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RESUMEN  
 

En el presente trabajo de Tesis, se han desarrollado dos metodologías de extracción y análisis 

sensibles, rápidas, sencillas, económicas y benignas con el ambiente para la determinación de dos 

tipos de contaminantes ambientales en muestras de agua de río.  

 

En el Capítulo 1 se presentan las características principales de los contaminantes ambientales, 

causas y consecuencias de la contaminación, tipos y de contaminantes. Se hace especial hincapié en 

los contaminantes presentes en aguas, que es el tipo de muestra que se analiza en la presente Tesis. 

En especial, se comentan las principales características, fuentes de formación y su presencia en agua 

de los dos grupos de contaminantes que se estudian: hidrocarburos aromáticos policíclicos (HAPs) 

y antiinflamatorios no esteroideos (AINEs).  

 

En el Capítulo 2 se describen algunas metodologías tradicionales de preconcentración y análisis de 

muestras, en especial las dos metodologías más modernas (miniaturizadas) relacionadas a la 

presente Tesis: “microextracción líquido-líquido dispersiva” (MELLD) y la “extracción en fase 

sólida monolítica” (m-SPE) empleadas para el análisis de HAPs y AINEs en muestras de agua. Se 

dan fundamentos teóricos y detalles experimentales. Se describen las características fisicoquímicas, 

propiedades y aplicaciones más importantes de los solventes relativamente nuevos que se emplean 

en MELLD: los líquidos iónicos a temperatura ambiente (RTILs). Por otra parte, se describen los 

tipos de fases sólidas empleadas en SPE, en especial los polímeros orgánicos monolíticos, 

características y propiedades y se comentan brevemente las técnicas de caracterización de estos 

materiales porosos. 

 

En el Capítulo 3 se enumeran las características principales de performance de un método analítico 

y la determinación de las cifras de mérito más importantes para la validación del método. Se 

describen los métodos de cuantificación tradicionales, se discuten sus ventajas y desventajas. Se 

desarrollan las dos formas tradicionales de optimización de un método analítico, la optimización 

“etapa por etapa” (OVAT) y la optimización mediante diseño experimental (DCC) utilizando 

superficies de respuesta.  

 

En el Capítulo 4 se describe la metodología MELLD empleando un líquido iónico de fosfonio, para 

la determinación de HAPs en muestras de agua de río mediante HPLC en fase inversa con detección 

de fluorescencia y arreglo de diodos, y la optimización de dicha metodología mediante OVAT. Se 
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muestran y discuten los resultados del análisis de muestras de agua de dos canales aledaños a la 

destilería de YPF de la localidad de Berisso, que desembocan en el Río de La Plata. La metodología 

analítica fue validada internamente mediante la determinación de las cifras de mérito más relevantes 

del procedimiento analítico.  

 

En el Capítulo 5 se presenta el desarrollo de una nueva metodología analítica: la extracción en fase 

sólida monolítica (m-SPE). Se describe el procedimiento de fabricación de estas nuevas fases y su 

caracterización morfológica. El método fue optimizado mediante un diseño factorial de 

experimentos, diseño central compuesto (DCC) y, finalmente, validado internamente mediante la 

determinación de las cifras de mérito más importantes. La metodología fue aplicada a la 

determinación de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) en muestras de agua de arroyos de la 

zona de La Plata. Como técnica determinativa se empleó cromatografía de líquidos en fase inversa 

con detección de arreglo de diodos (HPLC-DAD). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

CAPÍTULO 1 

 
 

CONTAMINANTES AMBIENTALES 
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1.1. Contaminantes ambientales 

 

Existen varias definiciones de “contaminación”. En una de ellas se define a un contaminante como 

una sustancia que se encuentra presente en ciertas concentraciones que causan daño o exceden un 

estándar ambiental. Sin embargo, esta definición no contempla otros casos donde la contaminación 

no es causada por ninguna sustancia química, como, por ejemplo, la contaminación térmica, la cual 

afecta enormemente a la población marina. En otra definición, se refiere a la contaminación como 

cualquier cambio en el ambiente debido a la actividad humana. En este otro caso, no se tiene en cuenta 

la distinción entre comportamientos inocuos y actividades peligrosas producidas por los humanos. 

Además, es necesario hacer la aclaración de que no toda la contaminación es causada por actividad 

humana. Existen contaminantes ambientales “naturales” los cuales no fueron introducidos en el 

ambiente por el hombre. Este es el caso de depósitos naturales de minerales como, por ejemplo, 

metales pesados o desechos de actividad volcánica 1. 

Dentro de los contaminantes podemos encontrar sustancias químicas (plaguicidas, herbicidas, metales 

pesados, fármacos, etc.), petróleo, radiaciones, gases contaminantes, residuos urbanos, entre otros 2. 

Todos ellos, en general, pueden producir graves daños en los ecosistemas, y la principal razón de su 

producción son las actividades humanas asociadas a la industria, el comercio, la explotación minera, 

etc. 

En este sentido, la contaminación está generalmente asociada al desarrollo económico y social de las 

naciones, especialmente cuando este desarrollo se produce sin considerar las consecuencias que tiene 

en el ambiente. De allí que se sostenga que el desarrollo sustentable es la forma idónea para que 

puedan “caminar a la par” el desarrollo y la protección del ambiente 3.   

La contaminación ambiental es un problema global, que afecta a todos los habitantes del planeta, y 

que, por lo tanto, debe ser abordado con responsabilidad. Existen legislaciones y tratados, tanto a 

nivel nacional como internacional, que tienen como objetivo controlar la emisión de sustancias 

contaminantes, como es el caso por ejemplo, del Protocolo de Kioto sobre el cambio climático 4. 

 

1.2. Causas y consecuencias de la contaminación ambiental  

 

El ser humano es el principal responsable de la contaminación ambiental: su desarrollo industrial y 

tecnológico y su crecimiento demográfico son algunas de las causas más evidentes del aumento de la 

contaminación en los últimos años. De este modo, las emisiones de gases contaminantes, la 

producción de desechos, la tala y quema de bosques, la explotación indiscriminada de los recursos 

naturales, actividades todas ellas ligadas a la industria, la minería, la agricultura, el comercio, la 
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explotación petrolera, así como a la vida cotidiana del ser humano, se encuentran entre las causas 

principales de la contaminación ambiental 5. 

La contaminación tiene consecuencias severas o muy graves sobre el ambiente: produce alteraciones 

en los ecosistemas que inciden directamente en las condiciones de vida de animales y plantas, afecta 

la salud de las personas, puede dar lugar a la extinción de especies, y en algunos casos, contribuye a 

la acentuación del calentamiento global en la Tierra como consecuencia de los gases que producen el 

efecto invernadero 6. 

 

1.3.Tipos de contaminantes  

 

Los contaminantes químicos pueden ser compuestos orgánicos o inorgánicos que causen algún tipo 

de daño en el ambiente. Estas sustancias pueden ser emitidas directamente al ambiente o pueden 

resultar de reacciones químicas o fotoquímicas, o de transformaciones metabólicas ocasionadas por 

organismos vivos. El número de sustancias orgánicas e inorgánicas descriptas excede los 127 

millones, y la mayoría son compuestos orgánicos. Es por esto que, la mayor parte de los 

contaminantes son moléculas orgánicas 7. Dentro de este tipo de compuestos se pueden distinguir 

compuestos orgánicos volátiles (COVs) y compuestos orgánicos persistentes (COPs). Los COVs son 

moléculas con un número pequeño de átomos de carbono (no más de 10 o 12), lo cuales poseen bajos 

puntos de ebullición, y usualmente también, bajas presiones de vapor. Esta última característica 

permite que se evaporen rápidamente y tengan principal incidencia en la atmósfera. Sin embargo, 

también suelen encontrarse en aguas superficiales, aguas subterráneas o en el suelo. Los COPs están 

formados por moléculas semivolátiles que presentan gran toxicidad. Este grupo de compuestos posee 

una gran resistencia a la degradación química y biológica, por lo que poseen tiempos de vida largos 
8. Debido a su carácter mayormente no polar se encuentran preferentemente en partículas sólidas, 

como la materia orgánica del suelo, pero existen fenómenos de reparto ambiental en las partículas y 

el aire, por lo que pueden volatilizarse parcialmente, desde el suelo, la vegetación y cuerpos de agua, 

hacia la atmósfera. Esta característica junto con la alta resistencia a la degradación permite que 

“viajen” grandes distancias, lo que produce su acumulación aún en lugares alejados de donde son 

emitidos. 

Según la US-EPA los contaminantes pueden clasificarse en dos grupos: 

 

➢ Contaminantes prioritarios. 

➢ Contaminantes emergentes. 
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Los contaminantes prioritarios son un grupo de sustancias químicas reguladas, que fueron 

seleccionadas de acuerdo a su conocida o sospechada carcinogenicidad, mutagenicidad, 

teratogenicidad o alta toxicidad, para los cuales existen métodos de testeo analíticos bien definidos. 

La mayoría de estos compuestos se encuentran sujetos a regulaciones de los países o agencias 

plurinacionales. Dentro de este grupo podemos encontrar a los COPs, metales pesados, algunos 

pesticidas, o hidrocarburos policíclicos aromáticos (HAPs) 7.  

Los contaminantes emergentes (CEs) son sustancias químicas, comúnmente no reguladas, que 

pueden ser detectadas en bajas o muy bajas concentraciones mediante técnicas analíticas 7. Por lo 

general, se trata de sustancias que entran al ambiente como resultado del desarrollo en áreas como la 

medicina, cosmética, agricultura, tecnologías renovables, etc. Estos avances tecnológicos producen 

efectos secundarios, que muchas veces son la introducción de sustancias en el ambiente, las cuales 

pueden tener efectos a largo plazo sobre el ecosistema y sobre la salud humana. Debido a que muchas 

veces los efectos de estos CEs no son del todo conocidos es que se presta especial interés en ellos 9.  

Según el Servicio Ecológico de Estados Unidos (USGS) estos CEs pueden ser definidos como 

cualquier sustancia química o microorganismo que no es comúnmente monitoreada en el ambiente 

pero que tiene potencial para entrar en él y causar efectos adversos en el ecosistema o en la salud 

humana, los cuales son conocidos o sospechados 10. Dentro de este grupo podemos encontrar a los 

productos farmacéuticos y veterinarios, desinfectantes y biocidas, drogas ilícitas, productos de 

cuidado personal, aditivos alimenticios, nanomateriales, toxinas biológicas, etc.  

 

1.4. Contaminantes en agua 
 

La contaminación en el medio acuático es particularmente relevante en el caso de los alimentos 

marinos, debido a que son mundialmente consumidos en grandes cantidades y el agua de mar de baja 

calidad puede ser una fuente de compuestos químicos dañinos para el ambiente. La presencia de 

contaminantes tóxicos en el agua está teniendo principal atención por parte de la comunidad científica 

y de las autoridades regulatorias, debido a que la presencia de cualquier contaminante detectable en 

alimentos marinos de consumo humano en niveles superiores a los permitidos es un riego innegable 

que puede producir impactos negativos en la salud de los consumidores, especialmente a largo plazo 
11.   

El agua de las costas o continentales generalmente actúa como receptor de efluentes residuales, 

industriales y desechos rurales y urbanos 12. Para algunos de ellos existen regulaciones en cuanto a 

los niveles permitidos en agua potable; sin embargo, muchos de ellos no tienen regulación. 
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Por lo tanto, es muy importante el desarrollo de técnicas analíticas sensibles y selectivas que permitan 

determinar contaminantes aún en bajas concentraciones y que sean compatibles con el ambiente o 

compatibles con la “Química Verde”, es decir con la química sostenible o sustentable.  

Dado que muchos de estos compuestos se encuentran en concentraciones del orden de las g L-1/mg 

L-1/µg L-1 en matrices muy complejas, la determinación de estas sustancias requiere métodos previos 

de extracción y preconcentración. Por todo esto, las técnicas miniaturizadas de extracción han tomado 

especial interés debido a que son alternativas que permiten la reducción del consumo de solventes 

orgánicos, o que emplean solventes alternativos, como por ejemplo, los líquidos iónicos 11, muchos 

de los cuales son eco-compatibles.  

