomina polimerizacién de semillas. Las particulas
obtenidas usando esta técnica son comparativamente monodispersas en tamafio y forma y
son adecuadas para aplicaciones cromatogréificas. Sin embargo, el procedimiento de
multiples etapas presenta la desventaja de consumir mucho tiempo, y las suspensiones
acuosas usadas podrian interferir con la impresion y conducir asi a una disminucién en la

selectividad [78—80].

1.2.4.5. Particulas esféricas recubiertas
Los polimeros impresos pueden obtenerse en forma de pequenas esferas de diferentes
tamafos si la sintesis del mismo se realiza en condiciones operacionales adecuadas, por
ejemplo en presencia de un exceso de disolvente. Para solventar este inconveniente se han
utilizado particulas esféricas recubiertas. En esta configuraciéon una capa de material
molecularmente impreso recubre la superficie de una esfera que ha sido previamente
activada. En general se utilizan como soporte perlas de silice, poliestireno y trimetacrilato de
poli trimetilolpropano. Los grupos funcionales presentes en estas perlas permiten el anclaje
del polimero y por lo tanto un recubrimiento superficial efectivo. Al utilizar esta
configuracion, los sitios de enlace son mds accesibles para la molécula molde, por lo que la

transferencia de masa y cinética de enlace son més rdpidas.
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—_— EHT=1000kv WD= 12mm  ZoneMag= 500KX Signal A= SE1

Figura 1.17. SEM de particulas de Silica recubiertas con MIP [81].

1.2.4.6. Polimerizacion en laminas delgadas
Es posible efectuar la preparacion de un polimero impreso en ldminas delgadas por inmersion
del elemento seleccionado como soporte (placa de vidrio, placas de oro, electrodos, etc) en
la mezcla de reactivos (cobertura por inmersién o dip-coating) o mediante el empleo de un
spin-coater (cobertura por rotacidn, o spin-coating) (Fig 1.18). Este formato presenta como
ventajas la obtencién de cavidades con forma y tamafio bien definidos que no sufren
alteraciones debido a que no son necesarios procesos de acondicionamiento posteriores
(molienda, tamizado) y por la facil accesibilidad de la molécula en estudio a practicamente
la totalidad de los sitios activos del material. Debido a estas caracteristicas la configuracion
en laminas delgadas es la mds utilizada para aplicaciones en sensores, principalmente debido

a sus rapidos tiempos de respuesta y sencillez de uso.

53



Capitulo 1: Introduccion

e

= - - _
SEL WY WD dmess 553D xl 000 10 o

Samsla =ep 26, 2B

Figura 1.18. Electrodo de grafito modificado con MIP [82]

1.2.5. Técnicas de caracterizacion
Los polimeros de red macroscOpicos son notoriamente dificiles de caracterizar en gran parte
debido a su naturaleza insoluble. Los polimeros impresos no son una excepcion, no obstante
lo cual, es posible un grado de caracterizacion [72] que diferenciaremos en tres niveles:
caracterizacion quimica, caracterizacion morfolégica y caracterizaciéon del comportamiento
de reconocimiento molecular. En este apartado realizaremos una breve consideracion de los
aspectos de caracterizacion quimica y morfolégica, enumerando algunas de las principales

técnicas disponibles y la informacién que se puede extraer de cada una de ellas.

1.2.5.1. Caracterizacion Quimica
Dada su naturaleza insoluble, los MIP generalmente no pueden ser caracterizados por

métodos que impliquen que la muestra se encuentre en estado liquido, como la resonancia
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magnética nuclear (RMN) en solucién. Los métodos analiticos que se pueden utilizar con

muestras sélidas incluyen:

1.2.5.1.1. Microanalisis elemental
El microandlisis elemental se puede utilizar de forma rutinaria para medir el porcentaje en
masa de carbono, hidrégeno, nitrégeno, cloro, etc. dentro de las muestras. Cuando esta
técnica se aplica al anélisis de polimeros, la informacién de composicién elemental obtenida
a menudo se puede usar para calcular la composicién del mondmero; tales cdlculos son
particularmente sencillos de realizar cuando los mondmeros tienen un heterodtomo, por
ejemplo, nitrogeno en la 4-vinilpiridina. Desafortunadamente, el método no es
suficientemente sensible para permitir la deteccién de cantidades residuales de plantilla que

pueden permanecen en los MIP luego de los procesos de lavado.

1.2.5.1.2. Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier
(FTIR)

Los espectros FTIR de polimeros impresos pueden adquirirse facilmente, para este fin se
puede utilizar un disco de KBr que incorpore el polimero o simplemente el polimero como
tal. Esta técnica nos brindard informacién cuantitativa sobre la composicion del polimero. El
método es de particular valor cuando los diferentes entornos quimicos en la muestra (por
ejemplo, que surgen del mondmero funcional y del reticulante en un polimero impreso) dan
lugar a senales definidas. También es posible usar FTIR para investigar interacciones no
covalentes, por ejemplo, enlaces de hidrogeno, aunque la baja sensibilidad de la técnica

establece limites en su utilidad en este sentido.
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1.2.5.1.3. RMN en estado sélido
Las técnicas de RMN de estado solido eluden la necesidad de trabajar en solucién y, por lo
tanto, permiten que se adquieran los espectros de RMN de especies insolubles. Para los
polimeros de red, se puede obtener informacion sobre los diferentes entornos quimicos
presentes en la muestra. Esta técnica también se utiliz6 para el estudio de las interacciones
plantilla-monémero funcional. Sellegren y colaboradores demostraron por primera vez
evidencia directa de la formacion de una interaccion no covalente plantilla-monémero

funcional mediante un estudio por RMN.

A partir de este estudio se demostré una baja asociacion entre las moléculas utilizadas como

plantilla y la formacion de una gran cantidad de complejos plantilla-monémero funcional.

1.2.5.2.  Caracterizacion Morfolégica
Es posible investigar la morfologia de los polimeros impresos de la misma manera que se
puede hacer con la mayoria de los s6lidos porosos. Dependiendo del método de andlisis, se
puede obtener informacion util sobre el volumen de poro, tamafio de poro, distribuciones de
tamaio de poro y dreas de superficie especificas de los materiales especificos. Los métodos

analiticos adecuados incluyen:

1.2.5.2.1. Experimentos de absorcion de solventes
Los polimeros macroporosos mantienen esta caracteristica incluso en estado seco y el
solvente puede usarse para acceder a la red de poros. Al medir la cantidad de disolvente

captado por un polimero, se puede hacer una estimacion del volumen especifico de poro (mL"

L.

56



Capitulo 1: Introduccion

1.2.5.2.2. Porosimetria de sorcién de nitrégeno
La porosimetria de sorcion de nitrégeno utiliza una porcién de polimero seco que se expone
a un gas (generalmente nitrégeno) a una serie de presiones fijas. Midiendo la cantidad de gas
adsorbido en funcidn de la presion, se pueden construir isotermas de sorcidn a partir de las
cuales, siguiendo la aplicacién de la teoria (BET), se obtiene informacion sobre el drea
superficial especifica (m2.g™!), el volumen especifico de poro (mL.g!), y también se pueden
conocer el didmetro medio y la distribucién del tamafio de poro. El método es particularmente
util para analizar en detalle los poros de tamafio medio (meso) y pequeio (micro). Las
definiciones de tamafio IUPAC para los poros son: microporos <2 nm; 2 nm <mesoporos

<50 nm; 50 nm<macroporos).

1.2.5.2.3. Porosimetria de intrusiéon de mercurio
La porosimetria de intrusion de mercurio implica la inyeccién de una cantidad de mercurio
bajo presidn, a una masa fija de polimero seco. La informacién que se puede obtener de tales
experimentos es similar a la que se puede obtener de la porosimetria de sorcion de nitrégeno,

aunque generalmente es mds sensible al explorar poros més grandes (macro).

1.2.5.2.4. Cromatografia Inversa de Exclusion de tamaiio (ISEC)
En contraste con la porosimetria de absorcion de nitrogeno y la porosimetria de intrusion de
mercurio, que analiza los polimeros en estado seco, ISEC permite analizar la estructura
porosa de los polimeros en estado himedo. Esto es significativo en lo que respecta a los
polimeros impresos ya que los polimeros impresos encuentran aplicaciones, la mayoria de

las veces, en estado hiimedo. En un experimento ISEC tipico, el sélido poroso, en este caso

57



Capitulo 1: Introduccion

el MIP, es la fase estacionaria para un sistema de flujo continuo y se evalia el tiempo
necesario para eluir una serie de patrones de masa molar conocida a través de la columna a
un caudal fijo. Tras la aplicacién de modelos mateméticos adecuados, se puede extraer
informacion sobre la estructura de los poros del polimero. En muchos aspectos, ISEC se
puede ver como una técnica complementaria a la porosimetria de absorcion de nitrégeno y la

porosimetria de intrusién de mercurio, con la ventaja de que puede operar en estado himedo.

1.2.5.2.5. Microscopia electronica de barrido
La microscopia se puede usar de formas distintas para sondear polimeros impresos en una
variedad de escalas de longitud. Por ejemplo, la microscopia Optica se puede utilizar para
verificar la integridad estructural de las perlas de polimero, mientras que la microscopia
electrénica de barrido (SEM) a menudo se puede utilizar para obtener imdgenes de

macroporos.

Para la caracterizacion quimica de los polimeros (MIP/NIP) sintetizados para el presente
trabajo de tesis, se utiliz6 la espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier (FTIR).
Asimismo para la caracterizaciéon morfologica se utilizaron; porosimetria de sorciéon de

nitrégeno, porosimetria de intrusién de mercurio y microscopia electrénica de barrido.

1.2.6. Aplicaciones
Los MIP se usan ampliamente como materiales para técnicas de pretratamiento de muestras;
como sorbentes en técnicas cromatograficas y en sistemas de deteccién (deteccion
electroquimica, detecciéon de fluorescencia, etc.), para el andlisis de moléculas activas,

productos farmacéuticos, contaminantes ambientales, etc.
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En este trabajo de tesis, se utilizaron MIP con dos perspectivas, la primera fue como sorbentes
de relleno en columnas para extraccion en fase sélida y pretratamiento de muestra, y en

segundo lugar como materiales para la modificacion de sensores en sistemas de deteccion.

En este apartado se introducirdn brevemente las aplicaciones mas comunes de los MIPs.

1.2.6.1. Pretratamiento de Muestra y Separacion Cromatografica.
1.2.6.1.1. Extraccion en fase solida (MISPE)
La aplicacién de los MIPs como sorbentes en SPE, denominada extraccion en fase sélida con
impresion molecular (MISPE) permite no solo la preconcentracion y limpieza de la muestra,
sino también la extraccion selectiva del analito de interés. Esto es particularmente ttil cuando
la muestra es compleja y las impurezas pueden interferir en la cuantificacion. Los sorbentes
MISPE pueden empaquetarse en diferentes formas, como cartuchos, discos, placas de

microtitulacién, precolumnas, entre otros.

La figura 1.19 (a) muestra el procedimiento de empaquetado del polimero sintético en un
cartucho de SPE vacio. El cartucho MISPE se acondiciona y se activa con un disolvente de
caracteristicas similares a la muestra a analizar, para luego cargar en él las muestras que
contienen los analitos de interés. Posteriormente, se realiza un proceso de lavado para
eliminar las moléculas no absorbidas y luego se eluye el/los analito/s diana con un disolvente

adecuado. En la Fig. 1.19 (b) se puede observar el procedimiento general de MISPE.

Los principales factores que influyen en este proceso son la preparacion del MIP, la carga de
muestra, los solventes de lavado y la elucién [83]. Para obtener buenos rendimientos en el

proceso MISPE, el material sorbente debe tener buena capacidad de adsorcidn, alta
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selectividad y estabilidad. Por lo tanto, la sintesis del polimero debe estudiarse en detalle para

obtener buenos resultados.

El paso de lavado también es un factor de importancia en el procedimiento MISPE. El
objetivo es permitir que el analito diana se retenga selectivamente, mientras que los
interferentes sean eliminados en este paso [84]. Por lo tanto los analitos deben estar

fuertemente ligados a los sorbentes MIP para que los solventes de lavado no puedan eluirlos.

Basandonos en el punto anterior, se enumeran a continuacién algunos solventes que son
ampliamente utilizados: diclorometano, acetonitrilo, metanol, acetona y agua. [85-88]. El
ultimo paso de MISPE es eluir los analitos de interés del MIP utilizando un solvente
especifico. El disolvente de elucion debe ser lo suficientemente fuerte como para liberar los
analitos de los sitios de union. Para obtener altos factores de enriquecimiento, es necesario
utilizar un pequefio volumen de eluyente o realizar un paso de evaporacidn para concentrar

los analitos [89].

Activacion Muestra Lavado Elucion
) . ) é
— . —4 & Solucion
§ Analito
- ? - l ‘ Impurezas
an. o et e — F,—“q_! L w
de Vidrio | MIPs S deVidrio  fmiE W fheeet
# 4 '
A) Proceso de empaque del MIP en el cartucho B) Procedimiento MISPE

Figura 1.19. Diagrama de un proceso de MISPE off-line tradicional
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Debido a la alta selectividad de los MIP para la molécula plantilla y sus andlogos
estructurales, los métodos MISPE ya se han aplicado al andlisis ambiental, [90-93] de
alimentos [94-96] en el campo bioldgico [97, 98] etc. Ademds, algunas empresas ya han
desarrollado cartuchos comerciales de SPE, empaquetando MIPs especificos para la
determinacion de analitos diana [99]. Se han desarrollado varios modos de MISPE que se
pueden clasificar como MISPE off-line, [100—102] MISPE on-line, SPE dispersiva [103—
105] (DSPE) [106] y dispersion de fase s6lida de matriz (MSPD) [107-109]. Los modos més

utilizados son MISPE off-line y MISPE on-line.

MISPE off-line: Hasta el momento, la mayoria de los métodos MISPE se han realizado off-
line, que es similar a la técnica de SPE off-line con sorbentes convencionales, tales como
silica y C18. La razén principal es que la instrumentacion necesaria es sencilla, y se pueden
utilizar muchos tipos de solventes y aditivos para la elucion sin considerar su influencia en
los instrumentos analiticos. Para la determinacién de diversos analitos en muestras
medioambientales (agua de rio, agua de lago, aguas residuales, agua de mar, aguas
subterrdneas, extractos de suelo, etc.), alimentos, plantas medicinales y muestras bioldgicas
(suero, orina, sangre, plasma, etc.), se utiliza MISPE en combinacién con otras técnicas
analiticas tales como cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC) [110], cromatografia
de gases (GC) [111], electroforesis capilar (CE) [112, 113] y espectrometria UV-Vis [114].
El método preferido para sintetizar MIP como sorbente para MISPE off-line es la

polimerizacion en bloque.

MISPE on-line Hay varias ventajas del MISPE on-line, como la reduccién de la pérdida de
analitos y el riesgo de contaminacién, acortamiento del tiempo de pretratamiento de muestra,

disminucién del consumo de solventes y mejor reproducibilidad.
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Para este tipo de metodologias, el polimero debe proporcionar una répida transferencia de

masa y tener buenas propiedades de flujo, para evitar obstrucciones en el instrumental.

1.2.6.1.2. Separacion cromatografica
Ademas de su amplia gama de aplicaciones en técnicas de pretratamiento, los MIP también
se utilizan como fases estacionarias en técnicas de cromatografia, como HPLC [115],
electrocromatografia capilar (CEC) [116], cromatografia liquida capilar (CLC) [117] y
cromatografia en capa fina (TLC) [118], debido a su alta afinidad y selectividad para los

analitos diana.

Las técnicas cromatograficas de separacion, son las que probablemente se han visto mas
beneficiadas con el advenimiento de la tecnologia de impresion molecular. Pese a la gran
selectividad que presentan estos materiales, en ocasiones el fenémeno de adsorciéon
inespecifica o una cinética lenta dificultan su utilizacién en el campo de los sensores. Sin
embargo, gracias al elevado nimero de platos tedricos que caracterizan a las técnicas
cromatograficas, al utilizar el material impreso como fase estacionaria, la capacidad de
reconocimiento del mismo se ve enormemente potenciada. Se ejerce asi una fuerte retencioén
sobre la molécula molde cuando ésta atraviesa el polimero, permitiendo su separacion. La
combinacion de la impresion molecular con la cromatografia liquida de alta resolucién ha
resultado tan eficaz, que se han descrito trabajos que permiten la separacion de enantiomeros
en mezclas racémicas, utilizando como fase estacionaria un polimero impreso con uno de los

enantiémeros puros [119].
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1.2.6.2. En sistemas de deteccion
El empleo de sensores basados en MIP, fue propuesto por primera vez por Mosbach con el
objetivo de lograr la unién especifica de la vitamina K1 a una superficie de silicio "impresa"
mediante el uso de elipsometria de superficie Optica [120], esta técnica ha logrado un
progreso considerable debido a sus buenas caracteristicas de selectividad, estabilidad,
simplicidad, rentabilidad y versatilidad en los campos de diagndstico clinico, control
ambiental, andlisis de alimentos y deteccion de drogas [121-124]. El rasgo caracteristico de
los sensores basados en MIP es que los MIP tienen propiedades de reconocimiento y
transduccién, es decir, los MIP como elementos de reconocimiento pueden unirse
especificamente a analitos objetivo y como elementos de transduccién pueden generar
sefiales de salida para la deteccion. La caracteristica y construccion bésica de los sensores
basados en MIP se ilustra esquemdticamente en la figura 1.20 (a). Como se ve en la figura,
tipicamente, las sefiales de deteccion de salida se pueden clasificar en 3 tipos,
electroquimicos, Opticos y piezoeléctricos segin el mecanismo de transduccién. Y los
transductores utilizados son electrodos, transpondedores Opticos y cristales piezoeléctricos,
respectivamente. En general, para la determinacion analitica, es necesario considerar los
principales pardmetros de los sensores basados en MIP, como el tiempo de respuesta, el rango

dindmico lineal, la detectabilidad, la sensibilidad, la selectividad y la reproducibilidad.