 

1.5.Hidrocarburos aromáticos policíclicos 
 
1.5.1. Características 

 

Los “hidrocarburos aromáticos policíclicos” (HAPs, o PAHs por sus siglas en inglés) son un grupo 

de compuestos orgánicos, formados por dos o más anillos bencénicos fusionados, y en algunos casos, 

pueden llegar a tener algún anillo pentagonal. Los HAPs observados en el ambiente son moléculas 

que poseen entre dos a siete anillos. Dentro de este rango, existe un gran número de estos compuestos 

con distintas estructuras, siendo el naftaleno el HAP más pequeño, con dos anillos aromáticos, 

mientras que el coroneno es el más grande, con siete anillos 13. 

El término “aromático” proviene del olor característico que posee el benceno, y el hecho de que la 

mayoría de ellos posean varios anillos bencénicos les otorga su carácter de “policíclicos”. 

Los HAPs son moléculas neutras, hidrofóbicas y no polares. Sus características físicas y químicas, 

como la solubilidad en agua, hidrofobicidad y presión de vapor, varían de acuerdo a su peso molecular 
13. Algunas características se presentan en la Tabla 114.  

Los HAPs de bajo peso molecular (generalmente aquellos que poseen 3 anillos aromáticos o menos) 

predominan en la atmósfera, y aquellos de mayor peso molecular (la mayoría) entran en el ambiente 

adsorbidos en el material particulado 15,16.  

La fluorescencia se presenta como una importante característica de estos compuestos, y suele ser 

utilizada para obtener una determinación más sensible de ellos, aunque existen algunas excepciones, 

como el acenaftileno 13. Los sistemas conjugados de orbitales π de los HAPs son los responsables de 

su estabilidad química. Su estado de agregación a temperatura ambiente es sólido, y su volatilidad es 

baja. Son compuestos solubles en muchos solventes orgánicos, pero su solubilidad en agua es muy 

baja, la cual disminuye al aumentar su peso molecular, como puede verse en la Tabla 1 17. Aunque 
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son sustancias químicamente estables y prácticamente no se degradan por hidrólisis, en presencia de 

luz, son susceptibles a la oxidación o fotodegradación. 

 

Tabla 1. Algunas propiedades fisicoquímicas de los HAPs. 

 

Compuesto Peso 
molecular 

Presión de vapor           
(Pa) 

Solubilidad en agua 
(mg/L) log Ko/w 

Naftaleno 128 1,0x102 31 3,37 

Acenaftileno 152 9,0x10-1 16 4,00 

Acenafteno 154 3,0x10-1 3,8 3,92 

Fluoreno 166 9,0x10-2 1,9 4,18 

Fenantreno 178 2,0x10-2 1,1 4,57 

Antraceno 178 1,0x10-3 4,5x10-2 4,54 

Fluoranteno 202 1,2x10-3 2,6x10-1 5,22 

Pireno 202 6,0x10-4 1,3x10-1 5,18 

Benzo[a]antraceno 228 2,8x10-5 1,1x10-2 5,91 

Criseno 228 5,7x10-7 6x10-3 5,91 

Benzo[b]fluoranteno 252 - 1,5x10-3 5,80 

Benzo[k]fluoranteno 252 5,2x10-8 8x10-4 6,00 

Benzo[a]Pireno 252 7,0x10-7 3,8x10-3 5,91 

Dibenzo[a,h]antraceno 278 3,7x10-10 6x10-4 6,75 

Benzo[ghi]perileno 276 - 2,6x10-4 6,50 

Indeno[1,2,3-cd]pireno 276 1,4x10-8 1,9x10-4 6,50 

 

Debido a su fotomutagenicidad, la Agencia de Protección Ambiental (US-EPA) considera a dieciséis  

de estos compuestos como contaminantes prioritarios: Naftaleno (Nap), Acenafteno (Acp), 

Acenaftileno (Ace), Fluoreno (Flu), Fenantreno (Phe), Antraceno (Ant), Fluoranteno (Flt), Pireno 

(Pyr), Benzo[a]antraceno (B[a]A), Criseno (Cry), Benzo[b]fluoranteno (B[b]F), Benzo[k]fluoranteno 

(B[k]F), Benzo[a]pireno (B[a]P), Dibenzo[a,h]antraceno (DBA), Benzo[g,h,i]perileno (Bpe) e 

Indeno[1,2,3-cd]pireno (InP) 18.  Sus estructuras se muestran en la Figura 1: 
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Figura 1. Estructuras químicas de los 16 HAPs prioritarios de la US-EPA.  
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1.5.2.  Fuentes de formación 

 

Los HAPs se forman por descomposición térmica de la materia orgánica que contiene carbono e 

hidrógeno. Su formación se basa en dos mecanismos principales: 

1. Pirólisis o combustión incompleta 

2. Procesos de carbonización 

Las reacciones químicas que se producen en las llamas se originan por mecanismos de radicales libres, 

y se cree que es el mecanismo principal para la formación de HAPs. Este mecanismo fue propuesto 

por Badger (1965) a partir de los resultados observados en varios experimentos de pirólisis 19. 

Existe evidencia de otros mecanismos de formación alternativos, sin embargo, parecen ser menos 

importantes. A pesar del gran número de HAPs diferentes que podrían formarse durante las reacciones 

primarias, sólo un número limitado de ellos entran en el ambiente. La mayor parte de los compuestos 

que se forman en las reacciones primarias tienen tiempos de vida cortos en las condiciones de 

pirólisis. Los compuestos que se formarán a altas temperaturas serán aquellos más estables 

termodinámicamente, en la relación cuantitativa correspondiente. Estos compuestos son, 

principalmente, HAPs sin sustituyentes. Sin importar el tipo de material que se queme, a una misma 

temperatura, la relación de estos compuestos formados es, sorpresivamente, la misma 20.  

Los HAPs no se forman solamente por pirólisis a altas temperaturas, sino que varios procesos de 

carbonización permiten su formación a partir del decaimiento de material biológico a bajas 

temperaturas (por debajo de los 200°C) y altas presiones durante un período de millones de años 16.  

La emisión de HAPs proviene de dos fuentes, natural y antropogénica. La primera consiste en 

incendios forestales, erupción de volcanes y la síntesis por parte de plantas y microorganismos. Sin 

embargo, la cantidad de HAPs emitidos por procesos naturales es muy pequeña en comparación con 

la emisión proveniente de fuentes antropogénicas 21.  

Las fuentes antropogénicas pueden subdividirse en dos categorías: fuentes móviles y fuentes 

estacionarias. Las fuentes estacionarias incluyen las industrias, la generación de calor y energía, 

calefacción residencial, y fogatas. Dentro de la segunda categoría se encuentran los automóviles, 

camiones, aviones y barcos 20.  

Aunque su impacto ambiental es casi insignificante, el hombre también genera cantidades importantes 

de HAPs en distintas actividades sociales como, por ejemplo, el humo de tabaco y en alimentos 

cocinados, ya sea a la parrilla o sometidos a condiciones térmicas severas. En general, la cantidad de 

estos compuestos que pueden generarse en los alimentos, depende del tipo de combustible que se 

utilice y de las condiciones de combustión (temperatura, accesibilidad de oxígeno, presencia o 

ausencia de llama, etc.) 22. 
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Otras fuentes de los cuales pueden derivar los HAPs incluyen al petróleo crudo, que contiene un 20% 

en peso de hidrocarburos bicíclicos y de mayor peso, y el petróleo de alto grado, cuyo contenido 

aromático es alrededor de un 50% 23. Se estima que los desechos de las refinerías y las plantas 

petroquímicas contribuyen con aproximadamente 200.000 toneladas de productos petroleros y 

petróleo crudo en los océanos del mundo por año. Aunque no se encuentran disponibles valores para 

descargas en agua dulce, existen varios reportes sobre la contribución de contaminación de HAPs en 

ríos y lagos, proveniente de efluentes de refinerías 12. 

 

1.5.3. HAPs en agua 

 

Para la población en general, las principales vías de exposición a estos compuestos son los alimentos, 

el agua y, el aire de ambientes internos y externos. La principal fuente de entrada de HAPs en aguas 

superficiales ocurre por depósito atmosférico, escurrimiento de agua de lluvia de sectores urbanos, 

efluentes municipales, efluentes industriales y derrames o fugas de petróleo. Los HAPs también 

pueden llegar al agua desde el suelo. Los niveles de HAPs registrados en suelos cercanos a refinerías 

han sido tan altos como 200.000 µg Kg-1 de suelo seco 24.  

Además, varios de ellos han sido detectados en agua de lluvia, causado por el arrastre del material 

particulado de la atmósfera por parte de las gotas de agua 25. Además se han detectado algunos de 

estos compuestos en peces provenientes de aguas contaminadas 26. 

Dentro de la gran cantidad de HAPs existentes, el más estudiado es el benzo[a]pireno, el cual es usado 

como marcador en aire y alimentos. Algunos estudios en animales experimentales sobre PAH 

individuales, más notablemente el benzo[a]pireno, muestran varios efectos toxicológicos, como 

efectos hematológicos, toxicidad reproductiva y en el desarrollo, e inmunotoxicidad 27. Debido a su 

potencial carcinogénico y genotóxico los HAPs han atraído mucha atención en la comunidad 

científica 28.  

Es por esto que existen regulaciones en cuanto a la cantidad permitida de HAPs en aguas de consumo. 

El contenido máximo permitido por la EPA para este compuesto es de 0,2 mg L-1 24.  

Varios experimentos muestran una relación mecanística entre la formación de aductos en el ADN 28, 

mutaciones, y aparición de cáncer seguido de la exposición con HAPs 29. La piel contaminada con 

HAPs puede ser expuesta posteriormente a la radiación de la luz solar, y se ha sugerido que la 

exposición a compuestos químicos seguida de la exposición a la luz puede producir reacciones 

tóxicas, lo que se denomina fototoxicidad. Debido al sistema de múltiples anillos aromáticos que 

poseen estos compuestos, pueden absorber luz en el rango UV (320-400 nm), y algunos, en la región 
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visible, formando especies reactivas que pueden causar daños en los componentes celulares de los 

seres humanos 18.El metabolismo de los HAPs incluye la formación de dihidrodioles, diol-epóxidos 

y otros metabolitos reactivos, entre los que se incluyen algunos presuntos metabolitos que pueden 

formar aductos con el ADN, lo que puede potencialmente inducir mutaciones 30.  

Sin embargo, aunque la genotoxicidad, es decir, la capacidad de ocasionar daño en el material 

genético, es un mecanismo admisible para la carcinogenicidad de los HAPs, la correlación entre los 

aductos en el ADN, mutagénesis y carcinogénesis de los HAPs no es tan directa. De hecho, se han 

detectado niveles comparables de aductos de ADN y mutaciones genéticas en tumores de tejidos de 

ratón “blanco” y no blanco, tratados con benzo[a]pireno, sugiriendo que los puntos finales 

genotóxicos solos no podrían predecir adecuadamente la aparición de tumores debido a mecanismos 

específicos órgano/tejido 30. La contaminación humana con HAPs es inevitable, principalmente a 

través de la absorción por piel, inhalación, o a través del tracto intestinal por consumo de alimentos 

y agua 28,31.  

Debido a que los HAPs, junto con una variedad de otros contaminantes, generalmente se encuentran 

en agua a muy bajas concentraciones, se requieren técnicas de aislamiento y preconcentración para 

su determinación analítica dado que, en general, los límites de detección de los detectores comunes 

no son suficientes para asegurar su detectabilidad. Dentro de las técnicas más utilizados para su 

aislamiento y preconcentración se encuentran la extracción líquido-líquido (ELL) 32, la 

microextracción líquido-líquido dispersiva (MELLD, o DLLME por sus siglas en inglés) 25,33, la 

extracción en fase sólida (EFS, o SPE por sus siglas en inglés) 34–36 y la microextracción en fase sólida 

(MEFS, o SPME en inglés) 12,37, mientras que para su determinación, los métodos más ampliamente 

utilizados son HPLC acoplado a detección UV 38 o fluorescencia (FLD) 39,40 y cromatografía gaseosa 

con detección de masas (GC-MS) 41,42. Colombo et al. 43 determinaron el contenido de varios HAPs 

(0,003-2,1 µg g-1) en partículas en suspensión y sedimentos en distintas partes de la costa 

metropolitana de Buenos Aires en el Río de La Plata. En otro estudio, Arias et al. 44 determinaron los 

niveles de concentración de distintos HAPs en sedimentos del estuario de Bahía Blanca, 

encontrándose entre 15 a 10,260 ng g − 1.  
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1.6. Antiinflamatorios no esteroideos 

 

1.6.1. Características 

 

Los compuestos farmacéuticos son clasificados según su propósito o actividad biológica, por ejemplo: 

antibióticos, analgésicos, antineoplásticos, antiinflamatorios, etc 45. 

Los Antiinflamatorios No Esteroideos, AINEs (o Non Steroidal Antiinflammatory Drugs, NSAIDs), 

constituyen un amplio grupo de analgésicos con propiedades antiinflamatorias y antitérmicas. El 

prototipo de este grupo es el ácido acetilsalicílico, el primer compuesto de este tipo. Sin embargo, la 

primera sustancia nombrada como AINE fue la fenilbutazona en 1952. Los AINEs son uno de los 

grupos terapéuticos más usados a nivel mundial. La gran utilización de este grupo de compuestos 

farmacéuticos se debe a que comparten sus efectos antiinflamatorios, analgésicos, antipiréticos y 

antiagregantes plaquetarios. Sin embargo, su utilización se ve limitada por la posible aparición de 

efectos adversos como la enfermedad ulcerosa péptica, hemorragias digestivas o cuadros de 

insuficiencia renal.46.  

Los AINEs son supresores de los síntomas y ayudan a bajar la inflamación, pero no a eliminarla. Al 

suprimir las características inflamatorias, bajan la actividad de la enfermedad, medida que funciona 

a través del control de los síntomas.47  Los AINEs, como el ibuprofeno, actúan inhibiendo las 

isoformas de la ciclooxigenasa (COX), y de esta forma, la producción de prostangladinas, las cuales 

participan en las respuestas inflamatorias al estimular las terminales nerviosas del dolor 48. 

Existen varias formas de clasificar a los AINEs 49. La clasificación según su mecanismo de acción se 

muestra a continuación: 

 

• Inhibidores no selectivos de la COX 

▪ Derivados del ácido salicílico: aspirina, salicilato de sodio, acetilsalicilato de lisina, 

salicilato, trisalicilato de magnesio y colina, diflunisal, sulfasalina, benorilato, áciso 

salicílico, salicilato de metilo, olsalacina, eterilato, fosfosal, salicilamida. 

▪ Derivados del paraaminofenol: paracetamol, propacetamol, fenazopiridina. 

▪ Derivados de las pirazolonas: metamizol, propifenazona, fenilbutazona, oxifenbutazona. 

▪ Derivados del ácido propiónico: ibuprofeno, naproxeno, fenoprofeno, oxaproxina, 

ketoprofeno, flurbiprofeno, piquetoprofeno, ácido tiaprofénico, fenbufeno, carprofeno, 

pirprofeno, indobufeno, suprofeno. 

▪ Derivados del ácido acético:  

➢ Indolacéticos: indometacina, oximetacina, acemetacina, glucametacina. 
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➢ Pirrolacéticos: tolmetina, ketorolaco, sundilaco. 

➢ Fenilacéticos; diclofenaco, alclofenaco, fentiazaco, nepafenaco. 

➢ Naftilacético: nabumetona. 

▪ Derivados del ácido enólico (oxicams): piroxicam, tenoxicam, ampiroxicam, pivoxicam, 

lornoxicam, cinnoxicam. 

▪ Derivados del ácido antranílico (fenamatos): ácido mefenámico, ácido meclofenámico, 

ácido flufenámico, floctafenina, glafenina. 

 

• Inhibidores selectivos de la COX-2 

▪ Oxicams: meloxicam 

▪ Sulfoanilida: nimesulida 

▪ Indolacéticos: etodolaco 

▪ Coxibs: celocoxib, rofecoxib, valdecoxib, lumiracoxib, parecoxib 

 

• AINEs liberadores de óxido nítrico 

Nitroxibutilésteres: flurbiprofeno ONO2, ketoprofeno ONO2, diclofenaco ONO2, nitroaspirina. 

 

 

1.6.2. AINEs derivados del ácido propiónico 

 

Los compuestos farmacéuticos que son parte del objeto de estudio de esta tesis son los AINEs 

derivados del ácido propiónico. Sus estructuras químicas y algunas de sus propiedades físicas se 

detallan en la Tabla 2. 

Esta clase de medicamentos permite una efectiva disminución del dolor con pocos efectos adversos. 

Uno de los efectos más importantes es la irritación gastrointestinal 50. Estos compuestos son 

ampliamente metabolizados por el hígado, y se elimina más de un 90% de la dosis en la orina, como 

metabolito soluble o sus conjugados. Por esta razón, se pueden encontrar como desechos continuos 

en efluentes cloacales 51. 
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Tabla 2. Estructuras y propiedades de algunos AINEs derivados del ácido propiónico. 

Compuesto Estructura log P pKa 

Suprofeno  2,2 3,9 

Indoprofeno  2,8 3,7 

Naproxeno  3,2 4,2 

Fenbufeno  3,2 4,2 

Fenoprofeno 

 
 

3,3 4,5 

Flurbiprofeno  3,6 4,4 

Ibuprofeno  4,0 4,9 
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1.6.3.  AINEs en agua 

 

El desarrollo humano conlleva al incremento en la actividad industrial con la consecuente liberación 

de un gran número de compuestos, incluidos pesticidas, hidrocarburos, productos de cuidado 

personal, solventes, detergentes y compuestos farmacéuticos en el ambiente acuático 52. Los 

compuestos farmacéuticos se han convertido en importantes contaminantes ambientales, debido a su 

presencia en cuerpos de agua (a causa de una remoción incompleta en los tratamientos de aguas 

residuales o difusas fuentes de contaminación), amenazando el agua de consumo, y generando 

preocupación por posibles efectos adversos, tanto en la vida silvestre como en la humana 53.  

Una de las principales fuentes de emisión de compuestos farmacéuticos son los residuos urbanos, los 

cuales son generalmente excretados después de ser parcial o completamente convertidos en 

metabolitos solubles en agua, sin embargo, una cantidad significante de la sustancia original 

permanece sin alteraciones 54. 

En los últimos años ha crecido de manera considerable la atención sobre la liberación, presencia y 

potenciales efectos adversos de los compuestos farmacéuticos en el ambiente. Estos analitos son 

considerados como contaminantes ambientales debido a que son compuestos biológicamente activos 
51,55. Una vez que son administrados pueden ser liberados como el compuesto original o como 

metabolitos activos, y pueden llegar al ambiente en extensiones variables. Los compuestos 

farmacéuticos están diseñados para persistir, por lo que pueden tener tiempos de vida media largos 

en el ambiente, y por lo tanto, pueden acumularse alcanzando niveles detectables y peligrosos 52. Los 

AINEs se encuentran entre los compuestos farmacéuticos más utilizados en el mundo y han sido 

aceptados como relativamente “seguros” hasta el punto de que varios de ellos se encuentran 

disponible sin prescripción médica 56.  

A diferencia de algunos contaminantes convencionales (como pesticidas, detergentes, combustibles, 

entre otros), los compuestos farmacéuticos son liberados en bajas cantidades pero de manera continua, 

lo cual pueden generar toxicidad aun sin altos valores de persistencia 57. Además, aunque las 

concentraciones de estos residuos sean bajas en el ambiente acuático como para generar un riesgo 

grande individualmente, se desconoce si la combinación de medicamentos con un mecanismo de 

acción común pueden exhibir un mecanismo sinérgico 56. SanJuan-Reyes et al. encontraron 

correlaciones positivas significativas entre la concentración de AINEs y varios marcadores de geno- 

y citotoxicidad en una especie de carpa 52. Pamplona et al. 58estudiaron el efecto de tóxico de la 

dipirona, un tipo de AINE, sobre especies de peces nativas de Brasil, encontrando que aún con bajas 

concentraciones del fármaco (0,5 µg L-1) existen daños en el ADN y en el hígado. Es por esto que 
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sugieren que la exposición constante de organismos acuáticos a este tipo de fármacos produce 

potenciales efectos tóxicos. 

Debido a que los residuos farmacéuticos se encuentran generalmente en bajas concentraciones en el 

ambiente acuático 59, es necesario el uso de técnicas de preconcentración y aislamiento. Se han  

desarrollado diversos métodos para la determinación de AINEs y sus metabolitos en matrices de agua 

ambientales, siendo la técnica más comúnmente utilizada, la SPE 59–61. Además, se han utilizado las 

técnicas de SPME y IL-DLLME (microextracción dispersiva líquido-líquido con líquidos iónicos) 62.  

Elorriaga et al. 51 determinaron el contenido de ibuprofeno en descargas de desechos municipales en 

aguas superficiales de distintas zonas de Argentina, encontrando concentraciones entre 0,4 y 13 µg 

L-1.  
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2.1. Métodos de preparación de muestras  

La preparación de muestra (“sample preparation”) constituye un paso crucial para el éxito del 

proceso analítico total. A pesar de los considerables avances tecnológicos y aún con el abastecimiento 

de instrumentación de avanzada, lo cierto es que la complejidad de las diversas muestras, requieren 

de procesos de extracción-preconcentración eficaces y selectivos a los compuestos de interés, 

conjuntamente con una limpieza del extracto apropiada. Los principales objetivos de esta etapa del 

método analítico son: enriquecimiento de los analitos de interés, transferencia de los mismos a un 

solvente compatible con el método analítico de detección, reducción de posibles interferencias y una 

eficiente limpieza de la matriz de la muestra 1. 

En esta sección se describe a la extracción líquido-líquido tradicional (LLE) como un método de 

extracción-preconcentración clásico y ampliamente establecido en la Química Analítica, y la 

microextracción líquido-líquido dispersiva (MELLD), que es una metodología LLE adaptada a escala 

miniaturizada mucho más moderna que ha sido utilizada en la presente Tesis. Por otra parte, se 

describe la extracción en fase sólida (SPE) como otro método de extracción-preconcentración 

también establecido y muy utilizado en Química Analítica, y finalmente, referido a la presente Tesis, 

el desarrollo de nuevas fases sólidas para SPE basadas en monolitos poliméricos orgánicos (m-SPE).  

Se describen los fundamentos y aspectos generales de los mismos.  

 

2.2. Consideraciones fundamentales: Extracción líquido-líquido tradicional  

 

La extracción líquido-líquido (LLE) es una de las técnicas de extracción más antiguas, utilizada 

generalmente, para muestras acuosas y/o matrices complejas. La LLE se basa en la transferencia de 

una o más sustancias entre dos fases líquidas inmiscibles puestas en contacto entre sí. El fundamento 

de la técnica es la diferencia de solubilidad de los solutos entre las dos fases, y las fuerzas puestas en 

juego se basan en procesos de partición, los cuales se encuentran dados por equilibrios de distribución. 