1.2.6.3. Deteccion electroquimica
Desde el primer informe publicado por Hedborg, [125] los sensores electroquimicos
impresos molecularmente (MIECSs) han recibido atencidon debido a su alta sensibilidad y
selectividad, bajo costo y la posibilidad de miniaturizacién y automatizacion. Para MIECSs,

los MIP se presentan en forma de particulas o peliculas delgadas depositadas sobre los
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electrodos, las cuales se preparan por electropolimerizacion de monémeros como pirrol,
anilina, o-fenilendiamina (o-PD), p-aminobencenotiol (p-ATP) y 3,4-etilendioxitiofeno
(EDOT), [126] y sistemas misceldneos como monocapas autoensambladas (SAM), sol-geles
y polimeros preformados. Segun la sefial de respuesta, los sensores electroquimicos se
pueden clasificar principalmente en los siguientes cuatro tipos: corriente eléctrica
(amperometria y voltametria), potenciometria (electrodos selectivos de iones y transistores
de efecto de campo), capacitancia y conductividad. Su capacidad de reconocimiento se basa
comunmente en polimeros que se encuentran cubriendo la superficie de transductores en
forma de monolitos 0 membranas, y las sefiales del transductor electroquimico se derivan de
los analitos mismos, sondas electroquimicas, o la unién de analitos a MIP, dando como
resultado la cuantificaciéon de los analitos de interés. La figura 1.20 (b) ilustra

esquematicamente los mecanismos basicos y los principales tipos de MIECS.

A
£l od Electroquimica,
eme.n (_} 5 optico,
reconocimiento. pigaselreteicy
L Al Seiial de salida
Amperometria/ Voltametria Capacitancia/Tmpedancia
Con reaccion Sensor electroquimico Sin reaccion
basad MIP R

electronica o electronica
Potenciometria Aumento de la selectividad - Conductividad

Figura 1. 20. (A) Representacion esquemadtica de sensores basados en MIP. (B) Diagrama
de los principales tipos y mecanismos bdsicos de sensores electroquimicos impresos

molecularmente (MIECS).
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1.2.6.4. Dispensadores de medicamentos
A pesar de que se han descrito numerosas aplicaciones analiticas de la tecnologia de
impresion molecular, el uso de los MIPs en farmacologia y quimica medicinal resultan las
mas atractivas. El empleo de estos materiales como dispensadores de medicamentos en forma
controlada (drug-deliverers) es de principal importancia debido a la simpleza de la técnica y
los beneficios terapéuticos que brinda. La habilidad del polimero molecularmente impreso
para unirse al analito (principio activo) de interés con elevada afinidad ha permitido su
aplicacion, por ejemplo como excipiente [127]. La permeabilidad a través del material
impreso serd mds lenta que la que ocurre si se utilizase uno no impreso; de esta forma, es
posible extender el perfil de liberacion del principio activo modificando la composicion del
polimero empleado [128]. Pero el potencial de estos materiales va mas alld. Recientemente,
se estan llevando a cabo investigaciones que pretenden utilizar polimeros impresos como
portadores inteligentes de medicamentos. Una de las formas mds sencillas de hacerlo consiste
en liberar el producto mediante un desplazamiento competitivo del mismo con una molécula
estructuralmente andloga, que actuaria como activador de la dosificacion. Alternativamente,
podrian disefiarse polimeros impresos con actividad "alostérica" [128], es decir, con
capacidad de liberar el medicamento al reaccionar con una molécula diferente, que seria el
activador en este caso. En teorfa, seria incluso posible que este disefio alostérico de los
polimeros impresos permitiera la liberacion del medicamento en el interior de determinadas
células, convirtiéndose en una poderosa herramienta contra enfermedades como las

producidas por algunos virus o ciertos tipos de cancer [129].
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1.2.6.5. En procesos cataliticos
Otra de las aplicaciones més extendidas de los polimeros de impresion molecular es como
catalizadores. Se ha demostrado que si se obtienen anticuerpos para moléculas similares al
estado de transicidn de una reaccidén quimica, pueden ser empleados como catalizadores de
la misma [130]. Basdndose en este principio, otros autores disefiaron y sintetizaron materiales
impresos con andlogos estructurales, de forma que los polimeros obtenidos pueden ser
empleados como catalizadores [131]. El primer ejemplo de silice impresa empleada para
catalizar una reaccién quimica fue publicado por Morihara y colaboradores [132]. En este
trabajo la silice se imprimié con un andlogo estructural del estado de transicién para la
butandlisis del anhidrido benzoico, resultando un polimero con capacidades cataliticas para
la mencionada reaccion. Una variante a la impresion clésica de silice es la llevada a cabo por
Katz y Davis, en la que se modifica superficialmente la silice amorfa empleando un
compuesto aromatico con sustituyentes silanos. La posterior eliminacion de los grupos
aromdticos, genera un material que actia como catalizador morfoselectivo [133]. Los
polimeros orgédnicos también pueden utilizarse con esta finalidad. Zhang y colaboradores,
han empleado mondmeros orgdnicos para sintetizar materiales impresos empleados como
nanoreactores para una reaccion regioselectiva de cicloadiciéon [134]. Adicionalmente,
pueden generarse materiales impresos a partir de complejos metalicos polimerizables. Becker
y Gagné, por ejemplo, aprovechan la sinergia entre la quimica de coordinacién y el fendmeno

de impresion molecular para la busqueda de nuevos materiales cataliticos [135].

66



Capitulo 1: Introduccion

1.3. Nanomateriales
En un sentido amplio la nanociencia es el conjunto de saberes y metodologias dirigidos a
estudiar, fabricar y caracterizar estructuras funcionales con dimensiones inferiores a unas
pocas decenas de nandmetros. El estudio de dichas estructuras incluye el andlisis de sus
propiedades estructurales, mecdnicas, eléctricas, magnéticas, quimicas, el estudio de su
interaccidn con otras nanoestructuras, su interaccién con ondas electromagnéticas, su

interaccion con medios bioldgicos, etc.

El impacto de la nanotecnologia en la vida moderna atn parece una historia de ciencia
ficcién. Farmacos que trabajan a nivel atdmico, microchips capaces de realizar complejos
andlisis genéticos, catdlisis, almacenamiento de datos, generacion de fuentes de energia
inagotables, construccion de edificios con microrobots, combates de plagas y contaminacion
a escala molecular, son algunos de los campos de investigacion que se desarrollan con el uso
de la nanotecnologia. Vinculado a la investigacion cientifica, la nanotecnologia fomenta un
modelo de colaboracién interdisciplinario en campos como la llamada nanomedicina
(aplicacién de técnicas que permitan el disefio de farmacos a nivel molecular), la

nanobiologia y la nanoelectrénica, entre otras.

A pesar de que hace solo una década que comenzé el “despegue mundial” de este nuevo
campo cientifico, hoy existen cerca de 3000 productos generados de nanotecnologia, la
mayoria para usos industriales. Todo ello se debe a las posibilidades que aparecen al permitir
la manipulacién de la materia a escala atdmica y molecular, para crear nuevos materiales y
procesos basdndose en el comportamiento que tiene la materia a escala nanométrica. La
sintesis racional de nanomateriales con propiedades especificas constituye uno de los retos

mads interesantes en este campo. En general, la sintesis de nanomateriales puede plantearse
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siguiendo dos tipos de procedimientos: el fop-down (empezar desde arriba e ir hacia abajo)
y el bottom-up (empezar desde abajo e ir subiendo). En los procesos de fabricacion top-down,
el punto de partida es una pieza de material del tamafio macroscépico que por maquinado, o
siguiendo los métodos apropiados, se va reduciendo al tamafio deseado. Este procedimiento
es el que se emplea actualmente para la fabricacion de circuitos integrados. En los procesos
de fabricacién bottom-up el objetivo es construir nanoestructuras &tomo a dtomo o molécula
a molécula. Por lo tanto, aqui entran en juego las técnicas de sintesis quimica molecular y el

ensamblaje de moléculas o nanoparticulas.

1.3.1. Nanoparticulas Metalicas: Oro
Las nanoparticulas metdlicas se caracterizan por poseer una estructura electronica en la que
la longitud de onda de De Broglie de los electrones de valencia es del mismo orden que el
tamafo de las nanoparticulas. Una consecuencia de ello es que las nanoparticulas se
comporten como cajas cudnticas en las que se encuentran confinados dichos electrones que
pueden oscilar colectivamente dentro de ese espacio. La interaccion de estos electrones con
la luz da lugar a la aparicién en el espectro de absorciéon UV-Vis de las denominadas bandas
de resonancia plasmoénica. Esta absorcidn proporciona a las nanoparticulas colores intensos
caracteristicos y por ello se han utilizado este tipo de materiales desde el siglo XVII aunque
se desconocia su naturaleza. Las nanoparticulas de oro (AuNPs, por sus siglas en inglés), que
proporcionan colores rojizos y rosados, se han empleado para dar color a vidrios y para
colorear vasijas y otros utensilios. También las nanoparticulas metélicas permiten modificar
la luminiscencia de compuestos fluor6fobos y tienen importancia, por ejemplo, en el

desarrollo de nuevas técnicas de deteccidn de analitos a nivel de trazas.
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Ademads del tamafio, otro factor fundamental que determina las propiedades y el
comportamiento de las nanoparticulas es su morfologia. La forma de las nanoparticulas
condiciona las posibilidades de asociacion de unas con otras para generar ordenaciones
supramoleculares utiles para la fabricacion de diferentes dispositivos electronicos. La
reactividad quimica se ve también dristicamente modificada por la geometria de estos

sistemas.

En este sentido, se ha observado que los dtomos que constituyen las nanoparticulas tiene
diferente reactividad dependiendo de la posicidn que ocupen (vértices, aristas o caras) y ello
es fundamental para comprender y racionalizar, por ejemplo, sus propiedades como
catalizadores eficientes en una gran variedad de procesos. Las caracteristicas fisico-quimicas
Unicas de las nanoparticulas producen incluso la aparicion de propiedades inesperadas para
algunos metales como es el caso del magnetismo exhibido por ciertas AuNPs, cuyo origen
no estd explicado y ha despertado una gran curiosidad en la comunidad cientifica.
Precisamente la sintesis controlada de nanoparticulas es uno de los mayores objetivos en la
quimica de materiales modernos, puesto que su tamafio y forma modulan las propiedades
fisicas y quimicas de las nanoparticulas. Los métodos utilizados para la sintesis de
nanoparticulas metdlicas son muy diversos:

* Reduccion quimica a partir de las sales del metal (con borohidruro de sodio, hidracina,

entre otros).
* Descomposicion térmica, fotoquimica de vapor o por ultrasonido.
* Reduccién electroquimica.

* Reduccion y desplazamiento de organometalicos.
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Hay que destacar el papel que juegan los ligandos estabilizantes de las nanoparticulas que
controlan su tamafio evitando la formacion de grandes agregados metdlicos. Los
estabilizantes que se pueden usar son muchos, dependiendo de la naturaleza de las
nanoparticulas, pero en general son ligandos basados en nitrégeno, fésforo y azufre, dadores,
surfactantes, polimeros y dendrimeros. En el caso de las AuNPs, que son posiblemente las
mas estudiadas, se usan como agentes estabilizantes principalmente organotioles, isonitrilos,
sales de amonio, sales de diazonio, sales de yodonio, tiocianatos y alquinos. Los
estabilizantes pueden evitarse en la sintesis por reduccién electroquimica debido a que en
este método las nanoparticulas se forman sobre una superficie sélida (electrodo),

impidiéndose de este modo su aglomeracion.

Aunque la sintesis de nanoparticulas con control de forma ha sido ampliamente estudiada,
los trabajos encaminados a esclarecer el mecanismo de formacion de las nanoparticulas son
pocos y todavia hay aspectos que no estdn suficientemente claros. Est4 bien establecido que

la formacién se produce en dos etapas (Fig. 1.21):

Primero tiene lugar la nucleacién que supone la formacién de pequefios clusters con un
nimero pequeiio de dtomos. Estos sistemas, para ser estables, deben adquirir un tamafio
minimo que viene determinado por lo que se conoce como radio critico. En el caso de no
alcanzar ese radio critico, los pequefios gérmenes formados se redisuelven y no dan lugar a

la formacion de nucleos.

A continuacidn, estas pequefias particulas iniciales sufren un proceso de coalescencia (se
unen para formar agregados mas grandes) o se redisuelven favoreciendo el crecimiento de

otras particulas (Ostwaldripening), para evolucionar hasta adoptar su tamafo y forma finales.
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Figura 1.21. Reduccidn de oro iénico para formar nanoparticulas de oro.

El control de las condiciones en las que se producen estas etapas, como por ejemplo el pH o
la concentracién de compuestos inicial, permite preparar nanoparticulas con formas y
tamafos determinados. Sin embargo, los estudios mecanisticos en los que se describen los
procesos quimicos implicados en la formacion de las nanoparticulas, como se ha indicado,

SOon muy €scasos.

En la bibliografia se han encontrado diversas estrategias para la modificacién de diferentes
superficies electrédicas con nanoparticulas, entre las que podemos destacar:
* Launién de las nanoparticulas a los grupos activos de monocapas autoensambladas.
* La adsorcion de las nanoparticulas sobre la superficie electrédica por inmersion del

electrodo en una disolucién coloidal durante un tiempo determinado.
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* La inmovilizacién directa de las nanoparticulas sobre la superficie electrédica
mediante electrodeposicion del nanomaterial, para lo cual se sumerge el electrodo en
una disolucién y se aplica un potencial durante un tiempo determinado. La variacion
del potencial aplicado y el tiempo de aplicacién permiten controlar el tamafio de las
particulas electrodepositadas.

* Laincorporacion a la matriz en el caso de emplear electrodos compdsitos.

En los dltimos afos, los disefios electrédicos basados en nanoparticulas metélicas,
especialmente de metales nobles, estdn siendo ampliamente utilizados por sus atractivas
caracteristicas fisico-quimicas. Por otra parte, cabe destacar el interés creciente que han
recibido la preparacion de bioconjugados, basados en la modificacion de las nanoparticulas
por unién a moléculas bioldgicas, ya que en estos materiales hibridos pueden conjugarse las
propiedades inherentes a las particulas metélicas con las de reconocimiento molecular
propias de este tipo de moléculas [136]. Asi, se han desarrollado procedimientos de sintesis
de nanoparticulas de tamafio y forma controlados que, ademds, pueden ser funcionalizadas
facilmente con biomoléculas como péptidos, enzimas, anticuerpos, ADN, etc. que presentan
la ventaja de retener su actividad bioldgica, lo que no ocurre sobre otros materiales
electrédicos, como superficies metélicas pulidas, debido probablemente a la mayor libertad

de orientacion que poseen las biomoléculas inmovilizadas sobre las nanoparticulas [137].

Como consecuencia de esto, son numerosos los sensores nanoestructurados encontrados en
la bibliografia, donde se aprovechan las propiedades superficiales, electronicas y cataliticas
que ejercen las nanoparticulas, disminuyendo el limite de deteccion de los analitos de interés,

asi como las mejoras que se presentan en cuanto a las caracteristicas analiticas del sensor

72



Capitulo 1: Introduccion

[138]. A pesar de los grandes progresos en la sintesis de nanoparticulas, atin se estdn
disefiando nuevos procedimientos que permitan un mayor control del tamafio, forma y
reactividad quimica de las nanoparticulas preparadas, habida cuenta de sus numerosas
aplicaciones en campos tan importantes como la obtencion de los sensores microfluidicos,

biosensores, catdlisis y nanoelectroquimica [139].

En el presente trabajo de tesis se utilizaron nanoparticulas de oro con la finalidad de aumentar
la superficie electroactiva del electrodo de carbono vitreo, para luego ser funcionalizadas con

polimeros especificos para la retencion de parabenos.

1.3.2. Técnicas de caracterizacion
1.3.2.1. Microscopia electronica de barrido
Proporciona informacién sobre la morfologia y topografia de la superficie de los sélidos.
Para obtener una imagen por MEB de la superficie de un material, se focaliza sobre la muestra
(de espesor suficiente para que sea opaca a los electrones) un haz de electrones acelerados
por aplicacién de un alto voltaje, realizando un barrido de la misma siguiendo una trayectoria
de lineas paralelas. En microscopia electronica se trabaja siempre al vacio para que la
trayectoria de los electrones no sea desviada por la presencia de &tomos o moléculas que no
sean de la muestra a analizar. Para la caracterizacién de la superficie de los electrodos
mediante esta técnica, es necesario que dicha superficie, una vez modificada, se encuentre
totalmente seca, es decir, exenta de agua. Ademas, cudnto mds conductora sea la superficie
mads facilmente se obtendran las micrografias. Si la muestra no es buena conductora se

acostumbra a recubrirla con una pelicula conductora metdlica o de carbono para evitar que
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ésta se cargue cuando sea irradiada. Finalmente, el electrodo se sitia en el compartimento

para muestras del microscopio y se obtienen las micrografias correspondientes.

1.3.2.2. Energia dispersiva de rayos X
Esta técnica se basa en la interaccion de la materia con electrones incidentes de alta energia.
Cuando el electrén incide sobre la muestra se produce la ionizacion de los dtomos irradiados
por el haz, al ser expulsados los electrones de las capas mas interiores de los dtomos. Cuando
esto ocurre, se produce una transicion electronica, en la que los electrones de las capas mas
externas ocupan el lugar de aquellos con la consiguiente emision de radiacion
electromagnética compuesta de rayos X y de luz visible. Esta radiacion es caracteristica para
cada elemento, siendo de esta forma posible realizar andlisis cualitativos y cuantitativos de

las dreas del tamano que deseemos en la superficie de las muestras.