Generalmente, la fase que contiene los analitos es una fase acuosa y la que se utiliza para la extracción 

de los mismos, es una fase orgánica inmiscible en agua. Berthelot y Jungfleish concluyeron en 1872 

que, en el proceso de extracción, la relación de concentraciones de un analito que se “reparte” entre 

dos solventes inmiscibles es constante e independiente de la cantidad de analito de la que se parte 

inicialmente, una vez que se alcanza el equilibrio. Nernst, veinte años más tarde, utilizando la regla 

de fases de Gibbs, publicó la “Ley de Distribución”, base termodinámica de los procesos de 

extracción.   
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Esta ley establece que, una vez alcanzado el equilibrio entre un soluto A que se reparte entre dos 

fases: acuosa (ac) y orgánica (o), en las cuales dicho soluto es soluble, los potenciales químicos del 

analito en ambas fases son iguales: μac = μo, y se puede escribir el siguiente equilibrio de distribución: 

𝐴(𝑎𝑐)  ↔  𝐴(𝑜) 

 

Si consideramos que el analito A existe en una única forma (sin formar equilibrios de disociación o 

asociación con otros componentes del sistema) tanto en la fase acuosa como en la fase orgánica, 

podemos describir la constante termodinámica que representa el equilibrio anterior para el analito A, 

denominada “constante de partición”, (𝐾𝑜
𝐷

) 𝐴, de la siguiente forma: 

 

(𝐾𝑜
𝐷

) 𝐴 =
(𝑎𝐴)𝑜

(𝑎𝐴)𝑎𝑐
     (Ec. 1) 

 

Siendo (𝑎𝐴)𝑜  y (𝑎𝐴)𝑎𝑐  las actividadades del analito A en la fase orgánica y en la fase acuosa 

respectivamente. La constante que relaciona las concentraciones molares del analito A en ambas 

fases, se denomina “constante de distribución”, (𝐾𝐷)𝐴, dada por la Ecuación 2:  

 

(𝐾𝐷)𝐴 =  
[𝐴]𝑜

[𝐴]𝑎𝑐
     (Ec. 2) 

  

Siendo [A]o , la concentración molar de la especie A en la fase orgánica, y [A]ac, la concentración 

molar en la fase acuosa 2. Para lograr la extracción del analito hacia la fase extractante es necesario 

maximizar el valor de KD. Esto ocurre cuando el analito interactúa más favorablemente con el 

solvente extractante que con la matriz de la muestra, es decir, el solvente extractante provee un mejor 

ambiente (mayor solubilidad) para el analito. Un ambiente más favorable puede conseguirse 

seleccionando un solvente de polaridad similar al analito, o cambiando las condiciones 

experimentales que favorezcan la extracción como, por ejemplo, el empleo de surfactantes en la fase 

orgánica, sales en la fase acuosa (salting-out), cambios de pH o el empleo de ligandos iónicos para el 

caso de analitos iónicos o ionizables, cambios de temperatura, etc. 3–5  

Con frecuencia el valor de KD no es lo suficientemente grande como para obtener una buena 

recuperación del analito con una sola operación de extracción, por lo que son necesarios más de un 

contacto de la fase acuosa con porciones “frescas” del solvente orgánico. Como resultado se obtienen 

varios extractos enriquecidos en el analito A. Sin embargo, los procedimientos analíticos que 

conllevan varios pasos resultan ser muy prolongados en el tiempo, son más laboriosos, y producen 
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un gran consumo de solventes orgánicos, generalmente, no compatibles con el medioambiente. 

Además, el riesgo de pérdida del analito o contaminación de la muestra aumenta con el número de 

operaciones que posee el método 6. Es por estos inconvenientes que, con el objetivo de disminuir la 

cantidad de solvente orgánico utilizado y, a la vez, aumentar los factores de enriquecimiento, se han 

desarrollado técnicas microextractivas con el uso de un mínimo volumen de solvente orgánico o 

incluso con la eliminación total de solvente.  

 

2.3. Miniaturización de las técnicas de extracción tradicionales 

La implementación de técnicas de extracción miniaturizadas, o microextracción, reduce el gran 

consumo de solvente orgánico que requieren las técnicas de extracción convencionales. Estas técnicas 

están incluidas dentro de lo que se conoce como “química sustentable” o “green chemistry”, a menudo 

traducida como “química verde” 6. Se han investigado tecnologías específicas en Química Analítica 

de manera de satisfacer los objetivos de la química verde. Dentro de las técnicas de microextracción 

también se pueden enmarcar aquellas que utilizan una mínima cantidad de sorbente sólido donde se 

extraen los analitos. De esta manera, podemos hacer una clasificación entre técnicas de 

microextracción en fase líquida y técnicas de microextracción en fase sólida 1. Las técnicas 

medianamente modernas que cumplen con estos requisitos incluyen: extracción en fase sólida (SPE 

por sus siglas en inglés), microextracción líquido-líquido (MLL), microextracción dispersiva líquido-

líquido (MELLD), microextracción dispersiva líquido-líquido basada en la solidificación de una gota 

orgánica flotante (SFO-DLLME), extracción asistida con ultrasonido (EAUS), microextracción en 

fase sólida (MEFS), extracción en fase sólida dispersa (EFSD), entre otros 7–9.  

 

2.4. Microextracción líquido-líquido  

La MLL es similar a la técnica de extracción líquido-líquido convencional, pero donde el volumen 

de la fase extractante es pequeño 10, generalmente formada por una pequeña gota de solvente orgánico 

o líquido iónico (1 a 5 μL), colocada directamente dentro del vial de extracción, o suspendida en la 

punta de una jeringa, en contacto directo con la matriz de la muestra o separada por algún polímero 

poroso como polipropileno, o en contacto con el espacio de cabeza (head-space) del vial de muestra. 
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2.4.1. Microextracción líquido-líquido dispersiva 

 

La técnica de microextracción líquido-líquido dispersiva (MELLD) es una técnica MLL creada por 

Rezaee, M., et al.11. A diferencia de la MLL convencional, en la MELLD, el solvente extractante 

inmiscible en agua (ejemplo: diclorometano, n-octanol, un líquido iónico, etc.) se dispersa junto a un 

solvente dispersante (ejemplo: metanol, acetona, isopropanol, etc.), en la matriz de la muestra. La 

técnica de MELLD consiste en un sistema ternario de solventes, en la cual la mezcla extractante-

dispersante es inyectado rápidamente en una muestra acuosa utilizando una jeringa. El solvente 

dispersante debe cumplir la característica de ser miscible tanto en la fase acuosa como en la orgánica. 

Durante la dispersión producida, el solvente dispersante se mantiene soluble en la fase acuosa, y, 

simultáneamente, se produce la formación de pequeñas gotas del solvente de extracción, 

generalmente, de menos de 0,1 µm de diámetro, incrementando de esta manera la transferencia de 

masa debido al dramático aumento del área superficial de contacto 12. Debido a que la emulsión 

formada es termodinámicamente desfavorable, se produce la separación de las fases, donde las gotas 

de solvente extractante colapsan formando una fase orgánica, inmiscible en agua, que queda en el 

fondo de un tubo cónico (si el solvente extractante utilizado es más denso que el agua) 13. Este último 

proceso de separación de fases puede agilizarse mediante centrifugación.   

Si las interacciones entre los analitos y la fase extractante son los suficientemente fuertes, estos 

quedarán disueltos en el pequeño volumen de fase orgánica, obteniéndose de esta forma, grandes 

factores de enriquecimiento (FE). Obviamente, la fracción de analito extraída en el solvente 

extractante depende de los mismos factores experimentales que se mencionan en la Sección 2.2 para 

ELL 12. 

Entre las ventajas más importantes que tiene la metodología MELLD sobre los métodos de extracción 

convencionales se pueden mencionar la rapidez, sencillez, bajo costo, grandes eficiencias de 

extracción y volumen mínimo de solvente orgánico, lo cual minimiza la exposición y el impacto 

ambiental, aún si los solventes que se emplean no son completamente inocuos 13.  

 

2.4.1.1.  Solventes extractantes 

 

La principal característica que debe cumplir el solvente extractante es ser inmiscible en agua. En 

general, los solventes extractantes que se utilizan son más densos que la fase acuosa, lo que permite 

que la fase orgánica quede en el fondo, por lo general, de un tubo cónico. Entre los más utilizados se 

encuentran los solventes clorados como, cloroformo, clorobenceno, y tetracloruro de carbono. Este 

modo de la técnica requiere bastante cuidado al descartar la fase acuosa que queda en la parte superior, 



 Capítulo 2 
 

30 
 

Centrifugación 

Muestra acuosa 

Inyección del 
solvente 

dispersante + 
solvente 

extractante 

Dispersión 

lo que hace que el método se vuelva lento.  Sin embargo, existen algunos trabajos en los cuales se 

han utilizado solventes menos densos que el agua 14, como n-hexano, isooctano y alcoholes de cadena 

larga, entre otros. Para este segundo modo se han diseñado tubos de cuello angosto 15, lo que permite 

que los pocos microlitros del extractante queden alojados en esa sección del tubo y su recolección sea 

facilitada. El proceso de extracción puede ser representado en la Figura 2: 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 2. Esquema de una MELLD con un solvente extractante menos denso que el agua. 

 

Debido a la toxicidad de los solventes orgánicos convencionales, los líquidos iónicos (LIs) se han 

introducido dentro de la Química Analítica como un nuevo grupo de solventes extractantes. Estos 

compuestos poseen la ventaja de ser menos tóxicos (la no toxicidad sólo se ha comprobado para 

algunos de ellos), no volátiles (lo que resulta una ventaja para evitar su inhalación) y, por lo tanto, 

menos contaminantes 16. 

En 2009, Shemirani y Baghdadi desarrollaron la microextracción líquido-líquido dispersiva con 

líquidos iónicos para la determinación de especies inorgánicas en soluciones salinas en las cuales las 

microgotas de solvente extractante, un líquido iónico, se formaban in situ (IL-LLME in situ) 17, es 

decir, en la propia matriz de la muestra. En este caso, se generaba un líquido iónico insoluble en agua, 

el hexafluorofosfato de 1-hexil-3-metilimidazolio, [HMIm][PF6], a partir de la mezcla de un líquido 

iónico soluble en agua, como es el tetrafluoroborato de 1-hexil-3-metilimidazolio, [HMIm][BF4], con 

NaPF6.  En este caso, no se requiere el empleo de un solvente dispersante, que reduce la recuperación 

obtenida 18. 
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2.4.2. Líquidos iónicos a temperatura ambiente (RTILs) 

 

2.4.2.1. Características 

 

Los líquidos iónicos (ILs) son líquidos formados enteramente por iones, es decir, son sales con puntos 

de fusión menores a los 100°C. Si estas sales, además, son líquidas a temperatura ambiente, se los 

denomina “líquidos iónicos a temperatura ambiente” (Room Temperature Ionic Liquids, RTILs) los 

que han comenzado a utilizarse en la metodología MELLD hace pocos años 19. Los RTILs pertenecen 

a un grupo de solventes formados por cationes orgánicos muy asimétricos y de gran tamaño, y aniones 

de diferente naturaleza (orgánica o inorgánica), de manera de que las fuerzas atractivas anión-catión 

son más débiles que en una sal iónica convencional y por lo tanto, permanecen líquidos a temperatura 

ambiente 20. 

La mayor parte de los RTILs investigados hasta el momento utilizan sólo un pequeño grupo de sales. 

Entre estos se encuentran cationes de amonio cuaternario, fosfonio, imidazolio o priridinio, 

combinados con contraiones inorgánicos con carga difusa (relación carga/radio baja). En la Figura 3 

se muestran algunas estructuras típicas de los cationes y aniones más utilizados. En estas sales, el 

núcleo de los cationes se encuentra anexado a uno o más grupos orgánicos. Generalmente, estos 

grupos son fragmentos de hidrocarburos saturados 21.  

Se calcula que las posibles combinaciones de cationes y aniones de estos RTILs puede teóricamente 

producir 1018 líquidos iónicos nuevos 22. Debido a esta facilidad de intercambio de sus componentes 

han sido propuestos como materiales de estructura diseñable (líquidos de “diseño”) en el sentido de 

que, por ejemplo, la estructura del catión puede cambiarse fácilmente (variando la cantidad de grupos 

metileno, cantidad de átomos electronegativos, etc.), de manera de tener una enorme variedad de 

líquidos con propiedades fisicoquímicas próximas entre sí 23, a diferencia de lo que ocurre con los 

solventes orgánicos convencionales, donde al cambiar de un líquido a otro las propiedades cambian 

completamente o de manera drástica. 
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Figura 3. Ejemplo de estructuras moleculares de cationes y aniones usualmente utilizados para la 
síntesis de RTILs: (a) trihexil(tetradecil)fosfonio [(C6)3C14P]+; (b) 1-butil-3-metilimidazolio 
[C4C1im]+; (c) metilpiridinio [C1pyr]+; (d) 1-butil-3-metilpirrolidinio [C4C1pyrr]+, (e) 
trioctil(metil)amonio [(C8)3C1N]+; (f) 1-etil-2,3-dimetilimidazolio [C2m2im]+; (g) 
bis(trifluorosulfonil)imida [NTf2]-; (h) dicianoimida [N(CN)2]-; (i) oxaloborato [OxB]-; (j) tosilato 
[tos]-; (k) ácido dodecilbencilsulfónico [adbs]-; (l) acesulfamato [ace]-; (m) tetracloaluminato [AlCl4]- 
; (n) tetrafluorborato [BF4]-; (ñ) hexafluorfosfato [PF6]-. 
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2.4.2.2. Propiedades de los RTILs 

 

Las propiedades más relevantes de los RTILs son: bajo punto de fusión, baja presión de vapor y 

volatilidad, alta conductividad eléctrica, alta densidad iónica, y en general, buena estabilidad química 

y térmica. Estas características únicas de los RTILs, se deben a su estructura y a la interacción entre 

los iones que los componen. Algunas investigaciones iniciales se han basado en desarrollar y 

comprender la relación entre la naturaleza y estructura de los cationes y aniones y sus características 

físicas 20. A continuación, se describen algunas de las propiedades físicas más importantes de los 

RTILs, donde se pueden observar algunas de estas relaciones. 

 

Punto de fusión 

 

Los principales factores que influyen en el punto de fusión (pf) de los RTILs son: la carga de los 

iones, su distribución de carga, la simetría de los iones y su tamaño 24. Un claro ejemplo es la 

comparación del pf del NaCl, 801 °C, y el del 1-propil-3-metilimidazolio, 60 °C, donde la 

disminución del pf se debe al reemplazo de un pequeño catión inorgánico por un catión orgánico 

voluminoso y asimétrico 20. El aumento en la asimetría proporciona una disminución en el punto de 

fusión debido a que se reduce la capacidad de empaquetamiento de los iones. De manera similar 

ocurre con el incremento del tamaño de los aniones, lo que produce una disminución de las 

interacciones coulómbicas, disminuyendo el pf. Esto se puede ver claramente en el caso de una sal 

de sodio, donde el pf disminuye desde 801 °C hasta 185 °C para Cl- > [BF4
-] > [PF6

-] > [AlCl4
-]. Las 

atracciones coulómbicas en los líquidos iónicos son comparables en magnitud con las interacciones 

moleculares de líquidos moleculares 24. 

 

Presión de vapor 

 

Desde un punto de vista de las aplicaciones, las presiones de vapor de los RTILs son despreciables, 

lo que facilita su manejo como solventes y lo que los hace parte de la “química verde”, a diferencia 

de los solventes orgánicos comúnmente utilizados como diclorometano, cloroformo, metanol, etc.25. 

Sus presiones de vapor son muy bajas como para ser detectadas y esto se debe a las fuertes 

interacciones coulómbicas entre sus iones 26. Sin embargo, se conoce que su presión de vapor aumenta 

con el aumento de la temperatura permitiendo que algunos de ellos puedan ser destilados en su rango 

de estabilidad térmica, por debajo de los 500 K 25. 
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Densidad 

 

La mayor parte de los RTILs conocidos son más densos que el agua con valores de densidad entre 

1,12-2,4 g cm-3. La densidad decrece con el incremento del largo de la cadena alquílica sustituyente 

en los cationes orgánicos (para un mismo anión) 20. Para RTILs con el mismo catión (1-butil-3-

imidazolio) la densidad decrece con el peso molecular de los aniones 23. En general, los LIs con 

cationes imidazolio son más densos que el agua, sin embargo, las densidades de los LIs con cationes 

amonio y fosfonio varían significativamente y, muchos de ellos suelen ser menos densos que el agua 
26.  

 

Viscosidad 

 

La mayoría de los RTILs son líquidos con viscosidades comparables a los aceites, siendo entre dos y 

tres órdenes más grandes que los valores reportados para los solventes orgánicos convencionales 20. 

La viscosidad alta es su mayor desventaja en métodos de extracción a temperatura ambiente, ya que 

esta característica dificulta la transferencia de masa 26, y además, se requiere gran potencia de 

agitación cuando se necesita mezclarlos en un sistema líquido-líquido heterogéneo (por ejemplo, en 

ELL o MELLD). En general, los LIs con cationes de fosfonio presentan menores viscosidades en 

comparación a los correspondientes con cationes de amonio. La viscosidad no sólo depende del tipo 

y tamaño del catión, sino también del anión. Nuevamente esta característica física está íntimamente 

relacionada con las interacciones coulómbicas entre sus iones 26.  

 

2.4.2.3. Aplicaciones de los RTILs  

 

Los RTILs, son utilizables para una amplia variedad de funciones: 

➢ Solventes de uso alternativo en procesos industriales, reemplazando compuestos orgánicos 

volátiles, contaminantes para el medio ambiente; 

➢ Catalizadores de reacciones homogéneas en síntesis orgánica e inorgánica; 

➢ Medio de almacenamiento inerte para el transporte de gases (como CO2, arsina, fosfina o 

boranos) o como medio de tratamiento y purificación de gas natural; 

➢ Medio de almacenamiento y conducción de energía en celdas solares; 

➢ Solventes para procesos de extracción 27 
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Debido a que los RTILs pueden solubilizar una gran variedad de compuestos orgánicos, 

organometálicos e inorgánicos sus aplicaciones en la química analítica han recibido una importante 

atención en los últimos años 28. Considerando la naturaleza líquida de los RTILs, la primera aplicación 

natural ocurre con las técnicas de preparación de muestras que incluyen microextracción en fase 

líquida (ELL 22,29, MELLD 18,30). Sin embargo, también han tenido gran aplicación en el campo de la 

extracción y microextracción en fase sólida (SPE 28 y SPME 31).  

El uso de RTILs en MELLD ha avanzado rápidamente 18,32 ya que ofrecen importantes ventajas 

comparado con los solventes orgánicos usados normalmente. Usualmente se han utilizado RTILs con 

cationes de imidazolio, sin embargo, tienen la desventaja de su alto costo por lo que normalmente se 

los sintetiza a partir de precursores de más bajo costo, dado que la síntesis es muy sencilla 5,18,30. Los 

RTILs derivados del catión fosfonio no han sido tan estudiados o empleados en Química Analítica 

como los derivados de imidazolio y, además, son muchos más económicos. En general, tienen mayor 

estabilidad térmica y química, mejores propiedades de solvatación, y muchos de ellos son menos 

densos que el agua, lo que facilita su recolección en métodos como la MELLD 33,34. 

 

 

2.5. Extracción en fase sólida (SPE) 

 

La extracción en fase sólida (solid phase microextraction, SPE) es una técnica ya establecida en 

Química Analítica, utilizada para el aislamiento y/o enriquecimiento de compuestos de interés y/o la 

limpieza de la matriz, por lo general, desde muestras de agua. La SPE, generalmente, implica poner 

una muestra acuosa en contacto con una fase sólida o sorbente particulado, por lo que el analito es 

selectivamente retenido en la superficie del sólido hasta la elución final con algún solvente “fuerte”. 

La fase sólida es usualmente empaquetada dentro de pequeños tubos o cartuchos plásticos 35. Se han 

desarrollado varias tecnologías que incluyen nuevos formatos (discos, tips de micropipetas y 

microplacas de múltiples pozos), nuevos materiales (ej: sílice o lechos poliméricos y lechos mixtos) 

y el desarrollo de sistemas automáticos y on-line 36. Cualquiera sea el diseño que se utilice, la muestra 

que contiene al analito es forzada mediante presión o vacío a pasar a través del sorbente particulado. 

El extracto obtenido es finalmente utilizado para el análisis 36. 

La interacción del analito con la fase estacionaria ocurre por adsorción a la superficie o partición en 

las capas moleculares externas (de acuerdo a mecanismos que dependen de la naturaleza de dicha 

fase: polar/ no polar/ hidrofóbica/ intercambio iónico/ afinidad/ etc.) desarrollándose el siguiente 

equilibrio: 

𝐴𝑚  ↔  𝐴𝑠𝑜𝑟𝑏  
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Siendo A m y A sorb el analito en la muestra y el analito adsorbido en el sorbente, respectivamente. Se 

puede definir una constante de distribución, KD, la cual indica que una porción del analito permanece 

en solución y otra es adsorbida sobre (o disuelta en) la fase sólida (Ecuación 3).  

𝐾𝐷 =  
[𝐴]𝑠𝑜𝑟𝑏

[𝐴]𝑚
     (Ec. 3) 

Además de una adecuada elección del material de relleno, hay otros factores a tener en cuenta para 

obtener una efectiva aplicación del método. El número de sitios activos disponibles en la fase sorbente 

no debe ser menor que el número de moléculas del compuesto a retener. Por lo tanto, es importante 

asegurar la suficiente capacidad de los cartuchos de SPE que se van a utilizar. Además, es importante 

controlar el flujo con el que la muestra pasa a través del sorbente, ya que un flujo demasiado alto 

disminuye el tiempo de contacto del analito con la fase estacionaria, lo que puede resultar en una 

retención poco efectiva 36. El paso siguiente a la adsorción/partición es la desorción/solubilización de 

los analitos hacia la fase móvil, por lo que otro factor a considerar, y no menos importante que los 

anteriores, es el solvente de elución, el cual debe proveer un mejor ambiente (solubilidad) para el 

analito que el que le ofrece la fase sólida. Cuanto más fuerte es el solvente (más afín con el analito), 

menor es el volumen necesario para la elución completa, lo que permite obtener una mayor 

preconcentración. En el caso de la SPE, a diferencia de las técnicas de extracción líquido-líquido, el 

solvente de extracción puede ser miscible con el solvente de la muestra (por lo general, agua), ya que 

estos nunca entran en contacto directo 36.  

Un paso intermedio a la elución de los analitos es la de limpieza del cartucho con un solvente de 

fuerza intermedia, la cual permite eliminar interferencias de la matriz que hayan quedado retenidas, 

antes del paso del solvente de extracción.  

Un esquema que representa los pasos del método SPE se muestra en la Figura 4. 

 

2.5.1. Sorbentes 

 

La selectividad de una extracción está relacionada con la capacidad del sorbente para discriminar 

entre los analitos de interés y los demás compuestos de la matriz. Dentro de los materiales más 

utilizados para la técnica de SPE se encuentran las partículas de sílice, “desnudas” o químicamente 

ligadas (C8, C18, cianopropil, diol, etc.), polímeros entrecruzados y carbono grafito con partículas de 

sílice, o fases mucho más selectivas como las formadas por polímeros impresos 37,38.  
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Figura 4. Esquema de los pasos de un proceso de SPE. 

 

 

La mayoría de los sorbentes utilizados en SPE se encuentran en forma de lecho. Generalmente, estos 

lechos se empaquetan en un cartucho o columna. Sin embargo, el principal problema de los materiales 

particulados es su imposibilidad de rellenar todo el espacio disponible. Los huecos entre las partículas 

reducen la eficiencia de extracción, por lo que columnas cortas no pueden ser utilizadas a caudales 

altos 39. Debido a las limitaciones que presentan estos materiales, como la presencia de grupos 

silanoles libres, áreas superficiales relativamente bajas, un rango estrecho de pH en el cual son 

estables y el volumen entre partículas, los soportes basados en polímeros monolíticos surgen como 

una alternativa viable 39. Estos lechos monolíticos han sido ampliamente utilizados en cromatografía 

de líquidos (HPLC) o electroforesis capilar (CE) y pueden ser de naturaleza orgánica (poliméricos) 

o inorgánica (sílice). Están formados por una única estructura porosa, caracterizados por poseer 

diferentes tipos de poros interconectados: macroporos que permiten el flujo convectivo de la fase 

móvil, mesoporos que permiten el rápido intercambio de adsorción/desorción de los analitos 39,40 y si 

el tipo de material lo permite (como los monolitos de sílice) también puede contener microporos 41. 

Estos monolitos son sintetizados in situ, generalmente a través de una reacción de una sola etapa, y 

sus propiedades, tales como porosidad, área superficial y funcionalidad (tipo de monómero funcional 

y agente entrecruzante), pueden ser diseñadas a priori, según las condiciones de polimerización 

seleccionadas. La adecuada elección de los monómeros funcionales permite ampliar sus aplicaciones 

a analitos de diferente polaridad. Otra ventaja importante que ofrecen estos monolitos es la 
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eliminación de las fritas de retención que necesitan las partículas de sílice en los extremos de la 

columna, que pueden ser causa de oclusiones o generación de burbujas, además de las posibles 

obstrucciones cuando se inyectan muestras reales de origen biológico o clínico. Al no requerir de un 

proceso de empaquetamiento de partículas, la fabricación de estos cartuchos es más sencilla. 