1.3.2.3. Difraccion de rayos X
Esta técnica consiste en hacer incidir un haz de rayos X, de una determinada longitud de
onda, sobre una muestra cristalina. Los mismos son difractados por los electrones que rodean
los 4tomos por ser su longitud de onda del mismo orden de magnitud que el radio atémico.
El haz de rayos X emergente tras esta interaccion contiene informacion sobre la posicion y
tipo de dtomos encontrados en su camino. Los cristales, gracias a su estructura periddica,
dispersan eldsticamente los haces de rayos X en ciertas direcciones y los amplifican por

interferencia constructiva, originando un patrén de difraccion.
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2.1 Reactivos y Soluciones

2.1.1 Metilparabeno, Propilparabeno, Bencilparabeno

MP (metil 4-hidroxibenzoato), PP (propil 4-hidroxibenzoato) y BeP (bencil 4-
hidroxibenzoato) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La solucién
madre de 0,20 mg mL™! de cada uno de los estdndares, fue preparada pesando 2,00 mg de la
droga y llevando a un volumen final de 10,00 mL en un matraz aforado con etanol. Para
preparar la solucion de trabajo se tomoé una cantidad perfectamente medida de la solucién
madre y se la diluye con una mezcla etanol: agua 2:8 (v/v), hasta obtener la concentracion
requerida para cada ensayo. Todas las soluciones se almacenaron a temperatura ambiente y

al abrigo de la luz.

2.1.2 Butilparabeno

BuP (butil 4-hidroxibenzoato) fue adquirido en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Se
prepararon dos soluciones madre de 5,80 mg mL™! (0,03 mol L") pesando 58 mg de la droga
y llevando a un volumen final de 10,00 mL en un matraz aforado con etanol y otro con
etoxietanol. Para preparar la solucion de trabajo se tomé una cantidad perfectamente medida
de la solucién madre y se la diluye con una mezcla etanol: agua 2:8 (v/v), hasta obtener la
concentracion requerida para cada ensayo. Todas las soluciones se almacenaron a

temperatura ambiente y al abrigo de la luz.

92



Capitulo 2: Reactivos, Materiales y Métodos
2.1.3 Acido benzoico

Acido benzoico fue adquirido en Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). La solucién madre
de 0,20 mg mL™! fue preparada pesando 2,00 mg de la droga y llevando a un volumen final
de 10,00 mL en un matraz aforado con etanol. Para preparar la solucién de trabajo se tomé
una cantidad perfectamente medida de la solucién madre y se la diluye con una mezcla etanol:
agua 2:8 (v/v), hasta obtener la concentracion requerida para cada ensayo. Todas las

soluciones se almacenaron a temperatura ambiente y al abrigo de la luz.

2.14 Reactivos de sintesis para MISPE y MIS

Dimetacrilato de etilenglicol (EGDMA), 4cido metacrilico (MAA) y peréxido de benzoilo
(BPO), se utilizaron para la sintesis de los MIP/NIP para SPE. En el caso de la sintesis de los
MIS/NIS se utilizaron los siguientes reactivos: 3-mercaptopropiltrimetoxisilano (3-MPTS),
tetraetoxisilano (TEOS), feniltrietoxisilano (PTEOS), 3-aminopropil trimetoxisilano (3-
APTMS) y etoxietanol. Todos los reactivos fueron provistos por Sigma-Aldrich (St. Louis,

MO, USA).

2.1.5 Sintesis de nanoparticulas de oro

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) se sintetizaron partiendo de una solucién del precursor
quimico, el 4cido tetraclorodurico (HAuCls) al 0,01% conteniendo KC1 0,1 mol L' como
electrolito soporte (preparado en agua bidestilada y desgasificado por burbujeo con
nitrogeno). Los reactivos fueron provistos por Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA).

Posteriormente, se sumergi6 el electrodo de trabajo de carbono vitreo (GCE) y se aplic6 un
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potencial constante de -200 mV vs Ag/AgCl, NaCl (3 mol L!) durante 60 segundos.
Finalmente, el electrodo modificado (AuNPs/GCE) se lavé por agitacion mecénica a 250 rpm
durante 30 segundos con agua bidestilada y se sec6 cuidadosamente con gas de nitrégeno

puro.
2.1.6 Cartuchos para SPE

Cartuchos comerciales para SPE fueron utilizados con el fin de comparar la performance del
MIP. Columnas de SPE de Silica y C-18 (Enviro Clean®) y Silica Gel G (Type 60) fueron

adquiridos en Merck (Darmstadt, Germany).

2.1.7 Solventes empleados para HPLC

Solventes como etanol, propanol, acetonitrilo, n-hexano, acido acético y tolueno fueron de
grado analitico mientras que metanol fue de grado HPLC. Todos ellos fueron suministrados

por Sintorgan (Buenos Aires, Argentina).

2.1.8 Soluciones reguladoras de pH

Soluciones de NaOH, HCI, HC104 y HNO3 (Merck, Darmstadt, Germany) se emplearon para

obtener los valores de pH requeridos para cada ensayo.

Asimismo se empled como buffer para el andlisis cromatografico una solucién de fosfato
monobdsico de potasio (KH2PO4 6,80 g L"), Los valores de pH requeridos se lograron
mediante el agregado de soluciones de dcido clorhidrico o hidréxido de sodio, empleando un

pH-metro.
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Para el anélisis electroquimico se utiliz6 como electrolito soporte una solucién de H2SOq4
1,00 mol L' pH 2,5, buffer acetato 0,1 mol L' pH 10,0 y 2,00 y soluciones de PBS 0,1 mol

L' pH 10,0 y 7,00.
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2.2 Equipamiento utilizado

2.2.1 HPLC y UHPLC
Los andlisis cromatogréficos se llevaron a cabo utilizando un equipo Gilson HPLC (Esanco,
Argentina) equipado con un controlador de bomba Gilson 322, un inyector Rheodyne con un
loop de 20 pL, un detector UV-Vis de arreglo de diodos Gilson 170 (Buenos Aires,
Argentina). La columna de separacion utilizada fue una Phenomenex Gemini 5 pm C18 110

A (150 x 4,6 mm) (Buenos Aires, Argentina).

También se utilizé un Thermo Scientific Dionex Ultimate 3000 Series equipado con inyector
automadtico, sistema de separacion cuaternario bomba y detector de arreglo de diodos DAD-
3000 (RS). Se empled una columna Zorbax Eclipse XDB-C18 (4,6 x 150 mm; 5 um; Agilent)

para todos los analisis cromatogréficos.

2.2.2 Estacion de trabajo electroquimico

Todas las medidas electroquimicas fueron realizadas con la estacion de trabajo BAS 100 B/W
(Bioanalytical Systems, West Lafayette, IN, USA), conectada a una computadora personal
para el control remoto de la misma. Ademas, se utilizé la plataforma para celdas BAS C-3,

la que se acopl6 a la estacion de trabajo.

2.2.2.1 Electrodos

El electrodo de trabajo, consiste en un cuerpo plastico de CTFE resistente a los solventes (7,5

cm longitud y 6 mm didmetro externo), el que posee en uno de sus extremos un disco
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perfectamente pulido de carbono vitreo (GC) de sus siglas en inglés glassy carbon de 3,0 mm
de didmetro (BAS MF-2012).

El contraelectrodo, es un alambre de Pt de 0,5 mm de didmetro y de longitud variable. El
alambre de Pt es conectado a un terminal de bronce por medio de un conector de oro.

Como electrodo de referencia, conectado por el cable blanco, se utiliza un electrodo de

Ag/AgCl, NaCl (3 mol L") (BAS MF-2052).

2.2.3 Espectrofotometro

Para realizar los andlisis espectrofotométricos se empleé un espectrofotémetro Shimadzu
UV-1603 con ldmpara de deuterio y tungsteno, y celda de vidrio o cuarzo de 1 cm de paso

optico.

2.2.4 Analisis por inyeccion en flujo

En el andlisis en flujo, las soluciones fueron propulsadas por una bomba peristéltica (Wilson
Minipuls 3) a través de tuberias de PVC de didametro interno 0,8 mm. Se emple6 una vélvula

Rheodyne de dos posiciones con 6 puertos.

2.2.5 Espectroscopia IR

La espectroscopia infrarroja de reflectancia difusa (DRIFTS) para el anédlisis de sorbentes
sintetizados se realizé utilizando un espectrofotometro infrarrojo Shimadzu por transformada
de Fourier (IRAffinity™"). Los espectros se recogieron en el rango espectral de 2500 a 500

cm !, con una resolucién espectral de 2 cm ~ 1.
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2.2.6 Area BET (Brunauer -Emmett-Teller)

La caracterizacion textural de las muestras en estudio se llevd a cabo mediante adsorcion-

desorcién de N2 a 77 K con un equipo de adsorcion manométrica Autosorb 1-MP (EE. UU.)

2.2.7 Microscopia electronica de barrido

Las imédgenes de microscopia electrénica de barrido se obtuvieron con un equipo LEO

1450VP (presién variable).

2.2.8 pH-metro

Para las medidas de pH, se emple6 un pH-metro Orion Expandable Ion Analyzer Modelo
EA940 (Orion Research, Cambridge, MA, USA) con electrodo combinado de vidrio y un

electrodo de referencia de Ag/AgCl.

2.2.9 Centrifuga

La centrifugaciéon se realiz6 mediante una centrifuga Beckman TJ-6 (Buenos Aires,

Argentina).

2.2.10 Vortex

Las soluciones fueron mezcladas en un vortex “DLAB” MX-S.
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2.2.11 Shaker

Para agitar y homogeneizar las soluciones utilizadas se utiliz6 un Shaker Orbital “LAB-

LINE” modelo N° 3521.

2.2.12 Balanza

Para realizar las pesadas de los reactivos utilizados en la preparacién de las soluciones
patrones se usé una balanza analitica monoplato, con una precisiéon de hasta 10 g, marca

Sartorius.
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2.3. Procedimientos

2.3.1. Sintesis de MIPs para la monitorizacion de propilparabeno en productos

de cuidado personal y efluentes.

2.3.1.1. Sintesis del polimero

Para la sintesis del MIP utilizado en las experiencias posteriores, se selecciono la técnica de
polimerizacion en bloque, siguiendo un enfoque no covalente. Para este primer ensayo, se
utiliz6 como molécula plantilla el PP. En primer lugar, se disolvié el mondmero funcional
MAA y PP en tolueno (porégeno), la solucion de pre-polimerizacion obtenida se dejé incubar
por 1 hora, y luego se adicion¢ el entrecruzante (EGDMA) y el iniciador radicalario (BPO).

La mezcla fue purgada con nitrégeno por 2 minutos, cerrando el vial inmediatamente.

Con el objetivo de iniciar el proceso de polimerizacion, la mezcla recientemente obtenida fue
introducida en un bafio de glicerina a 60 °C por 24 horas. Una vez completada la sintesis del
MIP, se prosigui6 a la remocion de la plantilla, para lo cual se coloco el polimero en un tubo
de polipropileno, se adicion6 una mezcla de metanol/acido acético (9:1, v/v) y se agit6 en un
vortex, luego el sobrenadante fue separado por centrifugacién a 5000 rpm por 15 minutos.
Esta operacion fue repetida ocho veces, hasta no detectar la plantilla en el sobrenadante por

HPLC-DAD.

Como control un NIP (polimero no impreso) fue simultineamente sintetizado bajo las

mismas condiciones pero en ausencia de PP (molécula plantilla).
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2.3.1.2. Preparacion de la muestra

La muestra analitica consisti6 en tres marcas de toallitas usadas para la higiene de bebés (2
que contenian PP y 1 "libre de PAs"), toallitas antibacterianas (sin PP indicado en su

composicion) y aguas residuales industriales con y sin la adicién de un estandar de PP.

Para todos los experimentos se utiliz6 como muestra analitica 3 toallitas de las diferentes
marcas, las cuales se colocaron en un vaso de precipitado con 20,00 mL de agua MilliQ y se
llevé a ebullicién durante 1 minuto. El liquido resultante se filtr6 y el procedimiento se repitié

para asegurarnos de extraer de manera cuantitativa el PP presente en la muestra.

Las dos alicuotas se combinaron y se llevaron a 50,00 mL con agua MilliQ, y luego se
tomaron 8,00 mL de esta solucién y se diluyeron a un volumen final de 10,00 mL con etanol.
Las muestras de efluentes se recolectaron de un drea industrial, se homogeneizaron, se
tomaron dos alicuotas de 8,00 mL y se diluyeron a un volumen final de 10,00 mL con etanol.

A una de las muestras de efluente se afladié 1,00 mL de un estandar de PP.

2.3.1.3. Ensayos de interaccion MIP-PP

Para obtener la méxima adsorcion de la molécula de interés, la cantidad de polimero a utilizar,
el tiempo necesario y demds pardmetros que influyen en la interaccion, se evaluaron en un
estudio en batch. El efecto de la cantidad de polimero en la unién de PP-MIP se estudi6
dentro del intervalo de 5,00-30,00 mg. El tiempo de interaccién se investigd de 1 a 45
minutos. Para evaluar la influencia de los disolventes de interaccion sobre las propiedades de
reconocimiento de MIP se utilizaron los siguientes medios: agua, acetonitrilo, metanol,

etanol, propanol, n-hexano, tolueno y sus mezclas en diferentes proporciones. La influencia
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del pH de la muestra sobre la interaccion se evalué dentro del rango 5,0-9,0. Para evaluar los
parametros anteriormente mencionados se prepard una solucion de PP estdndar diluyendo el
analito en una mezcla de etanol/agua en una proporciéon de 2:8 para obtener una
concentracién final de 0,020 mg mL"'. Para el estudio de pH, el agua fue reemplazada por

soluciones de buffer fosfato dentro de un rango de pH de 5,0-9,0.

Con la finalidad de evaluar el tiempo de interaccion, 1,00 mL de estdndar de PP se agregé a
una cantidad apropiada de sorbente en un tubo eppendorf de polipropileno. La mezcla se
agitd en vortex por 2 minutos y luego en shaker por periodos de tiempo de 1 hasta 45 minutos.
Después de eso, el sobrenadante se separd por centrifugaciéon a 5000 rpm durante 15 minutos
y se analizé por HPLC-DAD. Para el estudio de interferencia, una mezcla de soluciones
estindar de PP y MP (1:1) se puso en contacto con el polimero como se describié

anteriormente.

Después de optimizar el procedimiento de unién, se colocaron 20,00 mg del polimero
sintetizado dentro de una jeringa de polipropileno (3,00 mL) entre dos capas de lana de vidrio
de 2 mm de ancho cada una. El proceso de extraccion para cada alicuota de muestra de 5,00
mL se llevo a cabo aplicando vacio en el extremo inferior de la columna. La velocidad de
flujo aplicada fue de 1,00 mL min!. Una vez que el analito se adsorbié sobre el MIP, el
sorbente se lavé usando 2,00 mL de agua ultrapura para eliminar las sustancias no adsorbidas.
Con el fin de comparar los resultados, el estudio también se llevé a cabo en dos cartuchos

utilizados cominmente para SPE (silica y C18).
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2.3.1.4. Ensayos de elucion

Después del estudio de adsorcién descrito previamente, se estudié en un sistema en batch la
influencia de la naturaleza y el volumen del disolvente en la desorcion del analito. Con este
objetivo, diferentes mezclas de etanol/agua y volimenes dentro del rango de 0,20-5,00 mL
se pusieron en contacto con el MIP-PP. Los tubos que contenian los diferentes solvente de
elucion en contacto con el MIP-PP, se agitaron en un vértice durante 1 minuto y se
centrifugaron luego a 5000 rpm durante 15 minutos. El sobrenadante exento de particulas se
inyect6 en un equipo de HPLC-DAD para la cuantificacion de PP. Para propdsitos de control,
se aplicod el mismo procedimiento al complejo NIP-PP. Considerando los resultados
obtenidos en el estudio de desorcion en batch, se investigd la elucién del analito empleando
1,00 mL de mezcla de etanol/agua 8:2 (v/v) a un flujo de 1,00 mL min™'. El eluato se filtré

antes de su inyeccion en el sistema de HPLC para andlisis.

2.3.1.5. Analisis de muestras por HPLC-DAD

Para la monitorizacién de PP tanto en sobrenadantes como en eluatos, se tom6 1,00 mL de
cada alicuota y fue analizado mediante HPLC-DAD. Las muestras se filtraron a través de
filtros de membrana de nylon de 0,45 pm (26 mm de didmetro) antes de la inyeccién en el
sistema cromatografico. Se inyectaron 20 pL. de muestra y se las analizé utilizando un modo
isocratico, como fase mévil se empled un soluciéon compuesta por 65% de metanol y 35% de
buffer fosfato monobdsico (KH2PO4 6,8 g ). El andlisis se realizé a un flujo constante de
1,00 mL min’, y el analito fue monitoreado a 227 nm. El tiempo de retencién fue de

aproximadamente 4,52 minutos. El PP adsorbido a MIP/NIP se calcul6 restando el analito no
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unido a la concentracion inicial del analito. Todos los experimentos se realizaron por

triplicado a menos que se mencione lo contrario.

2.3.1.6. Validacion

La validacion analitica de esta metodologia se realiz de acuerdo con las directrices
internacionales de la ICH (Conferencia Internacional sobre Armonizacién). Las muestras de
toallitas comerciales utilizadas para la higiene de bebés, libres de PAs, sirvieron como
referencia durante la validacion del método analitico propuesto. La evaluaciéon de la
linealidad de la metodologia MISPE-HPLC-DAD se llevo a cabo con muestras PCP “libres
de PAs” enriquecidas con soluciones estdndar de PP con concentraciones que variaron de 24
a 500 ng mL'. El procedimiento fue desarrollado utilizando muestras enriquecidas por
triplicado a seis niveles de concentracion y las dreas de los picos obtenidos se usaron para
realizar las curvas de calibracion. Las ecuaciones de calibracion se obtuvieron mediante el
método de regresion lineal de minimos cuadrados y se usaron para el cdlculo de

concentraciones desconocidas.