Normalmente, los cartuchos de SPE tradicional se adquieren comercialmente, a diferencia de los 

cartuchos para m-SPE que se pueden fabricar fácilmente en el laboratorio (“home-made”) de una 

manera más económica. En este trabajo de Tesis denominaremos a la metodología de extracción en 

fase sólida monolítica “m-SPE”. 

 

2.5.2. Polímeros monolíticos orgánicos 

 
Los polímeros monolíticos orgánicos están constituidos por polímeros basados en carbono. Las 

primeras aproximaciones a estos materiales fueron realizadas por Kubín y col. hacia fines de los años 

´60, sintetizando geles de metacrilatos 42. Posteriormente, Hjertén trabajó con polímeros obtenidos a 

partir de acrilatos en presencia de una sal, los cuales fueron insertados en columnas de acero 

inoxidable 43,44. Svec y Fréchet publicaron un trabajo en 1994 sobre monolitos de metacrilatos 

utilizando la técnica de síntesis más empleada hasta la actualidad 45. 

El primer polímero monolítico poroso utilizado en SPE fue el poli(estireno-co-divinilbenceno), PS-

DVB. Estos monolitos presentan áreas superficiales mayores a 400 m2 g-1, lo cual garantiza una gran 

superficie de interacción con los analitos. Además, se fabrican con un alto contenido de solvente 

formador de poros (porogénico), el cual se elimina por evaporación o lavado, generando una cantidad 

de poros suficientemente grande suficiente como para permitir la permeabilidad de líquidos. Se han 

reportado estudios de la extracción de compuestos fenólicos, pesticidas organofosforados y 

compuestos organoclorados 46 , donde se muestra que los sorbentes de PS-DVB permiten obtener 

mejores valores de recuperación que los cartuchos de C18 sobre sílica, utilizado en la mayoría de los 

procedimientos estandarizados 39. Dichos polímeros son adecuados para la extracción de compuestos 

no polares debido a su alta hidrofobicidad. Para mejorar los alcances de estos sorbentes a analitos 

más polares se ha propuesto la modificación de estos polímeros con una gran variedad de 

funcionalidades 47. Otra estrategia implementada con el mismo propósito consistió en utilizar mezclas 

de polimerización incluyendo monómeros polares de metacrilato 37.  
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2.5.2.1. Síntesis de polímeros monolíticos orgánicos 

 
La mezcla de polimerización de los monolitos consiste en una combinación de monómeros, entre los 

que se encuentra un monómero funcional (seleccionado según la naturaleza de los analitos a extraer), 

un agente entrecruzante o cross-linker, una mezcla porogénica de disolventes y un iniciador 

radicalario 48. La mezcla se polimeriza en la mayoría de los casos por calentamiento en un baño de 

agua u horno, por la acción de iniciadores químicos, térmicos o mediante radiación (UV, rayos γ, 

etc.). Después de la polimerización se eliminan los restos de solvente porogénico y de monómero sin 

reaccionar desde el polímero formado mediante lavado con solvente orgánico 49.  

Cuando los monolitos se preparan dentro de capilares de entre 10-25 mm, la polimerización se logra 

rápidamente en un solo paso, sin embargo, cuando se utilizan moldes de mayor tamaño la preparación 

se dificulta debido a la disipación del calor durante la polimerización 39. Es decir, la porosidad 

obtenida o naturaleza de los poros depende, además de los factores mencionados anteriormente, del 

tipo y dimensiones del molde. 

La característica principal de estos materiales es su estructura porosa. El mecanismo clásico de 

formación de poros que ocurre durante la polimerización depende del solvente usado para la creación 

de esos poros. En presencia de un solvente precipitante (no solvatante), en el cual se encuentran 

presentes el monómero, el entrecruzante y el iniciador térmico (en este caso), el proceso es el 

siguiente: 

➢ El iniciador radicalario se descompone a una temperatura determinada generando radicales libres 

que comienzan la polimerización en la solución; 

➢ Los polímeros formados precipitan debido al entrecruzamiento y a la pobre solvatación del 

solvente; 

➢ Debido a que los monómeros son mejores solventes para el polímero que el solvente porogénico, 

los núcleos insolubles formados se hinchan con los monómeros del líquido circundante. La 

polimerización continúa tanto en la solución como en los núcleos formados, sin embargo, es mayor 

en este último debido a la gran concentración local de monómeros; 

➢ Los núcleos captan moléculas poliméricas formadas, aumentando de esta forma su tamaño; 

➢ Los núcleos de mayor tamaño se asocian con núcleos vecinos en “clusters” o racimos, mediante 

cadenas poliméricas que se entrecruzan; 

➢ En los siguientes pasos el tamaño de los clusters es lo suficientemente grande como para permitir 

el contacto con otros y formar una estructura interconectada en el sistema de polimerización; 
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➢ La estructura interconectada se refuerza tanto por entrecruzamiento entre los glóbulos como por 

la captura de cadenas poliméricas de la solución, dando lugar finalmente al polímero poroso 50. 

La fracción de espacio vacío constituye los “macroporos”. El volumen total de estos en el polímero 

final es cercano a la fracción de volumen del solvente porogénico en la mezcla de polimerización 

inicial, debido a que el solvente queda atrapado en el entrecruzamiento del polímero y posteriormente 

se elimina por lavado. 

Las variables que afectan el tamaño y distribución de tamaño de los poros son: la temperatura, la 

composición del solvente porogénico y el contenido de entrecruzante. Algunas de los efectos se 

detallan a continuación 51: 

➢ Temperatura: Este factor afecta fundamentalmente a la distribución del tamaño de poro. A bajas 

temperaturas, la velocidad de reacción es lenta y permite la transferencia de una parte sustancial 

de monómeros desde la solución hacia los núcleos ya formados en la etapa de nucleación. En este 

caso la polimerización sobre los núcleos es cinéticamente más favorable que en la solución 

circundante. Al aumentar la temperatura, ocurre el efecto inverso, y estos nuevos núcleos formados 

son capturados por otros núcleos formando “racimos” de mayor tamaño con menos textura 

individualizada, teniendo por lo tanto menor área superficial.  

➢ Entrecruzante: El cambio en la relación monómero-entrecruzante permite la formación de distintas 

estructuras porosas y además produce materiales con distinta composición química. Cuanto mayor 

es la cantidad de entrecruzante, mayor es el entrecruzamiento del polímero, menor el tamaño de 

los glóbulos, por lo tanto, menor el área superficial final.  

➢ Solvente porogénico: El uso de solventes débiles, menos solvantantes del polímero, es decir, de 

polaridad muy distinta a la del polímero, permiten una separación de fases más temprana mediante 

precipitación, obteniéndose poros más grandes. 

 

 

2.5.3. Caracterización de materiales porosos 

 

Muchas de las aplicaciones de los materiales porosos, como en catálisis, cromatografía o técnicas de 

extracción, recaen en su capacidad de poseer gran cantidad de sitios activos, es decir grandes áreas 

superficiales. Para obtener polímeros con grandes áreas superficiales es necesaria la existencia de una 

gran cantidad de poros pequeños. La mayor contribución al área superficial proviene de los 

microporos, que son, aquellos poros con tamaños menores a 2 nm, y en segundo lugar de los 

mesoporos, los cuales tienen tamaños entre 2 a 50 nm. Los macroporos, de mayor tamaño, no 
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contribuyen significativamente al área superficial total 39, pero son los que permiten el flujo 

convectivo de la fase móvil. Los monolitos de sílice poseen altas áreas superficiales, de alrededor de 

400 m2 gr-1, dado que tiene una amplia red de meso y microporos, mientras que los basados en 

polímeros orgánicos poseen áreas superficiales mucho menores, de alrededor de 60 m2 gr-1, dado que 

no contienen microporos. Sin embargo, la fabricación de monolitos de sílice es mucho más compleja 

debido a que el proceso de sol-gel es más difícil de controlar y menos reproducible 52. 

Existen numerosos métodos y herramientas analíticas que proporcionan información sobre la 

morfología de los materiales monolíticos. Estos métodos incluyen técnicas como la microscopía 

electrónica de barrido (SEM, por sus siglas en inglés), la porosimetría de intrusión de mercurio (MIP, 

por sus siglas en inglés) y la adsorción/desorción de nitrógeno evaluada mediante la ecuación de 

Brunauer-Emmet-Teller (BET). 

 

2.5.3.1. Microscopía de barrido electrónico 

La microscopía de barrido electrónico (Scanning Electron Microscopy, SEM) es una técnica no 

destructiva que permite el estudio de la superficie de materiales sólidos. En esta técnica un haz de 

electrones, de entre 10 a 40 kV, se focaliza sobre la muestra a analizar y se realiza un barrido sobre 

ella. Los haces de electrones secundarios y retrodispersados por el material se analizan con un sistema 

de detección adecuado que amplifica esta señal y produce una imagen visual detallada de la superficie. 

Estos electrones emitidos brindan información de la topografía y morfología de la superficie del 

material, pero no brindan información interna del mismo 53. 

La técnica SEM permite obtener una gran resolución espacial del orden de entre 1,5 y 3 nm, para lo 

cual se requiere que los materiales sean conductores, y en caso de que no lo sean (como es el caso de 

los polímeros monolíticos), deben ser sometidos a un recubrimiento con un material conductor para 

poder ser analizados, tal como el oro 54.  

 

2.5.3.2. Isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno 

 
La adsorción-desorción de nitrógeno, es otra técnica muy utilizada para caracterizar materiales 

porosos, la cual permite, mediante modelos matemáticos, determinar el área superficial específica del 

mismo (utilizando, por ejemplo, el método BET 55), Sg; el volumen total de poros (por ejemplo con 

el método BJH, Barrett, Joyner, and Halenda 55), Vp; y la distribución de diámetros de poros, 

comprendidos entre 0,3 y 300 nm, mediante la adsorción de multicapas de nitrógeno a la temperatura 



 Capítulo 2 
 

42 
 

del nitrógeno líquido (77K). El comportamiento de sorción de los macroporos es distinto al de los 

mesoporos y microporos, por lo que mediante el análisis de estas isotermas de adsorción-desorción 

de nitrógeno es posible la determinación de la estructura de poros del material.  

En esta técnica, la muestra se lleva a temperatura constante por medio de un baño externo y se realiza 

un desgasificado. A continuación, se introducen, en etapas sucesivas, pequeñas cantidades de 

nitrógeno líquido (adsorbato) en el interior de la cámara que contiene la muestra. Las moléculas de 

gas que alcanzan la superficie de la muestra se adsorben y tienden a formar una delgada capa que 

cubre por completo la superficie adsorbente, formándose una monocapa de moléculas adsorbidas. La 

adición continua de moléculas de gas una vez que se ha formado la monocapa lleva a la formación 

gradual de capas múltiples o multicapas.  Las isotermas de adsorción-desorción se realizan en función 

de la presión relativa, es decir, la relación entre la presión aplicada, P, y la presión de saturación, Po. 

Las isotermas de adsorción comienzan a baja presión donde se van llenando los poros más grandes, 

y a medida que se va llegando a la presión de saturación se van llenando todos los poros. El volumen 

total de poro es determinado por la cantidad de nitrógeno adsorbido cercano a la presión de saturación. 

La desorción ocurre cuando la presión de N2 decrece, comenzando a la presión de saturación. La 

curva de desorción, generalmente, no es igual que la curva de adsorción (por un efecto de histéresis). 

A partir de parámetros obtenidos de estas curvas se puede obtener la superficie específica del material 

y se puede conocer qué tipo de poros (micro, meso) tiene 56. 

En la Figura 5 se pueden ver los tipos de isotermas según la clasificación de IUPAC. Las isotermas 

tipo I corresponden a materiales que presentan microporos, las de tipo II, III y VI a no porosos, y las 

de tipo IV a materiales con mesoporos, y las de tipo V a materiales con meso y microporos 57,58.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 5. Clasificación de isotermas de adsorción de la IUPAC. 
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3.1.  Validación 

La validación de un método analítico establece, por medio de estudios de laboratorio sistemáticos, 

que el método sirve para el fin propuesto, es decir, que sus características son capaces de producir 

resultados en línea con las necesidades del problema analítico 1. Con este fin es necesario determinar 

ciertos parámetros que lo caractericen y permitan su comparación con otros métodos. Estos 

parámetros se denominan “cifras de mérito”. Dentro de las cifras de mérito se encuentran 2,3:  

➢ Selectividad y especificidad 

➢ Sensibilidad de calibración 

➢ Sensibilidad analítica 

➢ Límite de detección 

➢ Límite de cuantificación  

➢ Precisión y exactitud 

 

Existen distintos grados de validación que el laboratorio puede realizar de acuerdo a las necesidades 

del problema a resolver. Dentro de estos se encuentra la validación interna, el método más clásico 

utilizado para validación de métodos. Este tipo de validación se realiza para identificar y asegurar la 

calidad de la información analítica brindada, donde todas las etapas del proceso de validación se 

realizan en un único laboratorio. Es necesaria cuando un laboratorio ha desarrollado un nuevo método 

o cuando es necesario extender la aplicación de un método establecido hacia muestras distintas o de 

distintos rangos de concentración 4. Otro tipo de validación es la validación inter-laboratorio o 

externa. En este caso los resultados obtenidos por un mismo método se confrontan entre varios 

laboratorios o mediante un organismo externo. Se realiza en aquellos casos en los que existe un interés 

compartido entre las partes involucradas, o bien cuando se ha desarrollado un método nuevo de interés 

general y alguna institución profesional u organismo regulador lo va a dar a conocer bajo la forma de 

una norma, es decir, un documento donde el procedimiento está suficientemente detallado de modo 

que cualquier operador lo pueda ejecutar sin necesidad de información adicional 5. 

Sin embargo, el primer paso de la validación de un método analítico es la calibración del mismo, y 

finalmente, la determinación de las cifras de mérito. 

3.1.1. Calibración 

Según la IUPAC, la calibración en química analítica se define como la operación que determina la 

función entre cantidades medibles (intensidad de señales, representada como la variable y), y 

cantidades que caracterizan a los analitos (tipo o cantidad del analito, representada como la variable 
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x) 6. Este proceso incluye la selección del modelo que las relaciona y la estimación de los parámetros 

del modelo, así como también la determinación de sus errores, y su validación. La IUPAC distingue 

dos tipos de calibraciones: una para la identificación de especies y análisis cualitativo, y otra para 

análisis cuantitativo. Este segundo tipo tiene como propósito obtener una función que permita calcular 

cantidades de los analitos como función de señales instrumentales 6.  

La calibración analítica es siempre una calibración indirecta, ya que no es posible medir directamente 

la cantidad de una sustancia en un sistema. En caso que esto último sea posible (por ejemplo, en una 

electrogravimetría o coulombimetría), el procedimiento de calibración no es necesario. 

 

3.1.2. Calibración por regresión lineal  

 

Para poder realizar una calibración analítica es necesario realizar una serie de experimentos en donde 

se tomen datos de señales, específicas para los analitos de interés, en función de su concentración 

para poder establecer su relación. En sistemas complejos, a la hora de establecer esta relación, surgen 

inconvenientes que dependen tanto del analito, de la muestra y del procedimiento de pretratamiento. 

Debido a estos inconvenientes la calibración puede tener ciertas variantes que se desarrollarán más 

adelante. 

Las funciones de calibración, por lo general, pueden ajustarse a una función lineal entre la señal 

obtenida por un instrumento, yi, y alguna medida de la cantidad del analito en la muestra (por ejemplo, 

su concentración), xi 
7. En el caso de que la relación entre la respuesta y la concentración no sea lineal, 

se deben usar otros tipos de ajustes, para esto es necesario que previamente se realice la gráfica de 

calibración. 

Para una serie de datos observados de una variable independiente yi y una variable dependiente xi, la 

ecuación que representa el modelo lineal es: 

 

𝑦𝑖 = 𝐴 + 𝐵. 𝑥𝑖 + 𝑒𝑦𝑖                                             (Ec.4) 

donde el término de error, eyi, describe la diferencia con los valores predichos, ŷi, y los observados, 

yi, para cada xi. 

ŷ𝑖 = 𝑎 + 𝑏. 𝑥𝑖        (Ec.5) 

 

Los parámetros a y b son la intersección con el eje y y la pendiente de la recta de calibración, 

respectivamente. Estos términos, denominados “parámetros de la regresión” se estiman a partir del 

método de cuadrados mínimos, que tiene como objetivo minimizar la suma de cuadrados de los 
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errores. Además de los valores individuales de los coeficientes a y b, es necesario estimar el error 

asociado a cada de uno de ellos, sa y sb, respectivamente, además de otros parámetros que se 

emplearán en el modelo tales como �̅�, la media de todos los valores de señal medidos (𝑦𝑖𝑗), �̅� la media 

de todas las concentraciones utilizadas para la calibración (𝑥𝑖), �̂�𝑖𝑗 las estimaciones de los valores de 

respuesta utilizando los parámetros de la regresión para cada 𝑥𝑖, y N el número total de pares de datos 

(𝑥𝑖; 𝑦𝑖) 8. Todos estos parámetros se resumen en la Tabla 3. 

 

 

Tabla 3. Parámetros de regresión lineal y sus estimaciones 

 

Parámetro Estimación 

𝒂 𝑎 =  �̅� − 𝑏�̅� =  
∑ 𝑦𝑖𝑖 ∑ 𝑥𝑖

2
𝑖 − ∑ 𝑥𝑖𝑖 ∑ 𝑥𝑖𝑦𝑖𝑖

𝑛𝑖 ∑ 𝑥𝑖
2

𝑖 − (∑ 𝑥𝑖𝑖 )2
 

𝒃 𝑏 =
𝑄𝑥𝑦

𝑄𝑥𝑥
=

∑ (𝑥𝑖 − �̅�)(𝑦𝑖 − �̅�)𝑖

∑ (𝑥𝑖 − �̅�)2
𝑖

 

𝒔𝒂 𝑠𝑎 = 𝑠𝑦/𝑥√(
1

𝑁
+

�̅�2

𝑄𝑥𝑥
) 

𝒔𝒃 𝑠𝑏 =
𝑠𝑦/𝑥

√𝑄𝑥𝑥

 

𝒔𝒚/𝒙
𝟐  𝑠𝑦/𝑥

2 =
∑ (𝑦𝑖 − 𝑦�̂�)

2
𝑖

𝑁 − 2
 

 

Para la aplicación de este método de estimación es necesario verificar anteriormente que se cumplan 

dos condiciones: que los errores en la variable independiente, generalmente la concentración, deben 

ser menores que los de la variable respuesta (señal obtenida), es decir, que se preparen las soluciones 

con el menor error posible, de manera de que se cumpla la suposición de que esa variable “no tiene 

error”; y, además que las varianzas sean homogéneas en el intervalo de x (homocedasticidad). 

Luego de establecer la relación entre las variables es necesario determinar, mediante una prueba 

estadística, por ejemplo, mediante un test F, que el modelo lineal propuesto es el que ajusta el conjunto 

de datos. Este análisis puede hacerse mediante el uso de un Análisis de Varianza, ANOVA, que utiliza 

sumas de cuadrados (Tabla 4) 8. 
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Tabla 4. ANOVA de un modelo de regresión simple con réplicas en cada nivel de concentración. 

 

Fuente de 

variación 
Suma de cuadrados 

Grados 

de 

libertad 

Cuadrados 

medios 
F 

Regresión 𝑆𝑆𝑅𝐸𝐺 =  ∑ 𝑛𝑖 (ŷ𝑖 − 𝑦 ̅)2

𝑖

 1 𝑀𝑆𝑅𝐸𝐺 
𝑀𝑆𝑅𝐸𝐺

𝑀𝑆𝑒
 

LOF 𝑆𝑆𝐿𝑂𝐹 =  ∑ 𝑛𝑖 (𝑦 ̅𝑖 − ŷ𝑖)2

𝑖

 𝑚 − 2 𝑀𝑆𝐿𝑂𝐹 
𝑀𝑆𝐿𝑂𝐹

𝑀𝑆𝑒
 

Error Puro 𝑆𝑆𝑒 =  ∑(𝑦𝑖𝑗 − 𝑦 ̅𝑖)
2

𝑖

 𝑁 − 𝑚 𝑀𝑆𝑒  

Total 𝑆𝑆𝑇 =  ∑ ∑(𝑦𝑖𝑗 − 𝑦 ̅)
2

𝑗𝑖

 𝑁 − 1   

  

Donde 𝑚 es el número de niveles de concentración del analito utilizados para la curva de calibración. 

La prueba F para la falta de ajuste, LOF (por sus siglas en inglés), consiste en comparar 𝐹𝑒𝑥𝑝 =  
𝑀𝑆𝐿𝑂𝐹

𝑀𝑆𝑒
 

con el valor de la distribución F para (m-2) y (N-m) grados de libertad. Si esta relación es significativa 

(𝑀𝑆𝐿𝑂𝐹 significativamente mayor que 𝑀𝑆𝑒) al nivel de probabilidad elegido, se concluye que el 

modelo propuesto es inadecuado, y que existe falta de ajuste lineal. El valor 𝑀𝑆𝐿𝑂𝐹 corresponde a la 

variación entre los valores de las observaciones obtenidas y la estimación dada por la curva de 

calibración ajustada.  

 

3.1.3. Cifras de mérito 

 

3.1.3.1. Selectividad y especificidad  

 

La selectividad de un método se refiere a la extensión en que un método puede determinar un analito 

particular en una muestra compleja sin la interferencia de otros componentes. Un método es específico 

cuando es selectivo para un analito o un grupo de analitos 1.  

 

3.1.3.2. Sensibilidad de calibración y sensibilidad analítica 

 

La sensibilidad de calibración, 𝑆𝐸𝑁, es la pendiente de la recta de calibrado 2:  
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𝑆𝐸𝑁 = 𝑏      (Ec. 6) 

 

Este parámetro indica la variación de respuesta producida por unidad de concentración del analito, 

por lo que sus unidades son señal x concentración-1. Lo ideal es que este parámetro alcance el mayor 

valor posible, de manera de obtener un cambio apreciable o máximo en la señal para una pequeña 

variación en la concentración.  

En el caso de que quisiéramos comparar dos métodos analíticos que se basen en distintos tipos de 

respuesta, lo más adecuado es utilizar la sensibilidad analítica en lugar de la sensibilidad de calibrado, 

que se define como la relación entre la sensibilidad y el ruido instrumental: 

 

𝛾 =
𝑆𝐸𝑁 

𝑠𝑦
      (Ec. 7) 

 

Donde sy es la medida del ruido en la respuesta y puede determinarse a partir de los desvíos de las 

réplicas de medidas, r, respecto de sus valores medios: 

 

𝑠𝑦 =  √
∑ ∑ (𝑦𝑖−�̅�𝑖)2𝑟

𝑗=1
𝑚
𝑖=1

𝑁−𝑚
     (Ec. 8) 

 

Es decir, que un método analítico podría tener una buena sensibilidad, pero si el ruido instrumental 

es grande, podría conducir a mayores errores que otro método con menor sensibilidad de calibrado, 

pero mucho menor nivel de ruido, resultando en que la performance global del método no sea buena. 

 

3.1.3.3. Límites de detección y cuantificación  

 

Si los límites de detección, LOD (limit of detection), y cuantificación, LOQ (limit of quantification), 

se desean medir para la metodología analítica completa, es decir, además de la etapa de detección 

instrumental final, que incluyan las etapas de muestreo, preconcentración, separación analítica, 

purificación y efectos de matriz, entonces, todos estos factores deben ser tenidos en cuenta para la 

determinación de los valores de LOD y LOQ 9. 
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LOD 

El LOD corresponde a la mínima concentración del analito que puede ser detectada de manera 

confiable. Existen varias formas de obtener este parámetro. Para aquellos métodos que sean realizados 

bajo el control de una agencia de regulación, lo mejor es calcular dichos valores de acuerdo a cómo 

lo establezca dicha agencia. Si el método no se encuentra bajo uso regulatorio, la decisión sobre la 

forma de calcularlos queda a criterio del laboratorio que lo realice 10.   