La precision se evalu6 en términos de repetibilidad y precision intermedia. La repetibilidad
de todo el procedimiento analitico se evalu6 aplicando la metodologia a 2 alicuotas de PCP
“libres de PAs” enriquecidas con PP y analizadas por HPLC-DAD por triplicado en el mismo
dia. Para la evaluacion de la precision intermedia, se varid, el dia de operacion, el operador
y los reactivos o electrolitos. Por lo tanto, todo el procedimiento analitico se realiz6 durante

tres dias consecutivos utilizando una muestra “libre de PAs” con el agregado de PP estandar
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Para investigar la capacidad de reutilizacion de los polimeros sintetizados, se realizaron 5

ciclos de adsorcidn-desorcion por dia.

La exactitud se evalué en términos de porcentaje de recuperacion, mediante la aplicacion del
método propuesto a una muestra de PCP “libre de PAs” enriquecida con cantidades conocidas
de soluciones de PP a seis niveles de concentracién (n=6). El estudio se realiz6 como se

describi6 previamente y los liquidos de elucion se analizaron por HPLC-DAD por triplicado.
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2.3.2. Modificacion de particulas de silica para la extracciéon de bencilparabeno.
Automatizacion de muestreo
2.3.2.1. Preparacion de las particulas de silice impresas (Si-MIP)
Para la sintesis de particulas de silica cubiertas con polimeros de impresiéon molecular (Si-
MIP), se utiliz6 como molécula molde BeP. Se seleccioné el MAA como mondémero
funcional, y tolueno como porégeno, EGDMA como agente de entrecruzamiento y BPO
como iniciador. El MIP se imprimi6 sobre particulas de silica gel que se usaron como soporte
inerte. Simultineamente, para propdsitos de comparacion, se sintetiz6 un NIP sobre las
particulas de silica (Si-NIP) y un MIP sin soporte. Los Si-MIP se prepararon mediante
polimerizacién en masa de acuerdo con el enfoque no covalente, disolviendo la molécula
plantilla y el mondmero funcional en tolueno. La mezcla de pre-polimerizacién se incubd
durante 1 hora, y después de esto, se afiadieron el agente de reticulacidn, el iniciador y la
silica gel. La mezcla se purgd con nitrogeno durante 2 minutos y se coloco en un bafio de
glicerina a 60 °C durante 2 y 4 horas para inducir la polimerizacién. Después de esto, se retiré
el sobrenadante, y el polimero se extendié sobre un vidrio de reloj y se dejo secar. La
eliminacién de la plantilla se llevé a cabo con una mezcla de metanol:4cido acético (9:1, v/v)
agitando la solucién en un vortex y luego, el sobrenadante se separd por centrifugacion a
5000 rpm durante 15 minutos. Esta operacion se repitié ocho veces hasta que la plantilla no
se detecté por HPLC-DAD en el sobrenadante de Si-MIP (2 y 4 horas), Si-NIP (2 y 4 horas)

y MIP.
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2.3.2.2. Descripcion de las muestras y tratamiento
Se seleccionaron dos muestras para monitorizar BeP. Una consistié en una muestra de agua
recolectada de una piscina local; la segunda muestra a analizar fue un protector solar
semisolido que no declaraba contener en su composicion BeP. Para el andlisis de la muestra
de agua de la piscina, se tomaron seis alicuotas de 10,00 mL, se filtraron y se almacenaron a
5 °C hasta el ensayo. En el caso del protector solar, se pesaron seis alicuotas de 1,0 g y se
afladieron 25,00 mL de agua. Las muestras se calentaron durante 10 minutos y luego se
llevaron a un volumen final de 50,00 mL, se centrifugaron y 10,00 mL del sobrenadante se
filtr6 a través de filtros de membrana de nylon de 0,45 pm (26 mm de didmetro). Las

soluciones filtradas se recogieron para una etapa de preconcentracion adicional.

2.3.2.3. Evaluacion de union y desorcion en batch.
Con el fin de obtener la maxima adsorcion de la molécula molde, se evalud a través de un
estudio en batch, la cantidad de material Si-MIP utilizado y el tiempo de unién. El efecto de
la cantidad de Si-MIP en la unién a BeP se evalu6 dentro del intervalo de 10,00 a 40,00 mg.
El tiempo de interaccion se investigd de 1 a 25 minutos. La influencia del pH de la muestra
en el proceso de interaccion se evalud dentro de un rango de pH previamente establecido
(5,0-9,0). Los resultados obtenidos de Si-MIP se compararon con Si-NIP y MIP. Para el
estudio de pH, el agua fue reemplazada por soluciones de buffer de fosfato dentro de un rango
de pH de 5,0-9,0. El procedimiento de unidn fue el siguiente: se afiadié 1,00 mL de estandar
a una cantidad apropiada de sorbente en un tubo eppendorf de polipropileno. La mezcla se
sometio a agitacion a 1500 rpm durante 2 minutos y luego se agit6é a 120 rpm a temperatura
ambiente para cada tiempo de unién estudiado. Después de eso, el sobrenadante se separ6d

por centrifugacién a 5000 rpm durante 15 minutos y se analiz6 por HPLC-DAD. Para el
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estudio de interferencia, se agregé una mezcla de soluciones estindar de MP y PP al estandar

BeP.

Por otro lado, se estudi6 la influencia de la naturaleza y el volumen del disolvente de elucién
seleccionado para la desorciéon del analito. Para este propodsito, diferentes mezclas de
etanol/agua y volimenes dentro del rango de 0,20-5,00 mL fueron puestos en contacto con
el complejo Si-MIP/BeP. Luego se agité en un vortex durante 1 minuto y se centrifugé a
5000 rpm durante 15 minutos. Los sobrenadantes filtrados se inyectaron en el HPLC para la
cuantificacion de BeP. El mismo procedimiento se aplicé a Si-MIP (2 y 4 horas), Si-NIP (2

y 4 horas) y MIP.

2.3.2.4. Estudios de SPE automatizada. Preconcentracion.
La SPE automatizada se llevé a cabo utilizando una columna de preconcentracion casera que
consistia en 25,00 mg del Si-MIP sintetizado envasado dentro de una jeringa de polipropileno
(1,00 mL). E1 MIP se colocé entre dos capas de lana de vidrio de 2 mm de ancho cada una.
Para el paso de adsorcién del analito, la valvula se colocé en la posicién 1. En esta posicion,
10,00 mL de soluciones de muestra filtradas fueron impulsadas por una bomba peristaltica y
fluyeron a través de la columna hasta el desecho (velocidad de flujo 1,00 mL min™!). A
continuacion, la eliminacién de posibles interferencias se realizé6 con 2,00 mL de agua
ultrapura y, posteriormente, la posicién de la védlvula se establecié en 2 para la desorcion de
BeP con 0,50 mL del eluyente. El eluato recogido se analizé luego mediante un sistema de

UHPLC-DAD (Figura 2.1).
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a- Etapa de preconcentracion
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b- Etapa de elucion
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Figura 2.1. Proceso automatizado de preconcentracién

2.3.2.5. Validacién
La validacién de la metodologia se realizé de acuerdo a normativas internacionales mediante
la evaluacion de la exactitud, precision, linealidad, limites de deteccién y cuantificacion y

selectividad.

Para esto se prepararon soluciones estiandar de BeP y andlogos estructurales o sustancias
interferentes tales como MP y PP, cada uno a una concentracién de 1,00 mg mL". En el caso
del estudio de recuperacion, los estandares se agregaron a seis alicuotas de 1,00 g de muestra
de protector solar y a seis alicuotas de 10,00 mL de muestra de agua, en ambos casos sin
ningun tratamiento. Los estdndares se agregaron dentro del rango de concentracion de 0,05-

1,25 mg gy 1,11x103-0,025 mg mL! para la muestra cosmética y la muestra de agua,
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respectivamente. Posteriormente, se procesaron las muestras como se describid
anteriormente y se analizaron por triplicado. Se calculé la recuperacion de las muestras

enriquecidas.
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2.3.3. Sintesis de MIS sobre un electrodo de carbono vitreo modificado con
nanoparticulas de oro electrodepositadas para la determinacién de
butilparabeno.

2.3.3.1. Preparacion del electrodo
2.3.3.1.1. Pretratamiento del electrodo de trabajo
Antes de la modificacion, el GCE se pulié mecdnicamente con una suspension de alimina de
1, 0,5 y 0,3 um, luego se enjuagd y se sonicé en agua destilada y etanol durante 5 minutos.
Posteriormente, el electrodo se traté con una solucién de HoSO4/H202 (30%, 3:1, v/v) durante
5 minutos y se enjuagd con agua bidestilada durante 5 minutos. El electrodo se sumergié en
una solucién de H2SO4 1 mol L y, posteriormente, el potencial fue escaneado de 0 a +1,4 V

(velocidad de barrido 6 mV s!). Finalmente, el electrodo se enjuagé con etanol.

2.3.3.1.2. Electrodeposicion de nanoparticulas de oro
Para el procedimiento de electrodeposicion de AuNPs, el GCE se sumergi6 en una solucién
de HAuCls 0,6 mmol L' que contenia 0,1 mol L' de KCI (preparado en agua doblemente
destilada y burbujeada con nitrégeno) como electrolito de soporte. Después de eso, se aplico
un valor potencial constante de -200 V durante 60 segundos. Luego, el electrodo modificado
GCE/AuNPs se enjuagé con agua doblemente destilada y se secé cuidadosamente con gas

nitrégeno puro.
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2.3.3.1.3. Preparacion de la pelicula de siloxano con impresion
molecular (MIS).

La preparacion de la pelicula MIS se esquematiza en la Figura 2.2. En primer lugar, para
promover la adhesion de la pelicula MIS sobre la superficie del GCE/AuNPs, el electrodo se
sumergio en una solucién de 3-MPTS en etanol (40 mmol L") durante 2 horas, a temperatura
ambiente. Posteriormente, la superficie del electrodo se lavd con etanol para eliminar las
moléculas de silano adsorbidas fisicamente y el electrodo se sumergié en una solucion acuosa
de HCI (0,1 mol L™!) durante 1 hora para promover la hidrélisis de la capa de 3-MPTS y se
sec6 a 50°C durante 30 minutos, dando como resultado la formacién de una capa de MSL
sobre la superficie del GCE/AuNPs (GCE/AuNPs-MSL). Posteriormente, se probaron
diferentes proporciones de solventes de sintesis. Una de las proporciones que dio buenos
resultados fue: 400 uL (1,8 mmol) de TEOS, 65 pL (0,27 mmol) de PTEOS, 65 uL (0,37
mmol) de APTMS, 100 pL de solucién de HCI 0,1 mol L', como catalizador, y 90 uL de
H>0 en 3,00 mL de 2-etoxietanol. La solucidn se agitdé suavemente a temperatura ambiente
durante 1,5 horas, y se depositaron 5 uL sobre la superficie del electrodo previamente tratado.
Posteriormente, se seco a 50 °C durante 3 horas, dando lugar al GCE/AuNPs-NIS.

Para obtener el MIS, se agregaron 650 uL de una solucién estdndar de BuP 0,03 mol L! en
2-etoxietanol a 2,00 mL del sol descrito anteriormente y la solucién resultante se agit
durante 2 horas. Se preparé una capa de MIS en la superficie GCE/AuNPs-MSL en las
mismas condiciones que pasa el NIS. Luego se retir6 el electrodo y se secd a 50 °C durante
3 horas. Para eliminar las moléculas de BuP y dejar libres las cavidades se sumergi6 el
electrodo seco en una solucién de metanol que contenia dcido acético al 10% durante 20

minutos a 150 rpm, y luego se sec6 a 50 °C durante 5 minutos, el proceso se repitid 5 veces
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y posteriormente se obtuvo el GCE/AuNPs-MIS. El grosor promedio de la pelicula MIS fue

de aproximadamente 3 pm.
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Figura 2.2. Representacion esquematica de la sintesis de MIS.
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2.3.3.1.4. Experimentos de union
El GCE/AuNPs-MIS fue testeado sumergiéndolo durante 20 minutos en una solucién patrén
de BuP 0,01 mol L' preparada en etanol/agua 2:8 (v/v), seguido de una caracterizacién
electroquimica por voltametria de onda cuadrada (SWV) en una solucién de H>SO4 1,00 mol
L' pH 2,5. El tiempo de incubacién para los experimentos de adsorcién-desorcién se
selecciond de tal manera que se obtuviera una alta sensibilidad y estabilidad de la respuesta

actual.

2.3.3.2. Preparacion de la Muestra
Como muestra analitica se utilizaron, toallitas de limpieza facial que declaraba en su
composicion MP, PP y BuP y por otra parte agua micelar que no declaraba contener

conservantes en su composicion.

Como muestra analitica se utilizaron 2 toallitas de limpieza facial, las cuales se colocaron en
un vaso de precipitado con 100 mL de agua MilliQ y se llevo a ebullicién durante 2 minutos.
El liquido resultante se filtré y el procedimiento se repitié para asegurarnos de extraer de
manera cuantitativa el BuP presente en la muestra. Las dos alicuotas se combinaron y se

llevaron a 250 mL con agua MilliQ.

En el caso de la muestra de agua micelar se homogeneizé y se tomd una alicuota de 1,00 mL

y se diluy6 a un volumen final de 25,00 mL con agua MilliQ.

2.3.3.3. Medidas electroquimicas
Luego del acondicionamiento de las muestras, las mismas se utilizaron para la determinacién

de BuP usando el GCE/AuNPs-MIS. Se usaron los siguientes pardmetros instrumentales para
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registrar los voltamogramas de onda cuadrada: amplitud de potencial de pulso, 60 mV; salto

de potencial 6 mV y frecuencia, 15 Hz.
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3.1. DESARROLLO DE UNA METODOLOGIA UTILIZANDO POLIMEROS DE
IMPRESION MOLECULAR PARA LA MONITORIZACION DE
PROPILPARABENO EN PRODUCTOS DE CUIDADO PERSONAL Y

EFLUENTES

En la actualidad, existen varias técnicas que se utilizan a menudo para cuantificar
ingredientes prohibidos o restringidos en PCPs. Sin embargo, teniendo en cuenta los
requisitos de sensibilidad y selectividad, en la mayoria de los casos son necesarios pasos de
pretratamiento de muestra [140]. Para este propdsito, la SPE y la microextraccién en fase
solida (SPME) [141, 142] son las alternativas mas comunes debido a su simplicidad y
eficacia. Sin embargo, la baja selectividad asociada con la SPE tradicional, a menudo

conduce a la co-extraccion de muchos componentes de la matriz. Por este motivo, se
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desarrollé un MIP capaz de interaccionar selectivamente con el analito de interés. Ademads,
el uso del MIP en combinacién con técnicas separativas permitid obtener mejores
resultados que con el uso de cartuchos SPE tradicionales en términos de enriquecimiento

del analito y eficiencia de limpieza de la matriz.

Entre los parabenos existentes, se seleccioné el PP como molécula diana debido a su uso
masivo como conservante en PCPs en combinacién con el MP. Sin embargo, la
concentracion permitida para el PP es mds estricta que para el MP debido a su mayor
toxicidad, por lo que es necesaria contar con una metodologia selectiva y sensible para

monitorear el PP en las muestras bajo estudio.

o CHy [e) OPr
H3C (0]
\'(LO/\/ \")kCH:g
CHy 0o
\ OH

0 OPr

0 OPr
— Polimerizacion
Lavado
OH

/ OH
(0]
H,C Unién
OH

H3C
0 OPr

Figura 3.1. Representacion esquematica del procedimiento propuesto para la obtencion del

MIP.
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3.1.1. Sintesis del polimero

Los MIPs se sintetizaron por un procedimiento de polimerizacién en masa de acuerdo con
un enfoque no covalente debido a la simplicidad del procedimiento. Este enfoque permitio,
a través de una etapa de mezclado, la interaccion entre el mondémero funcional y la

molécula elegida como planilla, en este caso el PP.

Un aspecto fundamental a evaluar en la sintesis del polimero es la influencia del porégeno
en el rendimiento y la capacidad de retencién del polimero, para esto se evaluaron
diferentes solventes tales como acetonitrilo y tolueno. El uso de tolueno mostré un mayor
rendimiento y MIPs con mayor selectividad para el PP; por lo tanto, se selecciondé como
porégeno para los proximos experimentos. La seleccion del mondmero funcional y el
agente de entrecruzamiento se basé en los resultados observados en trabajos previos [143].
Finalmente, el PP se selecciond como molécula molde, el MAA como mondémero
funcional, el EGDMA fue elegido como reticulante y el BPO se utiliz6 como iniciador
radicalario. Para la seleccion de BPO, se tuvo en cuenta la facilidad para producir radicales
libres por termo-descomposiciéon y su amplia disponibilidad. Otro aspecto importante a
optimizar fueron las relaciones molares entre la plantilla y el monémero funcional, para
esto, se sintetizaron diferentes polimeros utilizando diferentes relaciones molares (1:1, 1:2,
1:4, 1:6, 1:8 y 1:16) y los resultados se expresaron en términos de capacidad de retencioén
de PP. La retencién de PP se mejoré levemente con el aumento de la concentraciéon de
monomero, llegando al nivel mds alto cuando se utilizé una relaciéon molar de 1:6
(plantillazmonémero). Al utilizar relaciones molares en el intervalo 1:6 a 1:16 no se
observaron mejoras y, por lo tanto, se seleccion6 una relacién molar de 1:8. Finalmente,

para la sintesis del polimero se empled la mezcla de plantillazmondémero:reticulante con una
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relacion molar de 1:8:25, respectivamente. Teniendo en cuenta que las interacciones entre
el mondémero funcional y la plantilla se dan a través de enlaces puente hidrégeno, se
concluyd que esta proporcién condujo a un buen compromiso entre la capacidad de
adsorcion y la selectividad. El exceso de mondmero funcional resulté en un mayor nimero
de sitios de unién. Después de la optimizacion, se selecciond una relacion de 2:8 entre
mondémero mads reticulante y pordgeno. Este resultado estuvo en concordancia con los datos
obtenidos en trabajos previos [144, 145]. Ademds, el BPO represent6 el 1% del peso total

del monomero utilizado.

3.1.2. Caracterizacion morfolégica del polimero

La morfologia del polimero se investigé utilizando por un lado, el método BET a partir de
isotermas de adsorcion-desorcidén de N2 y por otro lado, se analizé a través de microscopia
electrénica de barrido (SEM). La isoterma de adsorcidon-desorcion de N> a 77 K para el NIP
y MIP, se muestra en la figura 3.2. (a). Estos materiales presentan una isoterma reversible
tipo II (sin ciclo de histéresis), tipica para adsorbentes no porosos o macroporosos [146].
Las isotermas de adsorcion de ambos polimeros aumentan rapidamente en funcién del
volumen de N> adsorbido a presiones relativas superiores a 0,9 Pa, debido a la adsorcién de
N> en mesoporos o macroporos mas grandes, como puede verse en la figura 3.2 (b),
concluyendo que estos polimeros presentan poros con tamaifios superiores a los 40 nm. El
V1p (volumen total de poro) de los polimeros MIP y NIP fue de 0,03 y 0,02 cm® g,
respectivamente. El Sggr (4rea de superficie especifica) del MIP y NIP fue de 10,0 y 6,5 m?
g!, respectivamente. El aumento del 4drea de superficie especifica puede estar relacionado

con la formacién de una cavidad selectiva a la plantilla y estd ausente en el polimero no
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impreso. De acuerdo con el estudio BET, en el andlisis SEM se observé que las particulas
del MIP mostraron un tamafo més pequefio con un didmetro medio de aproximadamente

2,15 pm, mientras que en el caso del NIP el didmetro medio fue de 5,77 um (Fig 3.3).
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Figura 3.2. a) Isotermas de adsorcion-desorcién de N> a 77 K para el NIP y MIP. b)

Distribuciones de tamaiio de poro para el NIP y MIP.
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bt EHT = 20.00 kv WD= 10mm Zone Mag= 600K X Signal A= 3E1

— EHT = 20.00 kv WD = 10mm Zone Mag= 600 KX  Signal A= SE1

Figura 3.3. Imigenes de SEM de (a) polimero MIP y (b) polimero NIP.
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3.1.3. Estudio de optimizacion en batch

En primer lugar, se evalué mediante un estudio en batch, la influencia de los siguientes
parametros: cantidad de polimero, naturaleza del solvente de interaccidn, tiempo de

interaccion, pH de la muestra, naturaleza y volumen del solvente de elucion.

Se evaluaron diferentes solventes de interaccion y mezclas de estos en proporciones
variables. Se seleccion6 el méds adecuado en relacién a la capacidad de retener la molécula
de analito y considerando ademads que fuera un solvente no contaminante. Respecto de la
cantidad de polimero se investigd cudl es la menor cantidad de polimero que podia lograr la
mayor retencion de PP en el menor tiempo de interaccidn. Si bien al aumentar la cantidad
de polimero y el tiempo de contacto aumentaba la cantidad de analito adsorbida se estudié a
partir de qué valor ese aumento no era significativo. Se pudo concluir que los mejores
resultados para la adsorcion del analito se lograron utilizando 20,00 mg del polimero, una
solucién etanol:agua 2/8 (v/v) como solvente de interaccién y un tiempo de contacto de 20

minutos.

Otro punto importante a evaluar a la hora de aplicar el procedimiento MISPE a una muestra
real fueron las propiedades electroliticas tales como el pH y la fuerza idnica. Para esto se
establecié un intervalo de pH dependiendo de las caracteristicas de la muestra, en nuestro
caso de 5,0 a 9,0. En el intervalo analizado no se vio afectada la capacidad de retencion del
MIP, esto responde al hecho, de que los parabenos son compuestos no i6nicos para el

intervalo de pH estudiado.

Asimismo, se realizaron experiencias para conocer el volumen necesario para eluir la

maxima concentracion de PP. Se establecid que al aumentar el volumen de eluyente,
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también aumentaba la elucion del analito. Sin embargo, se buscé que ese volumen fuera el
minimo posible para no diluir el analito y asi disminuir la sensibilidad de la metodologia.
Respecto a la naturaleza de la solucion de elucién se evaluaron diferentes soluciones y
mezclas de solventes en proporciones variadas. Al igual que en el estudio para seleccionar
el solvente de interaccion mds adecuado, se optd por la solucién capaz de desorber
eficientemente la mayor cantidad de PP y potencialmente menos contaminante. Por lo tanto
al finalizar las experiencias para obtener una elucion efectiva del analito en estudio, se
utiliz6 un volumen de 200 uL de una mezcla etanol:agua 8/2 (v/v) como solvente de
elucion. Una vez optimizadas estas condiciones fueron utilizadas como base para definir los

valores més adecuados para su utilizacion en un sistema en flujo.

a)

[e) OPr

OH

Tiempo (min)

Figura 3.4. Representacion esquematica del estudio de optimizacién en batch. a) Adicién
de la muestra al MIP. b) Interaccién de los diferentes analitos con el polimero. c) Adsorcion

selectiva de PP.
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3.14. Seleccion del Solvente de Interaccion

La alta selectividad del polimero MIP se debe principalmente a la formacién de una
cavidad especifica para un analito particular. Existen diferentes variables que afectan la
union del analito a esta cavidad entre las que se pueden nombrar, naturaleza del solvente
utilizado para establecer la interaccion, cantidad de MIP utilizado en los ensayos, tiempo y
modo de agitacion, entre otros. La capacidad de unién de MIPs se evalué poniendo en
contacto el polimero con estdndares de PP preparados en varios medios de disolucién: agua,
acetonitrilo, metanol, etanol, propanol, n-hexano, tolueno y sus mezclas en diferentes
proporciones (Fig 3.5). Aunque el disolvente utilizado como pordgeno para la sintesis de
MIP, como se describié en varios informes, es el medio mds adecuado para la interaccion
MIP-PP, no fue aplicable para la presente metodologia [144]. Teniendo en cuenta que la
molécula plantilla se retenia escasamente cuando se utiliz6 tolueno como medio de
disolucion de PP, se probaron otros solventes para preparar los estdndares. Después de las
evaluaciones experimentales, las mezclas etanol/agua en relacién 2:8 y 1:9 mostraron una
retencién casi cuantitativa (91% y 97%, respectivamente) (Fig. 3.6). Sin embargo, la
relacion etanol/agua 2:8 (v/v) se considerd el disolvente mds apropiado porque no solo es
adecuada para la interaccion MIP-PP sino que también mejoré la selectividad del polimero.
Esta tdltima afirmacién se basa en los resultados del anélisis de los sobrenadantes para MIP
y NIP en un sistema HPLC-DAD. En el caso de la relacién 1:9, la retencién de analitos en
los MIPs fue alta; sin embargo, no se encontraron diferencias significativas con el NIP. Por
el contrario, cuando se usa una relacién molar de 2:8, se mejord la retencidn selectiva de
MIP. Esto también se observé en la sintesis de un MIP utilizado para el reconocimiento de

PAs en condiciones experimentales similares a las nuestras.
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Figura 3.5. Optimizacién del solvente de interaccion. PP retenido en funcién del solvente

de interaccion.
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Figura 3.6. Cromatogramas del sobrenadante obtenido después de la interaccién MIP-PP.
Medio de disolucion de patrones de PP compuesto por etanol/agua: a) relacion 4: 6; b)

relacion 3: 7; ¢) relacién 2: 8; d) relacion 1: 9.

3.1.5. Evaluacion de la especificidad de las cavidades del polimero

La eficacia del efecto de impresion puede estudiarse correctamente mediante el andlisis del
factor IPB (Imprinting-induced promotion of binding) que describe la calidad de la

interaccion Analito-MIP (AMIP). El IPB se define como:

IPB = (Amr — Anip)/Anip, donde Anip es la cantidad de analito retenido por el NIP

La retencion selectiva de los complejos MIP-PP y NIP-PP se evalué mediante el cdlculo de

los factores IPB en sistemas con diferentes disolventes de interaccién. Los factores IPB de
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las mezclas que mostraron los mayores porcentajes de retencién fueron 0,176 y 0,005 para
las relaciones etanol/agua de 2:8 y 1:9, respectivamente. Por esta razon, se selecciond la
mezcla de relacién 2:8 como el solvente de interaccion. La existencia de una cavidad
complementaria especifica para PP, se evalu6 a través de un ensayo de union, en el cual el
estindar empleado contenia una mezcla de PP y compuestos con propiedades
fisicoquimicas similares y comunmente combinados en formulaciones cosméticas tales
como BA y MP. Usando esta ecuacion, el IPB obtenido para PP fue 0.176, mientras que
para BA y MP fueron 0,031 y 0,039, respectivamente (Tabla 3.1). Estos resultados
demostraron una unién selectiva entre el MIP y PP cuando este ultimo se encuentra en

solucion con moléculas andlogas.

Ac. Benzoico MP PP

IPB 0,031 0,039 0,176

Tabla 3.1. IPB de Ac. Benzoico, MP y PP

3.1.6. Optimizacion de la cantidad de polimero y tiempo de interaccion

Después de la seleccion del solvente de interaccidn, se investigd la cantidad de polimero
necesaria para obtener la maxima adsorcion de PP. El estudio se llevd a cabo dentro de un
rango de 5,00-30,00 mg de MIP y el porcentaje méximo de adsorcion se alcanzé cuando se
utilizaron 20,00 mg del polimero. Cuando la cantidad de polimero fue mayor a 20,00 mg,

no se observo ninguna mejora en la cantidad de PP retenido (Fig 3.7). Ademads, se evalud el
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efecto del tiempo de interaccion dentro de un intervalo de 1-45 minutos. No se observaron
diferencias apreciables en el porcentaje de retencion de PP al aumentar el tiempo de
interacciéon por encima de 20 minutos; por lo tanto, se seleccionaron 20 minutos para
asegurar la adsorcion de la maxima cantidad de analito en el menor tiempo de andlisis (Fig

3.8).
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Figura 3.7. Optimizacién de la cantidad de polimero. PP retenido en funcién de la cantidad

de polimero utilizado.
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Figura 3.8. Optimizacién del tiempo de interaccion.
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3.1.7. Influencia del pH de la muestra en la interaccion MIP-PP

El pH de los pafos y toallitas himedas utilizados para la higiene de lactantes y bebés
empleados como muestras analiticas, generalmente se encuentra dentro del intervalo 35,5-
6,5 y el pH de las muestras ambientales analizadas varia entre 6,0-7,0 + 0,5. Considerando
que el pH de las muestras puede influir en la interaccién entre el analito y el polimero, el
efecto de este pardmetro se estudi6 dentro del intervalo 5,0-9,0 (Fig 3.9). El procedimiento
se aplicé como se describe en la seccion procedimientos y se evalud la capacidad de
retencion de PP al poner en contacto soluciones estdndares de diferentes pH con el MIP. El
porcentaje de retencion en todos los casos fue superior al 93%, por lo que se puede concluir

que la retencién no se vio afectada por el pH de la muestra.

% de PP retenido

5,00 6,00 7,00 8,00 9,00

Fig 3.9. Estudio de la influencia del pH de la muestra sobre el porcentaje de BeP retenido

por el polimero.
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3.1.8. Evaluacion de los parametros de preconcentracion

Varios factores pueden afectar la eficacia de preconcentracion de los MIPs al aplicar la
metodologia en un sistema en flujo, extrinsecamente a su capacidad de unién. Para este
proposito, se evaluaron algunos pardmetros puestos en juego cuando se realiza
preconcentracion en flujo, tales como cantidad de polimero, tamafio de la columna utilizada
para empaquetar el polimero y velocidad de flujo. Se estudié la velocidad de flujo del
disolvente de elucién en un intervalo de 0,50 a 3,00 mL min™', observando que a partir de
1,00 mL min! no se observaron mejoras significativas en la eficacia de extraccién (Fig
3.10). Por lo tanto, se seleccioné para el procedimiento de preconcentracion, un flujo de
1,00 mL min™' a muestra y estdndar. De acuerdo con los resultados obtenidos del sistema en
batch, se evalud la cantidad de MIP a utilizar en un rango de 10,00 a 30,00 mg (Fig 3.11).
Se observd una capacidad de retencion maxima cuando se utilizaron 20,00 mg de MIP,
mientras que un exceso de adsorbente no produjo mejoras en el proceso de extraccion. Por
lo tanto, se usaron 20,00 mg del polimero como relleno para el armado de la columna de
preconcentracién, ademds una jeringa de 3,00 mL (didmetro interno de 0,5 cm) demostré

ser el receptor mds adecuado.
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Figura 3.10. Optimizacién de la velocidad de Flujo.
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Figura 3.11. Optimizacion de la cantidad de polimero para un sistema en flujo.
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3.1.9. Seleccion de solvente y volumen de elucion

Después de la interaccion de los diferentes solventes de elucion con el complejo MIP-PP, el
sobrenadante se inyectd6 en un sistema HPLC-DAD. Se observdé una elucion casi
cuantitativa de PP cuando se utiliz6 como solvente de elucion una solucion de etanol/agua
en una relaciéon molar de 8:2 (v/v) (Fig 3.12). El procedimiento de elucién se repitié con
200 pL adicionales y posteriormente se analiz6 el eluato mediante HPLC-DAD. Se observé
que el 98% de PP retenido se desorbid con la primer alicuota, mientras que en la segunda
alicuota de 200 pL, el PP restante se eluyé completamente. Para estudiar la posibilidad de
efecto de arrastre, después de un procedimiento de extraccion y elucion, se realizd otra
prueba sin cargar la muestra. Esto se investigé al nivel maximo de concentracién de PP
estudiada (500 ng mL™!). Los cromatogramas obtenidos mostraron que no hubo efecto de
arrastre entre los ensayos. Ademds, no se observaron mejoras apreciables aumentando el
volumen de elucién por encima de 200uL. Como resultado, el volumen mds bajo que
permitié la elucién del 98% de PP fue 200 pL; por lo que fue seleccionado para los

siguientes estudios (Fig 3.13).
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Figura 3.12. Porcentaje de elucion de PP para las diferentes relaciones Etanol/Agua.
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Figura 3.13. Porcentaje de elucién de PP en funcién de la cantidad de solvente de elucion

utilizado.
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3.1.10.  Validacion

La validacion analitica de esta metodologia se realiz de acuerdo con las directrices
internacionales de la ICH (Conferencia Internacional sobre Armonizacion) [147]. Las
muestras de toallitas comerciales utilizadas para la higiene de bebés, libres de PAs,
sirvieron como referencia durante la validaciéon del método analitico propuesto. La
evaluacion de la linealidad de la metodologia MISPE-HPLC-DAD se llevé a cabo con
muestras PCP “libres de PAs” enriquecidas con soluciones estindar de PP con
concentraciones que variaron de 24,00 a 500 ng mL!. El procedimiento fue desarrollado
utilizando muestras enriquecidas por triplicado a seis niveles de concentracion y las areas
de los picos obtenidos se usaron para realizar las curvas de calibracion. Las ecuaciones de
calibracion se obtuvieron mediante el método de regresion lineal de minimos cuadrados y
se usaron para el cdlculo de concentraciones desconocidas. Los valores analiticos obtenidos
se muestran en la Tabla 3.2. El valor de la prueba F obtenido (13036.81 a un nivel de
confianza de 95) fue menor que el tabulado, lo que muestra que el método tiene un
comportamiento lineal. El andlisis de varianza (ANOVA) se calculé utilizando
MINITAB15. Un valor de probabilidad (p) menor que 0.001 en el ANOVA indicé un nivel

de confianza del 95%.

La cantidad de analito, que produjo una relacion sefial/ ruido > 3 se consider6 el limite de
deteccion (LOD, Ilimit of detection). El limite de -cuantificacion (LOQ, Ilimit of
quantification) se calculé6 como la concentraciéon de analito que pudo determinarse con
precisidon y exactitud con una relacidn sefial/ruido > 10. Tanto el LOD como el LOQ se
evaluaron basandose en la sefial del ruido obtenida con el andlisis de una solucion estdndar

diluida (n = 6) (Tabla 3.2). Para garantizar que el LOQ se cuantific6 con una exactitud y
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precision aceptable, se evalué la desviacién estdndar y el coeficiente de variacion. La
exactitud inter ensayo para el LOQ (8,00 ng mL™), fue de 2,12 (expresada como SD, n=6)

y la precision inter ensayo, fue de 13,34 (expresada como CV %, n=6).

La precision se evalud en términos de repetibilidad y precision intermedia. La repetibilidad
se refiere a la variabilidad cuando el método es realizado por el mismo analista en un
periodo de tiempo corto, mientras que la precision intermedia se refiere a la precision
cuando uno o varios factores cambian en el método. En ambos casos, la precisiéon se
expresé mediante desviaciones estdndar relativas (RSD) de los tiempos de retencién y las
areas de los picos corregidos. La repetibilidad de todo el procedimiento analitico se evalué
aplicando la metodologia a 2 alicuotas de PCP "libres de PAs" enriquecidas con PP y
analizadas por HPLC-DAD por triplicado en el mismo dia. Los valores de RSD obtenidos
en la determinacion de PP fueron en todos los casos inferiores al 1,75 % para el tiempo de
retencién y al 2,11 % para el area del pico corregido (Tabla 3.3). Para la evaluacion de la
precision intermedia, se varid, el dia de operacion, el operador y los reactivos o electrolitos.
Por lo tanto, todo el procedimiento analitico se realiz6 durante tres dias consecutivos
utilizando una muestra "libre de PA" con el agregado de PP estdndar y los valores de RSD
obtenidos fueron de 1,59 % para el tiempo de retencién y 1,86 % para el area de pico
corregida (Tabla 3.3). Para investigar la capacidad de reutilizaciéon de los polimeros
sintetizados, se realizaron 5 ciclos de adsorcién-desorcién por dia. El procedimiento se
llevé a cabo en las mismas condiciones que las descritas previamente y se repitié durante 5

dias consecutivos, no se observaron diferencias significativas en los resultados.

La exactitud se evalué en términos de porcentaje de recuperacién, mediante la aplicacién

del método propuesto a una muestra de PCP “libre de PAs” enriquecida con cantidades
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conocidas de soluciones de PP a seis niveles de concentracién (n=6). El estudio se realizé
como se describié previamente y los liquidos de elucién se analizaron por HPLC-DAD por
triplicado. La concentraciéon de la primera alicuota fue utilizada en el resto del estudio
como valor base para el cdlculo de los porcentajes de recuperacion de las alicuotas
siguientes. Cada determinacion se realizé por triplicado y las concentraciones promedio
determinadas para PP se utilizaron para calcular los porcentajes de recuperaciéon. En la
Tabla 3.4 se puede observar que los porcentajes de recuperacion obtenidos variaron desde
86,15% hasta 110,50%, valores que pueden ser considerados adecuados. Estos resultados
ademds demostraron que las matrices de PCP analizadas en este experimento tenian poco

efecto sobre la eficacia de la extraccion y, por lo tanto, la ausencia de efecto de matriz.

La especificidad del método se investigd tanto mediante la pureza de pico como mediante
experimentos de adicién con compuestos estdndar puros y la posterior obtenciéon de los
porcentajes de recuperacion. La pureza de pico se evalud a través del software del sistema
UniPointTM, utilizando un detector de arreglo de diodos. La comparacién de los
cromatogramas de la muestra de PCP enriquecida con el analito y compuestos relacionados
a nivel de LOQ con los cromatogramas de la muestra de PCP sin adicién del analito
contribuy6 a la evaluacién de la selectividad del método desarrollado. No parecié haber
interferencia por parte de los constituyentes de la muestra, lo que estuvo en concordancia

con los resultados de la prueba de recuperacion.

136



Capitulo 3: Resultados y Discusion

Parametros Analiticos

Rango lineal

(a5 L) 8-500
Pendiente 1,28x10°
Eﬁ“acmﬁde’ Ordenada al Origen (0.0) 4459381
egresmn
2 0.9998
HPLC 17.20
LOD
-1
(ngmL™)  yp; c-MISPE 2.40
HPLC 57.30
LOQ
(ngmL"')  HPLC-MISPE 8,00

Tabla 3.2. Validacién del método con respecto a la linealidad, LOD, LOQ.

RSD para el Tiempo de RSD para el Area de Pico
Retencion (%) Corregida (%)
Repetibilidad (dia 1) 1,75 2,11
Repetibilidad (dia 2) 0,05 2,07
Repetibilidad (dia 3) 1,02 1,70
Precision intermedia (entre dias) 1,59 1,86

Tabla 3.3. Repetibilidad y Precision intermedia obtenidas luego de modificar el dia de

operacién, valores de RSD (%) correspondientes al Tiempo de Retencién y Area de pico

corregida de PP.
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Alicuotas® Valor base PP adicionado PP encontrado®  Recuperacién

(ng mL™1) (ng mL") (ng mL") +SD (%)°
I - 24,80 27,00 109,0+2,2

II 24,80 120,0 157.4 110,5%2,2

I 24,80 180,0 180,5 86,5+1,6

v 24,80 240,0 231,44 86,1+1,7

\Y% 24,80 320,0 329,7 95,3+1,5

VI 24,80 500,0 470,3 89,1£1,8

Tabla 3.4. Validacion del método con respecto a la exactitud. Estudio de recuperacion.
1 mL de muestra de PCP libre de PAs adicionada con PP
®Analito encontrado luego de aplicar el procedimiento desarrollado.

“Porcentaje de recuperacion: [(Valor encontrado - valor base) / adicionado)] x 100.

3.1.11. Utilizacion del polimero en extraccion en fase soélida (MISPE):

aplicaciéon a una muestra real

Se evalud la eficacia de este polimero para la extraccion de PP de liquidos de toallitas para
nifios que contienen fragancias, humectantes, conservantes y otros ingredientes cosméticos.
Ademads, con el objetivo de determinar la utilidad para el andlisis ambiental, se aplicé la
metodologia a muestras de efluentes. El estudio se realiz6 en muestras enriquecidas en el

intervalo de concentracién estudiado en 3 marcas diferentes de toallitas himedas para
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bebés. Se analizaron por HPLC-DAD muestras a las que se les aplic6 la metodologia
MISPE segtin como se describid en la seccion experimental. Paralelamente se analizaron
también muestras que no fueron tratadas con esta metodologia. Con el objetivo de comparar
los resultados de eficiencia de extraccion, el estudio también se realiz6 reemplazando el
polimero con una cantidad adecuada de sorbente C18 disponible comercialmente (Enviro
Clean®, tamaio de particula de 40-63 um) y silica gel. Estos sorbentes se colocaron en un
tubo de polipropileno de 2,00 mL de capacidad y se aplicé el mismo procedimiento que se
llev6 a cabo con los MIP. Los resultados obtenidos mostraron valores dentro del intervalo
0,021-1,48 mg mL™ y se ilustran en la figura 3.14 El factor de recuperacién (R%) obtenido

después de usar cartuchos MISPE, C18-SPE vy silica-SPE se calcul6 de la siguiente manera:

R% = (PFr / PFt). 100

Donde PFr es el factor de preconcentracion real y PFt es el factor de preconcentracion

tedrico, y se calculan mediante:

PFr=Cf/Ci

Siendo Cf y Ci la concentracidn final y la concentracion inicial respectivamente.

PFt=Vi/ Vf

Siendo Vi y Vf el volumen inicial y el volumen final, respectivamente.

El R% obtenido después de aplicar los métodos de extraccién fue de 96,60; 64,80 y 0,79
para los procedimientos MISPE, C18-SPE vy silica-SPE, respectivamente. Se puede ver que
el factor de recuperacion para MISPE es significativamente mayor que el obtenido con los

métodos SPE tradicionales. La selectividad de la metodologia se evalu6 en muestras reales
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que contienen MP en su composicion. Se observé que la capacidad de retencion fue un 25%

mayor para PP en comparacién con MP.

En el caso de las toallitas “libres de PA”, el analito pudo detectarse en una muestra después
de aplicar el proceso MISPE. También se investigaron muestras ambientales, en las cuales

no se detectd PP.

Del anélisis de las recuperaciones obtenidas luego de aplicar el procedimiento a las
muestras enriquecidas con PP y realizar la cuantificacion pudo concluirse que no se
observaron efectos de matriz. El LOD y el LOQ logrados con esta metodologia fueron

adecuados para determinar PAs a niveles traza, requeridos para estudios ambientales.
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Fig 3.14. Cromatogramas de los liquidos de elucién obtenidos antes y después del
pretratamiento de la muestra. Muestra antes del pretratamiento (A), muestra después del

pretratamiento con silica gel, sorbente C18 y sorbente MISPE (B, C y D, respectivamente).

3.1.12. Conclusion

En este trabajo, se desarroll6 la sintesis de MIP para la extraccion en fase sélida de PP en
PCPs y muestras ambientales. El procedimiento se optimizé para obtener un adsorbente
selectivo. Se evaluaron la efectividad, la selectividad, la robustez y la capacidad de

reutilizacion de los MIP sintetizados.
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El factor principal que afect6 el rendimiento de los MIP fue la composicion del disolvente,
tanto para la interaccion como para los pasos de elucién. Entre los solventes estudiados, las
mezclas etanol/agua a 2:8 (v/v) permitieron una interaccion especifica MIP-PP mientras
que en proporcion inversa (8:2 v/v) di6 como resultado un eluyente efectivo (més del 99%
de PP fue eluido). La retencién especifica de PP-MIP se evalu6é mediante factores IPB, que
se compararon con moléculas andlogas frecuentemente asociadas, tales como BA y MP,
siendo mas alto para PP. Ademas, se realizaron andlisis de SEM y BET, que muestran un
area de superficie mayor para MIP cuando se compara con NIP en las mismas condiciones

de sintesis.

La metodologia fue validada y aplicada a muestras reales que consisten en productos de
cuidado personal y efluentes. Se alcanzaron bajos limites de deteccién y cuantificacion
(2,40 ng mL! y 8,00 ng mL!, respectivamente). Se demostré que el MIP sintetizado podia
preconcentrar PP incluso a concentraciones de nivel traza, mostrando su potencial para
muestras de interés ambiental. Como material adsorbente, la capacidad de preconcentracion
de los MIP sintetizados era comparativamente mds alta que los cartuchos de SPE
tradicionales. Sin embargo, la principal ventaja de la aplicacion de MIP, en lugar de

aumentar la sensibilidad, es el potencial de analizar analitos especificos.

Del anélisis de los resultados obtenidos al aplicar la metodologia desarrollada a las
muestras seleccionadas podemos afirmar que es conveniente en términos de simplicidad,
considerando que los métodos informados previamente requieren pasos adicionales de
preparacion de la muestra, como agitacion, centrifugacion [148], calentamiento-agitacion y
control de la temperatura del solvente para evitar efectos de memoria [149]. M4s atn, en el

caso de todos los métodos informados de microextraccion en fase liquida para separar PAs,
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requieren un pH inferior a 6 ya que en estas condiciones su forma no disociada se puede
extraer de manera eficiente [150]. Ademads, se necesita un largo tiempo de tratamiento de
muestra [151] y, por lo tanto, el tiempo total requerido para el anélisis es mayor. En nuestro
caso, la simplicidad de la metodologia radica en que se sintetiza el polimero una tnica vez
pudiendo luego almacenarse para ser utilizado en cualquier momento y al disminuir el
nimero de pasos pasos de preparaciéon de muestra se logra disminuir también potenciales

fuentes de error.

Respecto de los métodos de SPE informados en la literatura, estos implican pasos
adicionales para la evaporacion de la muestra y la posterior reconstitucion con altos
volimenes de disolventes organicos [152], también una etapa de agitacién para los
procesos de retencion y elucion [153]. Especificamente, las metodologias que implican el
uso de MISPE para la extraccion de PAs utilizan una mayor cantidad de polimero para el
armado de la columna, lo que significa un mayor costo con la misma eficiencia de
extraccion. En el presente trabajo la cantidad necesaria de polimero es de 20,00 mg, muy
inferior a otros trabajos publicados. También cabe destacar que el paso de
reacondicionamiento de la columna que informamos aqui es mds simple que métodos
similares informados, lo que ademas de simplificar el procedimiento permite realizarlo con

mads rapidez, en un tiempo no superior a 15 minutos [143].

En resumen, el uso de MIPs permitié6 un pretratamiento simple, rdpido y efectivo de
muestras antes del andlisis directo mediante técnicas de separacion de alta resolucién sin
etapas adicionales de trabajo intensivo y demandante de tiempo. Su robustez y la
posibilidad de reutilizacién, permiten que esta metodologia se pueda utilizar como una

herramienta para el monitoreo rutinario de PP en diversos PCP y muestras ambientales.
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Ademais, el tratamiento de muestra propuesto utiliza una cantidad menor de disolventes
organicos y en su lugar se usan reactivos amigables con el medio ambiente, siendo este un

método de andlisis verde para la separacion y cuantificacién de PP.
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3.2. IMPRESION MOLECULAR EN SUPERFICIE DE PARTICULAS DE SiLICA
GEL PARA LA EXTRACCION SELECTIVA DE BENZILPARABENO EN
PROTECTORES SOLARES Y MUESTRAS DE AGUA APLICANDO UN

SISTEMA EN FLUJO

Los llamados contaminantes emergentes pueden definirse en términos generales como
cualquier producto quimico que no se monitorea comtinmente en el medio ambiente pero
que tiene el potencial de causar efectos adversos en el medio ambiente o en la salud
humana. Este grupo abarca compuestos que generalmente se usan en productos
farmacéuticos y PCPs y por lo tanto que se acumulan progresivamente en los recursos

naturales.

Los parabenos son ampliamente utilizados como conservantes y antimicrobianos,

especialmente en cosméticos y productos de cuidado personal. Sin embargo, su produccién
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intensiva y uso masivo puede ocasionar su filtracion al medio ambiente, convirtiéndolos en

potenciales contaminantes emergentes [154].

Entre varios PCPs, los protectores solares se consideran una de las principales fuentes de
liberacién de parabenos al medio ambiente debido a la frecuencia de uso cada vez mayor en
todo el mundo. Estos productos contribuyen a la contaminacién de los océanos, lagos y
rios, lo que aumenta el riesgo para la salud humana debido a la elevada exposicion. El
andlisis de contaminantes emergentes en los recursos hidricos exige el desarrollo de
métodos precisos de preparacion de muestras. Estos contaminantes generalmente se
encuentran en concentraciones muy bajas en matrices que generalmente son de naturaleza
compleja. Una metodologia adecuada de tratamiento previo de la muestra deberia mejorar
la sensibilidad y la selectividad de todo el procedimiento analitico [140]. Para este
proposito, en el presente trabajo se sintetizaron MIPs sobre la superficie de silica gel 1o que
permitié mejorar la selectividad y propiedades mecédnicas del MIP. La interaccién dindmica
que ofrece el sistema en flujo se optimizé para mejorar la retencion selectiva del analito

objetivo evitando la retencién de andlogos (Figura 3.15).

Activacion Muestra Lavado Elucion

—

Lana
de Vidrio

Figura 3.15. Representacion esquemadtica del armado de la columna y procedimiento

MISPE.
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3.2.1. Sintesis del polimero y caracterizacion

Los Si-MIP se prepararon mediante polimerizacion en masa de acuerdo con el enfoque no
covalente. Como molécula plantilla se seleccion6 BeP, como monémero funcional, MAA,
EGDMA fue elegido como reticulante y BPO se utiliz6 como iniciador radicalario. Para la
seleccion de BPO, se tuvo en cuenta la facilidad para producir radicales libres por termo
descomposicion y su amplia disponibilidad. A la mezcla se le afiadié también la silica gel,
se purgd con nitrogeno y se colocé en un bafio de glicerina a 60°C durante 2 y 4 h para

inducir la polimerizacién. Simultineamente, se sintetiz6 un Si-NIP a modo de comparacion.

Para la caracterizacion de los polimeros se utilizaron técnicas tales como, espectroscopia

infrarroja de reflectancia (DRIFTS) y microscopia electronica de barrido (SEM).

La técnica DRIFTS se empled para estudiar las estructuras quimicas de los diferentes
polimeros sintetizados. La banda observada a 1640 cm™ fue atribuida a la vibracién de
flexion del sustituyente hidroxilo en la superficie de la silica gel (Fig 3.16 a). En la figura
3.16 (b y c¢) se muestra un espectro correspondiente a la superficie de la particula de silica
modificada con el MIP (2 horas y 4 horas de sintesis respectivamente), mientras que en la

figura 3.16 d se muestra el espectro del MIP (sin la adicién de silica).

En todos los espectros en los que se encuentra el polimero se pueden ver tres bandas fuertes
a 1730, 1460 y 1380 cm™ (Fig 3.16 b, ¢ y d). Estas bandas se atribuyeron a la vibracién de
estiramiento y flexién de metileno y metilo (Fig 3.17), la banda a 1730 cm indicé la
existencia del grupo C = O, lo que confirma la existencia del polimero impreso sobre la

superficie de las particulas de silica.
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La Figura 3.18 muestra imdgenes SEM del polimero Si-MIP obtenidas cuando los tiempos
de sintesis fueron 2 y 4 horas. El andlisis SEM permiti6 estudiar la morfologia, el tamafio y
la porosidad de las particulas. Se observé que cuando la sintesis dur6 4 horas (Fig 3.18 A2

y B2), la superficie se cubri6é en mayor proporcion que cuando la sintesis tuvo una duracién

de 2 horas (Fig 3.18 Al y B1).

Transmitancia (U.A)

1000 1500 2000

Numero de Onda (cm-1)

Figura 3.16. Espectros DRIFTS de particulas de silice (A), Si-MIP 2h (B), Si-MIP 4h (C) y

MIP (D).
CHj
o)
H,C “CHj
O

Fig 3.17. Estructura quimica del monémero funcional, metilmetacrilato con los grupos

metileno y metilo que se observan en el espectro DRIFTS.
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ENT«1000KV WO+ 12mwn  ZoneMags SOOKX SgralA«SE1

— EXT= 100000 WO+ 12mm ZoseMeg* 150KX  Sigrel A SEY ENT = 1000 WO* 12ewm ZoneMag* 150KX  SorelA«SEY

Figura 3.18. Imédgenes de microscopia electrénica de barrido (SEM) de (A1-B1) polimero
Si-MIP 2h y (A2-B2) polimero Si-MIP 4h. Fotografias A1 y A2 corresponde 5,00 KX,

fotografias B1 y B2 corresponde 1,50 KX.

3.2.2. Evaluacion del reconocimiento especifico de los polimeros impresos, no

impresos y de las particulas de silica recubiertas (MIP, NIP, Si-MIP y Si-NIP)

Entre los numerosos andlogos de parabenos, hemos seleccionado como molécula molde
para la sintesis del polimero la molécula més grande de la serie (BeP). Se podria suponer
que al usar BeP como plantilla, las cavidades generadas podrian albergar también a los
andlogos mds pequefios. Para el estudio de reconocimiento especifico, hemos comparado la

capacidad de retencion de los polimeros descritos previamente en un sistema en batch. Para
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esto se prepar6 una solucién estdndar de BeP que contenia ademds cantidades (o
concentraciones) similares de potenciales interferentes como MP y PP, y se prosiguié como

se describe en la seccién materiales y métodos.

En este estudio también se evalud la naturaleza y composiciéon de diversas soluciones
utilizadas para la elucion, resultando la mezcla etanol/agua 8:2 (v/v) la que demostrd el
mejor comportamiento de elucién. El efecto de otros pardmetros que influyen en la
adsorcién y desorcion del analito tales como pH, tiempo de unidn, cantidad de polimero y
solvente de elucion fue sistematicamente evaluado y las condiciones experimentales que se

seleccionaron luego de la optimizacidn, se observan en la tabla 3.5.

El tiempo de interaccion se evalué dentro del intervalo de 1 a 25 minutos como se describe
en la seccidén experimental. No se observaron cambios en el porcentaje de unién pasados
los 5 minutos; por lo tanto, se seleccionaron 15 minutos para el estudio en batch con el fin

de asegurar la méxima adsorcion (Fig 3.19).

En el estudio de la cantidad de polimero necesaria para asegurar la adsorcion total de BeP,
se selecciond como concentracion de partida una cantidad de 10,00 mg. Posteriormente, se
incrementé gradualmente la cantidad de polimero a utilizar, hasta que no se observé un

aumento en la adsorcion (Fig 3.20).

Las propiedades electroliticas tales como el pH y la fuerza idnica tienen poco o ningin
efecto sobre la interaccion entre BeP y los polimeros. Esto responde al hecho, como se
discuti6é anteriormente, de que los parabenos son compuestos no iénicos en el intervalo de

pH estudiado (Figura 3.21).

150



Capitulo 3: Resultados y Discusion

Intervalo estudiado Valor Seleccionado

Tiempo de interaccion (min) 1-25 15
Cantidad de polimero (mg) 10,00-40,00 20,00
pH del medio de interaccion 5,00 - 9,00 NC

Volumen del solvente de elucion (mL) 0,20-5,00 0,50

Tabla 3.5. Parametros evaluados en el estudio en batch. Intervalos estudiados y valores
optimizados del tiempo de interaccidn, la cantidad de polimero, el pH del medio de
interaccion y el volumen del solvente de elucién. Soluciones estandar de MP, PP y BeP de

concentracion 0,02 mg mL".

100

95 ~
90 +
85 A
80 A
75 A

% de BeP retenido

70 A

65 T T T T T
0 5 10 15 20 25 30
Tiempo de interaccion (min)

Figura 3.19. Optimizacién del tiempo de interaccion. BeP retenido en funcién del tiempo

de interaccion.
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Figura 3.20. Estudio de optimizacién de la cantidad de polimero necesaria para lograr la
maxima adsorcion de BeP, porcentaje de BeP retenido en funcion de la cantidad de

polimero.
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Figura 3.21. Estudio de la influencia del pH de la muestra sobre el porcentaje de BeP

retenido por el polimero.
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Con las condiciones experimentales optimizadas, el polimero que mostr6 el mejor
rendimiento fue Si-MIP con una sintesis de 4hs de duracion, expresado en términos de
capacidad de retencion. El porcentaje recuperado se muestra en la tabla 3.6, siendo 73,50,
40,30 y 85,50 para MP, PP y BeP, respectivamente. Por lo tanto, se eligié6 Si-MIP (4h)
como material sorbente para las experiencias posteriores realizadas en el estudio de

preconcentracién en flujo.

En base a los resultados obtenidos en el estudio en batch, trabajamos en la adaptacién del
procedimiento a un sistema en flujo automatizado como se describié6 en la seccion

experimental.

La optimizacién del sistema en flujo para lograr la preconcentraciéon del analito estudiado
se llevé a cabo analizando en primer lugar la influencia de los pardmetros ya evaluados en
el estudio en batch y luego la influencia de: tiempo de muestreo, velocidad de flujo y perfil
de elucion. Los eluidos se recogieron en fracciones de 250 pL cada uno, y luego se
analizaron mediante HPLC-DAD. A partir del cromatograma obtenido de la primera
fraccién, pudimos observar que mdas del 90% del BeP adsorbido se eluia junto con
cantidades casi insignificantes de MP y PP. A partir de la segunda fraccion de eluido
recogido, se logré la desorcién completa del BeP retenido sin la pérdida de selectividad, ya

que las cantidades detectadas de MP y PP seguian siendo bajas.

Luego de estudiar la influencia de los pardmetros mencionados sobre el sistema en flujo, el
volumen del solvente de elucion elegido fue de 500 pL (Fig 3.22), y la solucién de elucioén
1

seleccionada fué una mezcla de etanol/agua (8:2 v/v) con un caudal de 1,00 ml min.

Trabajando bajo estas condiciones experimentales, el cromatograma obtenido para el
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andlisis de BeP en presencia de niveles de concentracion similares de MP y PP se muestra

en la figura 3.23.

Comparando la capacidad de retencion selectiva de los polimeros Si-MIP para BeP en un
sistema en batch y flujo, concluimos que el dltimo mostré una gran mejora debido a la

retencion casi nula de andlogos como MP y PP (Tabla 3.6)
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Recuperacion (%) en un sistema batch

MP PP BeP

NIP 42,0 44.5 48,3
MIP 60,5 62,5 85,5
Si-NIP 2h 80,9 57,0 74,3
Si-NIP 4h 78,4 61,3 68,9
Si-MIP 2h 77,1 48,5 82,3
Si-MIP 4h 73,5 40,3 85,5

Recuperacion (%) en un sistema en flujo
Si-MIP 4h 0,59 11,0 85,5

Tabla 3.6. Estudio de capacidad de retencién, expresado como % de recuperacion de BeP

para los diferentes polimeros, donde: MIP = Polimero de Impresion Molecular; NIP =

polimero no impreso; Si-NIP (2 y 4 h) = silice recubierta con polimero no impreso de 2 y 4

h de sintesis respectivamente; y Si-MIP (2 y 4 h) = silice recubierta con polimero de

Impresion Molecular de 2 y 4 h de sintesis respectivamente.
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Figura 3.23. Cromatograma obtenidos a partir de la muestra de protector solar enriquecido
con 0,25 mg g'! de MP, PP y BeP después del procedimiento SPE, donde: A) MP; B) PP; y

C) BeP.
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Por lo tanto, podemos concluir que el polimero Si-MIP sintetizado presenta cavidades
especificas para la molécula objetivo (BeP). Ademds, al desarrollar el proceso como un
sistema en flujo, la interaccion dindmica entre las cavidades del polimero y la molécula
objetivo evita la retenciéon de andlogos. Ademds, la metodologia desarrollada presenta
varias ventajas adicionales como permitir la sintesis de un producto polimérico con

estabilidad quimica y fisica, una buena resistencia mecédnica y robustez satisfactoria.

3.2.3. Parametros de preconcentracion

Extrinsecamente a la capacidad de unién de los polimeros, varios factores pueden afectar la
eficacia de los MIPs cuando son utilizados en un sistema en flujo con el fin de pre-
concentrar selectivamente analitos. Para este propdsito, se evaluaron algunos pardmetros
experimentales de preconcentracion en flujo tales como velocidad de flujo, cantidad de
polimero y tamafio de la columna. Se estudié la velocidad de flujo del disolvente de elucién
dentro del intervalo de 0,25-3,00 mL min', no se observé una mejora significativa en la
eficacia de extracciéon hasta 1,00 mL min!. Por lo tanto, se eligi6 un caudal de

muestra/estdndar de 1,00 mL min™! para el procedimiento de preconcentracién (Fig 3.25).

De acuerdo con los resultados obtenidos en el estudio en batch, el intervalo estudiado para
la cantidad de Si-MIP empaquetado en la columna de preconcentracién fue de 10,00-40,00
mg. A partir de 20,00 mg se alcanzé la méxima capacidad de retencién de BeP. Por lo
tanto, se usaron 20,00 mg de Si-MIP como material de relleno para la columna de

preconcentracion.
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El factor de recuperacion (R%) se calcul6 de la siguiente manera:
R% = (PFr / PFt). 100
Donde PFr es el factor de preconcentracion real y PFt es el factor de preconcentracion
tedrico, y se calcularon mediante:
PFr=Cf/Ci
Siendo Cf y Ci la concentracion final y la concentracion inicial respectivamente.
PFt=Vi/ Vf

Siendo Vi y Vf el volumen inicial y el volumen final, respectivamente.

El R% obtenido después de aplicar el método de extraccion fue de 85,50

a- Etapa de preconcentracion

Desecho \ Estandar

ol — e —f—]]

Desecho Eluyente Bomba

b- Etapa de elucion

Desecho \ Estandar

7

Desecho Eluyente

— e —B—

Columna Bomba

Figura 3.24. Esquema del instrumental utilizado en el proceso automatizado de
preconcentracion. Posicion de la valvula durante las etapas de a) preconcentracion y b)

elucion.
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Figura 3.25. Influencia de la velocidad de flujo sobre la elucién de BeP.

3.2.4. Validacion

La validacién analitica de esta metodologia se realiz6 de acuerdo con las directrices

internacionales de la ICH [147].

Para evaluar la linealidad de la metodologia MISPE-HPLC- DAD, se prepararon soluciones
estandar de BeP dentro del intervalo 1,11x107 - 0,025 mg mL. Las dreas corregidas de los
picos obtenidos se usaron para trazar la curva de calibracion y la ecuacién correspondiente
se obtuvo mediante el método de regresion lineal. La curva de calibracion resultante se
comportd de manera lineal en el intervalo de concentraciones estudiadas, con un coeficiente
de regresién lineal (r?) de 0,9998 (Tabla 3.7). El valor F calculado fue mayor que el valor
critico tabulado para un nivel significativo de 0,05 lo que muestra que el ajuste de regresion

encontrado tiene una pendiente significativamente diferente de cero.
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La exactitud, en términos de recuperacion, se verific al realizar el método de adicion
estdndar y aplicar la metodologia propuesta a muestras reales. Estas muestras consistieron
en agua recogida de una piscina y una muestra de PCPs que no declaraba en su
composicion contener BeP. Ambas muestras fueron adicionadas con cantidades conocidas
de BeP a seis niveles de concentracion (n=6). En la Tabla 3.8 se puede ver que los valores
de recuperacion obtenidos van desde 99,61% al 101,8%, pudiendo estos resultados ser

considerados satisfactorios en relacion a la prueba de exactitud.

La precision se evalud en términos de repetibilidad y precision intermedia. La repetibilidad
se refiere a la variabilidad cuando el método es realizado por el mismo analista en un
periodo de tiempo corto, mientras que la precision intermedia se refiere a la precision
cuando uno o varios factores cambian en el método. En ambos casos, la precisiéon se
expresé mediante desviaciones estdndar relativas (RSD) de los tiempos de retencién y las
areas de los picos corregidos. La repetibilidad de todo el procedimiento analitico se evalué
aplicando la metodologia a 3 alicuotas de una misma muestra de protector solar (libre de
PAs) adicionadas de 1,00 mg g' de BeP y analizadas por triplicado en el mismo dia
mediante HPLC-DAD. Los valores de RSD obtenidos en la determinacién de BeP fueron
en todos los casos inferiores al 0,75 % para el tiempo de retenciéon y al 1,31 % para el area

del pico corregido (Tabla 3.9).

El estudio de precision intermedia se realizé evaluando la reproducibilidad de los resultados
obtenidos por el andlisis de la misma muestra, bajo una variedad de condiciones: diferentes
dias de operacidn, analistas, instrumentos, soluciones y lotes de reactivos. La metodologia

se aplicd al andlisis de la muestra de filtro solar adicionada con BeP al mismo nivel de

160



Capitulo 3: Resultados y Discusion

concentracidén durante tres dias consecutivos, los valores de RSD obtenidos fueron 0,67 %

para el tiempo de retencion y 4,60 % para el area de pico corregida (Tabla 3.9).

La cantidad de estdndar, que podia detectarse con una relacion sefial/ruido > 3, se considerd
el limite de detecciéon (LOD). El limite de cuantificacion (LOQ) se calculé como la
concentracion de analito que puede determinarse con precision y fiabilidad con una relacién
sefial/ruido > 10. Tanto el LOD como el LOQ se evaluaron en base a la sefial de fondo
obtenida con el andlisis de una solucién estindar diluida de BeP (n=6). Para garantizar que
el LOQ se cuantificé con una exactitud y precision aceptable, se evalué teniendo en cuenta
la desviacién estandar (Tabla 3.7). El LOD y LOQ obtenidos fueron 0,16 pg g! y 0,56 ug
gl respectivamente, para las muestras de protector solar, mientras que para el andlisis de

agua de piscina fueron 3,34 ng mL! y 11,16 ng mL™!, respectivamente.

Para investigar la capacidad de reutilizacion de los polimeros sintetizados, se realizaron 5
ciclos de adsorcién/desorcién por dia. El procedimiento se llevé a cabo en las mismas
condiciones que las descritas previamente y se repitié durante 5 dias consecutivos. No se

observaron diferencias apreciables en los resultados.
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Muestra

Protector Solar?

Agua de Piscina®

Intervalo Lineal

0,564 - 1250 pgg’!

1,11x107 - 0,025 mg mL"!

Pendiente 113 (3) Pendiente 5713 (4)
Ordenada al Ordenada al
Ecuacién de regresién ) 98,30 (3) ) 0,60 (3)
Origen Origen

r 0,99 (3) r 0,999 (1)

Limite de deteccion 169 (5) X 34 L

ng g ng mL-
(LOD) (n=3) &8 ¢
Limite de cuantificacién
564 (6) ng g 11 (5)ng mL!

(LOQ) (n=3)

Tabla 3.7. Validacién del método con respecto a la linealidad, LOD, LOQ, para BeP en

muestras de protector solar y agua de piscina.

“El valor expresado entre paréntesis corresponde a la desviacion estdndar.

162



Capitulo 3: Resultados y Discusion

Protector Solar” Agua de Piscina
Alicuotas® BeP BeP 5 BeP BeP 5
Base . . Recuperacion | .. . Recuperacion
(mg 2) adicionado encontrado 5D (%)’ adicionado encontrado 5D (%)
(mgg')  (mgg?) (mgmL") (mgmL")
I 0,86 0,00 0,00 - 1,11x10°  1,13x10° 101,80 (2)
1I 0.86 0.05 0,05 99,6 (5) 0,005 0,005 99,530 (5)
I 0,86 0,25 0,25 101,1 (5) 0,010 0,009 98,850 (5)
v 0,86 0,50 0,49 98,6 (3) 0,015 0,014 99,930 (7)
A" 0,86 1,00 1,00 100,39 (6) 0,020 0,020 100,200 (1)
VI 0,86 1,25 1,24 99,9 (3) 0,025 0,025 99,99 (6)

Tabla 3.8. Validacion del método con respecto a la exactitud.

Las alicuotas de las muestras de filtro solar consistieron en 1 g del producto semisélido y
10,00 mL para las muestras de agua de piscina.

®Muestra sin adicién BeP.

“Concentracion de analito determinada luego de aplicar el procedimiento descripto.

dPorcentaje de recuperacion (n = 3): [(Valor encontrado - valor base) / agregado)] x 100.
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RSD para el Tiempo de ~ RSD para el Area de Pico

Retencion (%) Corregida (%)
Repetibilidad (dia 1) 0,75 1,31
Repetibilidad (dia 2) 0,65 0,17
Repetibilidad (dia 3) 0,72 0,33
Precision intermedia (entre dias) 0,67 4,60

Tabla 3.9. Repetibilidad y Precision intermedia modificando el dia de operacién, valores

de RSD (%) correspondientes al Tiempo de Retencién y Area de pico corregida de BeP.

3.2.5. Conclusion

Esta metodologia presenta ventajas en términos de selectividad, sensibilidad, robustez y
bajo costo en comparacién con los métodos preexistentes para la determinacién de BeP en
muestras de agua potencialmente contaminadas y PCP.

El paso de preconcentracién en un sistema de flujo automatizado desarrollado en este
trabajo permitié una extraccion selectiva de la molécula objetivo. Asimismo, proporciona

una determinacion sensible al nivel de trazas con exactitud y precision satisfactorias.

La aplicacion de esta metodologia contribuye a disminuir o eliminar el uso de solventes
orgénicos durante la extraccion de parabenos, por lo que puede considerarse un método

amigable con el medio ambiente.

La eliminacién de etapas de tratamiento de muestra y la automatizacién de la metodologia,

aportan rapidez en el andlisis y disminuyen la posibilidad de errores. Ademds, el
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instrumental necesario es relativamente simple y de uso habitual en los laboratorios
analiticos como HPLC-DAD. Esto, sumado al hecho de la elevada resistencia mecanica que
presenta el sorbente después de ciclos repetidos de uso permite su aplicacién como un
control de calidad rutinario de los conservantes y el control ambiental de contaminantes

emergentes.
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3.3. DETERMINACION SELECTIVA DE BUTILPARABENO EN PCPS
UTILIZANDO UN SENSOR ELECTROQUIMICO MODIFICADO
MEDIANTE LA DEPOSICION DE UNA PELICULA DE SILOXANO CON

IMPRESION MOLECULAR (MIS)

El desarrollo de métodos confiables, rdpidos, sensibles y simples para la cuantificacién de
BuP es de gran importancia. Sobre la base de estos aspectos, este compuesto se usé como

plantilla para el desarrollo de un sensor con impresién molecular.

Recientemente, las AuNPs han llamado la atencién en su utilizacién para mejorar la
sensibilidad de la deteccidn electroquimica. Sin embargo, hasta ahora, solo hay unos pocos

trabajos que informan el uso de AuNPs para sensores basados en impresién molecular.
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Con el fin de mejorar la sensibilidad del sensor, se electrodepositaron AuNPs sobre un
GCE para luego sintetizar sobre estas un MIS. El objetivo en el uso de AuNPs fue aumentar
el area de superficie, mejorar la capacidad de adsorcidn, para luego acoplar el MIS. La
combinaciéon de AuNPs con la técnica sol-gel ofrece una ruta atractiva para mejorar la

sensibilidad y la estabilidad del sensor impreso.

3.3.1. Preparacion y modificacion del electrodo de trabajo

En primer lugar, se realizé la electrodeposicion de AuNPs sobre la superficie de un GC
como se menciond en la secciéon de procedimientos. A continuacién, para promover la
adhesion de la pelicula MIS a la superficie de las AulNPs, el electrodo GC/AuNPs se
sometié a inmersién en una solucion de 3-MPTS, para formar una capa en la superficie
mediante enlaces de Au-S entre los &tomos de oro y los grupos tioles (-SH) del 3-MPTS. La
capa de 3-MPTS se usé como interfaz entre la superficie de las AuNPs y la pelicula MIS.
Uno de los factores importantes para una impresion molecular exitosa es la presencia de
monodmeros funcionales en la matriz polimérica. El papel de los monémeros es ayudar en la
creacion de la cavidad de unién especifica mediante la exposicion de los grupos quimicos
en una posiciéon optima para que luego puedan interactuar con el analito de interés en los
procesos de unién. La pelicula MIS se fabric6 mediante el proceso sol-gel [155] e involucrd

reacciones de hidrélisis/condensacién de PTEOS, TEOS y APTMS en presencia de BuP.
En las condiciones de unién (rebinding), se favorece la formacién de enlaces T - T entre el

grupo fenilo de PTEOS vy el anillo aromatico de BuP. TEOS actu6 como reticulante para
formar una red polimérica con alta rigidez alrededor de la plantilla. Al utilizar este
compuesto como reticulante, se favorece la formacion de enlaces puente hidrégeno, entre
los grupos C=0 de la molécula de BuP y los grupos -OH aportados por TEOS. Se espera
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que una distribucion espacial especifica de grupos no funcionales en la superficie de la
pelicula MIS maximice la interaccion reversible entre la superficie del sensor y la plantilla.
El etoxietanol se usdé como disolvente en este experimento porque tenia mejores
propiedades de solvatacién y menor tasa de evaporacion que el etanol, que es el disolvente
mas comtinmente usado en el proceso de sol-gel. El grosor promedio de la pelicula MIS fue

de 70 nm.

3.3.2. Comportamiento electroquimico de BuP en el sensor impreso

En la figura 3.X se muestran los voltamogramas de SW obtenidos con GC/AuNPs-MIS
antes y después de la etapa de lavado con una solucién de 4cido acético/metanol (1:9)
(curvas 1y 2). Esta solucién se eligié como solucién de lavado porque resulté ser un buen
disolvente para el analito y podria inducir a la molécula plantilla a dejar intactos los sitios
impresos en la matriz polimérica. Es posible confirmar la eficacia de la extraccion debido a
la desaparicion completa del pico anddico a +1,10 V después de 5 pasos de lavado. Las
respuestas voltamétricas obtenidas con el GC/AuNPs-MIS antes (curva 1) y después del
proceso de lavado (curva 2) y la re-adsorcién (curva 3) se presenta en la figura 3.26. Como
era de esperar, de la misma manera que se preparé el GCE/AuNPs-MIS, se sintetizé el
GCE/AuNPs-NIS (sin molécula molde), el cual no mostré ningin pico de oxidacién. La
capacidad de re-adsorcion de GCE/AuNPs-MIS y GCE/AuNPs-NIS se investigd mediante
experimentos de SWV. Después de incubar durante 20 minutos en una solucién de BuP de
0,01 mol L', preparada en etanol/agua 2:8 (v/v), el GCE/AuNPs-MIS fue el tnico que
exhibié un pico anddico a +1,10 V correspondiente a moléculas de BuP reconocidas en la

superficie del sensor. Para el caso del GCE/AuNPs-NIS se repitié el mismo procedimiento,
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y no mostré un pico anddico después de la incubacion. La capacidad de unién del
GCE/AuNPs-MIS hacia las moléculas de BuP podria asignarse a la organizacion de los
grupos funcionales que rodean a la molécula plantilla en la pelicula del MIS. La interaccién
entre los grupos funcionales y la plantilla define el tamafio y la orientacién de los grupos
funcionales de la cavidad impresa, creando asi una cavidad funcionalizada especifica para
el proceso de unién. Ademads, se espera que la pelicula no impresa sea menos porosa que la
pelicula impresa, ya que no se utiliza en su sintesis la molécula plantilla. La porosidad
mejora la difusiéon de BuP en la pelicula y puede promover la unién dentro de la pelicula,

permitiendo la concentracién selectiva del analito.
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Figura 3.26. Voltamogramas onda cuadrada obtenidos con GCE/AuNPs-MIS en H>SO4
(1,00 mol L") conteniendo la molécula plantilla (1), después de la desorcién de la molécula
molde (2) y después de 20 minutos de interaccion (3) con una solucién de BuP (0,01 mol L

1) etanol/agua 2:8 (v/v) vs Ag/AgCl, NaCl (3 mol L.
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3.3.3. Optimizacion de las condiciones analiticas para la determinacién de
BuP
3.3.3.1. Influencia del tiempo de incubacién

El tiempo de incubacidon del sensor es un pardmetro muy importante que debe estudiarse
para determinar la mejor sensibilidad en las mediciones. Por lo tanto, el tiempo de
incubacidn se evalu6 de 5 a 60 minutos por la técnica de SWV, en una solucién patrén de
BuP 0,01 mol L' en etanol/H,O 2:8 (v/v). Las corrientes de pico anddicas aumentaron
gradualmente con el tiempo de incubacidn, lo que sugiere un aumento de la cantidad de
moléculas de BuP adsorbidas en el GCE/AuNPs-MIS. Sin embargo, la respuesta del sensor
alcanza un valor aproximadamente constante cuando el tiempo de incubacién es de 20
minutos, lo que indica que la unién de moléculas de BuP en los sitios especificos de la
pelicula MIS tiende a un estado de equilibrio. En este sentido, se eligié un tiempo de

incubacién de 20 minutos para los experimentos posteriores.

3.3.3.2. Influencia del solvente de incubacion

La alta selectividad del sensor se debe principalmente a la formacién de una cavidad
especifica para un analito en particular. Existen diferentes variables que afectan la unién del
analito a esta cavidad entre las que se pueden nombrar, la naturaleza del solvente utilizado
para establecer la interaccion, el pH, el tiempo y modo de contacto, entre otras. La
capacidad de unién del sensor se evalud poniendo en contacto el MIS con estdndares de

BuP preparados en varios medios de disolucion a distintos pH, para estos se utilizé buffer
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acetato 0,1 mol L’! pH 2,00; etanol/agua 2:8 (v/v) pH 7,00 y PBS 0,1 mol L! pH 10,00

(Fig 3.27).

En base a los resultados obtenidos luego de incubar el sensor en los diferentes medios,
concluimos que utilizando una mezcla etanol/agua 2:8 (v/v) pH 7,00 como solvente de

incubacién se obtienen picos més definidos con un menor ancho de pico.

5
4 ]
34
<
e B
1 -
04
1 o T % L i 1 . ] g 1 .
0.6 0.7 0.8 0.9 1.0 1.1 1.2
E/V

Figura 3.27. Voltamogramas de onda cuadrada obtenidos con un GCE/AuNPs-MIS
después de un tiempo de interaccién de 20 minutos con una solucién de BuP 0,01 mol L™!
en diferentes medios, buffer acetato 0,1 mol L' pH 2,00 (1), etanol/agua 2:8 (v/v) pH 7,00

(2)y PBS 0,1 mol L' pH 10,00 (3) vs Ag/AgCl, NaCl (3 mol L-1).
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3.3.3.3. Influencia de los diferentes medio de medida

Con el fin de utilizar el GCE/AuNPs-MIS para la determinacién de BuP en muestras reales,
la optimizacion del procedimiento analitico se llevé a cabo con un estudio sistemdtico de
los pardmetros experimentales que afectan la respuesta del sensor. En este sentido, la
influencia de los diferentes electrolitos en la respuesta del sensor se probd en tres
soluciones diferentes (H2SO4 1,00 mol L' pH 2,50 y PBS 0,1 mol L' pH 7,00 y 10,00). La
solucion de H>SO4 produce la mejor respuesta y se eligié para los experimentos siguientes,

(Fig 3.28).

i/ uA
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E/V

Figura 3.28. Voltamogramas onda cuadrada obtenidos con un GCE/AuNPs-MIS para la
determinacién de BuP en diferentes medios, (1) en H2SO4 1,00 mol L™! pH 2,50, (2) PBS

0,1 mol L' pH 7,00 y (3) PBS 0,1 mol L' pH 10,00.
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3.3.34. Parametros analiticos

Para la obtencion de la curva de calibrado del sensor desarrollado, se llevaron a cabo las
determinaciones de BuP a diferentes concentraciones (n=5) en una solucién de H>SO4 1,00
mol L' por SWV después de optimizar las condiciones analiticas (Fig 3.29 (A)). El
GCE/AuNPs-MIS mostré un rango de respuesta lineal de 6,25 10 a 1,25 10 mol L™! (Fig
3.29 (B)), que se puede expresar de acuerdo con la siguiente ecuacion: ip (LA) = 0,0152
[BuP] (mol L") — 3,00 1077, con un R? de 0,994. Se determiné un LOD de 2,05 107 mol L'
y un LOQ de 6,25 10” mol L'!. La estabilidad del GCE/AuNPs-MIS se verificé realizando
30 mediciones por SWV sucesivas para 0,01 mol L' BuP en las condiciones analiticas
optimizadas y no se observé ningin cambio en la respuesta del sensor. La desviacién
estdndar relativa (RSD) de las corrientes de pico anddicas fue de 3,2%. Ademds, el tiempo
de vida del sensor se verificé al realizar mediciones por SWV para 0,01 mol L"! BuP a lo
largo de 5 dias. Incluso cuando se almacené a temperatura ambiente, no se observé ningin
cambio significativo en la respuesta durante el tiempo de trabajo. Estos resultados indican
la estabilidad satisfactoria del sensor desarrollado, que podria estar bien asignado a la
estructura rigida de la pelicula MIS sobre el GCE/AuNPs. Estos resultados indicaron que el
sensor tiene una buena estabilidad y repetibilidad, probablemente debido a la excelente
rigidez fisica, la resistencia quimica y las propiedades de estabilidad térmica de la pelicula

MIS.
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Figura 3.29. (A) Voltamogramas de onda cuadrada obtenidos con un GCE/AuNPs-MIS
para la electrooxidacién de BuP a distintos niveles de concentracion en condiciones

optimizadas.
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Figura 3.29. (B) Curva de calibracién: i, (uA) = 0,0152 [BuP] (mol L") — 3,00x107.
Tiempo de incubacién: 20 minutos. Electrolito soporte: H2SO4 1,00 mol L™!, amplitud de la

onda cuadrada: 60 mV, salto de potencial, 6 mV 'y frecuencia de la onda cuadrada: 15 Hz.

3.34. Aplicacion del sensor GCE/AuNPs-MIS en muestras reales
Se evalué la eficacia de este sensor para la extraccion de BuP de liquidos de toallitas para
limpieza facial que contienen fragancias, humectantes, conservantes y otros ingredientes
cosméticos. Ademds, se aplicéd la metodologia a una muestra de agua micelar que no
declaraba en su composicion BuP. El estudio se aplicé a las muestras luego de su
acondicionamiento, tal como se explica en la seccién materiales y métodos, y se analizaron

mediante la técnica electroanalitica moderna SWV.

Luego de aplicar la metodologia, pudo detectarse en la muestra de toallitas faciales una

concentracién de BuP de 1,76x10* mol L' sin la presencia de interferentes. Asi mismo, en
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la muestra de agua micelar, no se detect6 la presencia de BuP, en concordancia con lo

indicado en su envase (Fig 3.30).

La exactitud se evalud6 a través de un estudio de recuperacion, para el cual la muestra libre
de PAs fue adicionada de diferentes concentraciones de BuP (n=6) las mismas se
encontraron dentro del intervalo de 95,3% a 103,9% lo que indica que el sensor
desarrollado tuvo una buena exactitud, sin influencia de la matriz pudiendo ser aplicado al

analisis de muestras reales.

8-
B patrones
® muestra
6 -
<
3 44
~

y = 0.0152*x - 3 107

21 /_/ R’= 0.994

0.0 0.1 0.2 0.3 0.4 0.5
-1
¢/ mmol L

Figura 3.30. Curva de calibracién: i, (uA) = 0,0152 [BuP] (mol L) — 3,00x107 y
determinacion de la concentracion de BuP en toallitas de limpieza facial, concentracion
calculada 1,76x10* mol L™!. Tiempo de incubacién: 20 minutos. Electrolito soporte: H2SOx4
1,00 mol L™, amplitud de la onda cuadrada: 60 mV, velocidad de barrido, 6 mV. s y

frecuencia de la onda cuadrada: 15 Hz.
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3.3.5. Estudio de interferencias

Con el fin de verificar la viabilidad del método propuesto en relacién con la selectividad de
la pelicula MIS sobre la superficie de las AuNPs, se colocé el electrodo modificado
GCE/AuNPs-MIS en diferentes soluciones de analitos con estructuras andlogas a la del
BuP en una concentraciéon de 0,01 mol L'. Para este estudio, seleccionamos como
potenciales interferentes a MP y PP, ambos compuestos utilizados en combinacién con BuP
en diversas muestras cosméticas. Asi mismo, con el objetivo de evaluar la selectividad
aplicando el sensor a una muestra real, se selecciond una muestra de toallitas para limpieza
facial que contenia dos compuestos andlogos a BuP. De acuerdo con la figura 3.31, se
puede observar que tanto PP como MP representan una interferencia de la sefial menor al
15% con respecto a la sefial de BuP. Por lo tanto, se obtuvo una selectividad satisfactoria de

BuP por el sensor propuesto.

177



Capitulo 3: Resultados y Discusion

|/ nA

Figura 3.31. Voltamogramas de onda cuadrada obtenidos con un GCE/AuNPs-MIS para la
determinacién de BuP en presencia de PP y MP 0.01 mol L'!. Tiempo de incubacién: 20
minutos. Electrolito soporte: H>SO4 1,00 mol L amplitud de la onda cuadrada: 60 mV,

salto de potencial, 6 mV y frecuencia de la onda cuadrada: 15 Hz.

3.3.6. Conclusion

En este estudio, la molécula molde de BuP se imprimi6 con éxito en una capa de siloxano,
obtenida por el proceso sol-gel, en la superficie de un electrodo de GC sobre el cual se
habian electrodepositado AuNPs, para luego ser utilizado como sensor electroquimico. El
excelente desempefio del sensor se debi6 a las interacciones entre el analito y los grupos
funcionales en la superficie de la capa de siloxano, ademds del tamafio de las cavidades,

que promovieron el entorno apropiado para la interaccion de las moléculas de BuP. Bajo las
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condiciones analiticas seleccionadas, la corriente pico anddica fue lineal para
concentraciones de BuP que variaron de 6,25 10° a 1,25 10* mol L', con un LOD 2,05 10
5> mol L', El sensor electroquimico mostré una alta selectividad, sensibilidad y velocidad,
adecuada para la deteccion de BuP, incluso en el andlisis de muestras que contenian

estructuras analogas.
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Capitulo 4: Conclusiones y Perspectivas Futuras

El presente trabajo de tesis se basé en el desarrollo de sistemas analiticos con dos

enfoques principales:

e Investigar técnicas de pretratamiento de muestra para la separacion y
preconcentracion de compuestos de interés, haciendo especial hincapié en la
simplificacion de los procedimientos, reduccién de la utilizacion de agentes

contaminantes y disminucién de los tiempos de andlisis.

e Trabajar en la modificacidn de electrodos para la deteccion selectiva a través de
técnicas electroquimicas con el objeto de lograr el desarrollo de metodologias

analiticas innovadoras

Ambos enfoques se aplicaron al anélisis de PAs en productos cosméticos con el objeto de
mejorar dos pardmetros claves de las metodologias analiticas, la selectividad y

sensibilidad.

En una primera etapa se disefié y sintetizé un MIP capaz de reconocer selectivamente a
PP lo que permiti6 su extraccion desde una matriz compleja como son los PCPs. La
importancia de este estudio radica en que PP se encuentra asociado a compuestos
andlogos en las presentaciones comerciales utilizadas por la poblacién. Aplicando esta
metodologia se logré una muy buena sensibilidad lo que permiti6 estudiar su utilidad para
el andlisis de trazas en muestras ambientales. El procedimiento desarrollado se compard
con metodologias existentes y se pudo concluir que la extraccién en fase s6lida del analito
utilizando el polimero molecularmente impreso (MISPE) mostr6é un desempefio superior

como fase estacionaria.

Posteriormente se profundizé en el estudio de las propiedades mecénicas de los polimeros

impresos y de su selectividad, sintetizindose un polimero selectivo para BeP, utilizando
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como soporte inerte particulas de silica gel (Si-MIP). En este desarrollo logramos
disminuir la plasticidad del polimero para no ejercer elevadas presiones durante el

pretratamiento de la muestra.

Ambos desarrollos fueron posteriormente adaptados a un sistema en flujo, construido en
nuestro laboratorio, lo que nos permitié disminuir los tiempos de anélisis y utilizar bajas
cantidades de polimero, contribuyendo esto a un andlisis sencillo y de pocas etapas.
Asimismo, se acopld esta técnica con un sistema de HPLC-DAD para la posterior

deteccion de los PAs.

Por dltimo, como semenciond, debido a su status legal, desarrollamos un sensor
especifico para BuP. Para tal fin se sintetiz6 un MIS en la superficie de AulNPs
electrodepositadas en un electrodo de GC. El desarrollo de este tipo de sensores, nos
permitié disminuir el tiempo de andlisis asi como también el volumen de solventes
utilizados sin perder selectividad en el proceso, esto es muy importante a la hora de aplicar
la metodologia al control de calidad de cosméticos en los cuales, es comtn encontrar BuP

asociado a otros parabenos y excipientes.

En la actualidad se esta estudiando el uso de este polimero para la preconcentracion del
antiparasitario ivermectina y su posterior determinacién en agua ambiental. También se
estd desarrollando un sensor especifico para la determinacidn de triclosan en enjuagues

bucales.

En conclusion, los resultados derivados de este trabajo implicaron un aporte en el avance
de metodologias que nos permiten determinar selectivamente analitos de interés,

pudiendo ser aplicada para la deteccién de una amplia variedad de compuestos.
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