➢ Una forma común de determinar este parámetro es utilizando la relación señal/ruido (S/N), donde 

la concentración del LOD queda determinada por la concentración del analito que genera una señal 

tres veces superior al nivel del ruido (S/N=3) 10. Para poder hacer su determinación es necesario 

que se realicen varias inyecciones al nivel de concentración del LOD. En métodos 

cromatográficos, dado que el nivel de ruido de la señal del blanco es muy bajo, los valores de LOD 

obtenidos son muy bajos. 

➢ Otra forma es utilizando la desviación estándar de la respuesta y la pendiente, donde: 

 

𝐿𝑂𝐷 =  
3,3.𝜎

𝑏
     (Ec. 9) 

 

Donde 𝜎 es la desviación estándar para una curva de calibración y b es su pendiente. Es 

recomendable estimar 𝜎 con la desviación de la ordenada, ya que los límites deberían estimarse 

con el error a esas concentraciones, y no con el error de las concentraciones de toda la curva 10. 

Los LODs determinados de esta manera suelen ser algo superiores a los del procedimiento anterior, 

dado que incluyen el “ruido” de los valores de la respuesta de los estándares.  

 

➢ La definición de la IUPAC 9 para el LOD está dada por: 

 

𝐿𝑂𝐷 = 2. 𝑡(0,05; N−2). 𝑠0    (Ec. 10) 

 

Siendo 𝑡(0,05; N−2) el valor del estadístico t de manera de que exista una probabilidad del 5% de aceptar 

que el analito está presente cuando en realidad está ausente (error tipo I o falso positivo con α = 0,05) 

y también una probabilidad del 5% de admitir que el analito está ausente cuando en realidad está 

presente (error de tipo II o falso negativo con β = 0,05), con N-2 grados de libertad. El valor de  

2. 𝑡(0,05; N−2) es cercano a 3,3, por lo que usualmente el LOD = 3,3 so.  El parámetro s0 se estima 

considerando este parámetro muy cercano al desvío estándar en la concentración de una muestra 

blanco, de acuerdo a la Ecuación 11: 



 Capítulo 3 

 

55 
 

 

𝑠0 =  
𝑠𝑦/𝑥

𝑏
√

1

3
+

1

𝑁
+

�̅�2

𝑄𝑥𝑥
     (Ec. 11) 

 

Esta ecuación se deriva de la Ecuación 12 correspondiente al desvío estándar, 𝑠(𝑥𝑖𝑛𝑐), de una 

concentración predicha (incógnita) a partir de la curva de calibrado, suponiendo que se analiza una 

muestra por triplicado (n=3). 

 

𝑠𝑖𝑛𝑐 =  
𝑠𝑦/𝑥

𝑏
√

1

𝑛
+

1

𝑁
+

(𝑥𝑖𝑛𝑐−�̅�)2

𝑄𝑥𝑥
    (Ec. 12) 

Los valores de LOD determinados de acuerdo a la IUPAC son bastante más grandes que para los 

procedimientos anteriores, dada su rigurosidad al incluir errores del tipo I y II.  

 

LOQ 

 

El LOQ es la mínima concentración del analito que puede ser cuantificable de manera confiable. Así, 

similar a las definiciones anteriores para el LOD, las de LOQ quedan convertidas en las siguientes: 

➢ De acuerdo a la aproximación de la relación señal/ruido se acepta el valor de S/N =10 10. 

➢ En relación al procedimiento de desviación estándar de la respuesta y la pendiente 10: 

𝐿𝑂𝑄 =  
10.𝜎

𝑏
       (Ec. 13) 

➢ Y según la definición de la IUPAC:  

 

𝐿𝑂𝑄 = 10𝑠0     (Ec. 14) 

 

Se considera que el desvío estándar relativo (Relative Standard Deviation, RSD) para una 

concentración igual al LOQ será del 10%, nivel que se toma como el valor máximo de RSD aceptable 

para poder cuantificar 9.  

Al igual que con el LOD, los LOQs generalmente arrojan valores más altos para los procedimientos 

IUPAC que cuando se aplica el segundo procedimiento, y estos valores más altos que para el primer 

procedimiento.  
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3.1.3.4. Linealidad y rango lineal 

 

Se considera que el rango lineal (RL) comprende desde el LOQ hasta el máximo valor en donde la 

curva se considera lineal. Esto es, para poder determinar el RL es necesario determinar hasta qué 

valor de concentración máximo del analito la curva de calibrado supera la prueba de hipótesis para la 

linealidad, es decir, un valor tal que 𝐹𝑒𝑥𝑝 =  
𝑀𝑆𝐿𝑂𝐹

𝑀𝑆𝑒
 debe ser menor que el valor de la distribución F 

para un valor de N y α determinados 2.  

 

3.1.3.5. Precisión, repetibilidad y exactitud 

 

La precisión de un método es la medida de qué tan cercanos son los resultados de ensayos 

independientes y usualmente suele expresarse como la desviación estándar, s, a ese nivel de 

concentración. Este parámetro es generalmente dependiente de la concentración y, por lo tanto, debe 

determinarse su dependencia, generalmente a tres niveles de concentración diferentes dentro del RL. 

La desviación estándar también puede expresarse en forma relativa a partir de la desviación estándar 

relativa (RSD), RSD% o el coeficiente de variación (CV). 

 

𝑅𝑆𝐷 =  
𝑠

�̅�
      (Ec. 15) 

 

𝐶𝑉 =
𝑠

�̅�
. 100     (Ec. 16)  

 

Donde �̅� es el valor medio del nivel de concentración. 

La repetibilidad es la precisión obtenida por medidas realizadas bajo condiciones exactamente 

repetidas: mismo operador, mismo método, mismo material, mismo laboratorio, en un periodo de 

tiempo corto. La reproducibilidad es la precisión para condiciones reproducibles: distinto operador, 

distinto laboratorio, distinto equipamiento, en un periodo de tiempo largo 1. 

La exactitud se define como el grado de concordancia entre un resultado, o la media de n resultados, 

y el valor verdadero (o aceptado como verdadero) para el analito determinado en una muestra. Una 

forma de expresarla es a partir de la exactitud relativa porcentual definida según la Ecuación 17:  

 

𝛿 =  
𝐶𝑑−𝐶𝑠

𝐶𝑠
 100    (Ec. 17)  
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3.1.3.6. Factor de recuperación y factor de enriquecimiento 

 

Otras cifras de mérito importantes que pueden agregarse a las anteriormente mencionadas, que se 

utilizan en metodologías que incluyen pretratamiento de muestras, en especial, preconcentración, 

corresponden al factor de recuperación, R%, y al factor de enriquecimiento, FE. Estos parámetros son 

esenciales para evaluar la eficiencia de un proceso de extracción y la capacidad del mismo de 

incrementar la señal analítica 11. 

La R% se define como el porcentaje de analito recuperado durante la extracción, dada por la Ecuación 

18, donde nAf, es la cantidad de analito A en la fase extractante, y nAi, es la cantidad del analito A en 

la muestra inicial. 

𝑅% =  
𝑛 𝐴𝑓

𝑛 𝐴𝑖 
 100 (Ec. 18) 

Este factor indica qué cantidad del analito presente en la muestra original se obtiene en el extracto 

obtenido luego de un proceso de extracción.  

Durante un proceso de extracción, el volumen de fase extractante es generalmente más pequeño que 

el volumen de la muestra inicial (Vf < Vi), de manera de que el analito sea preconcentrado o 

enriquecido mediante la extracción. El nivel de enriquecimiento del analito en la fase extractante se 

representa con FE, el cual queda expresado como: 

 

𝐹𝐸 =
𝐶𝐴𝑓

𝐶𝐴𝑖
      (Ec. 19) 

 

Siendo CAf y CAi, la concentración del analito A en el extracto final y la concentración en la solución 

inicial, respectivamente. El FE también puede expresarse en función de R% (Ecuación 20). Este 

parámetro es un indicador importante cuando se desarrollan técnicas para la determinación de 

compuestos en concentraciones muy bajas, del orden de trazas, donde el objetivo es obtener valores 

de FE lo más grandes posibles. 

 

𝐹𝐸 =
𝑉𝑖

𝑉𝑓
.

𝑅%

100
    (Ec. 20) 

De esta ecuación se puede observar que para obtener altos valores de FE se deberían procesar 

volúmenes lo más grande posibles de muestra, ser extraídos con un mínimo volumen de la fase 

extractante y la recuperación ser lo más alta posible (el analito debe ser muy afín a la fase extractante). 
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3.1.4. Metodologías para la calibración analítica 

 

Para obtener la función matemática para la calibración y teniendo en cuenta inconvenientes 

provocados por la matriz de la muestra o pretratamientos requeridos en el método, se pueden aplicar 

diferentes tipos de metodologías de calibración. Existen varias técnicas de calibración siendo de las 

más utilizadas la “calibración externa”, la “calibración por sobreagregado o adición de estándar”, y 

la “calibración con estándar interno”. 

La calibración externa consiste en la preparación de soluciones estándares de concentraciones 

determinadas a partir de un estándar de referencia (externo a la muestra) de pureza conocida, es decir, 

los estándares y la muestra se preparan de manera separada 12. Este estándar de calibración que se 

utiliza debe ser el mismo analito que se quiere determinar en la muestra problema. Debido a que la 

calibración externa asume que la respuesta del analito representa con exactitud la concentración del 

analito en la muestra original, es el tipo de calibración más usado para métodos donde la manipulación 

de la muestra es mínima o donde no hay efectos de matriz. 

El método de adición de estándar o sobreagregado se utiliza cuando los componentes de la matriz 

pueden afectar de alguna manera la respuesta del analito, exaltando o deprimiendo la señal, es decir, 

cuando existe un efecto de matriz. Muchas veces no se dispone de la  matriz o de sus componentes 

como para “simularla”, y hasta incluso puede que no sea posible obtener una parte de la muestra en 

ausencia del analito a determinar 13, es decir, cuando el analito es endógeno a la matriz. El método 

consiste en preparar soluciones de calibrado sobre la misma muestra, de tal manera de tener en todos 

los matraces la misma cantidad de matriz (y la máxima posible para no diluirla) para que los posibles 

efectos sobre la señal sean los mismos en toda la recta de calibración. A continuación, se adicionan 

distintos volúmenes de una solución de referencia, conteniendo la misma molécula o ion a determinar, 

a todos los matraces excepto uno, el blanco. En este caso la curva de calibración contendrá como eje 

x a la concentración de analito sobreagregada y como eje y, la señal obtenida. A diferencia del método 

anterior donde la concentración de la muestra (𝑥𝑖𝑛𝑐) se determina a partir de los datos obtenidos para 

la muestra y utilizando los datos de la curva de calibrado (𝑥𝑖𝑛𝑐 =
(𝑦̅̅ ̅

𝑚𝑢𝑒𝑠𝑡𝑟𝑎−𝑎)

𝑏
), en este otro caso 𝑥𝑖𝑛𝑐, 

usualmente se calcula como el valor del eje x obtenido por extrapolación de la curva de calibrado para 

𝑦 = 0. La principal desventaja de este método es que cada muestra debe tener su curva de calibrado, 

y que al ser un método por extrapolación y no interpolación como el método anterior, tiene menor 

precisión. Para evitar extrapolar, es aconsejable trabajar con los valores de la pendiente y ordenada 

al origen para obtener mejor precisión. En la práctica esta pérdida de precisión no suele ser muy 

significativa. 
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El método de estándar interno consiste en utilizar un analito exógeno a la matriz, el estándar interno 

(EI), utilizado como calibrante, que se agrega a la muestra en una misma cantidad en todos los 

matraces, a distintos niveles de concentración del analito. Este método se utiliza generalmente cuando 

se necesitan etapas de preparación de muestra donde puede producirse la pérdida de una porción del 

analito, aunque puede emplearse para corregir errores determinados, como inexactitudes en la 

inyección de una muestra al sistema cromatográfico, errores en la calibración del equipamiento, etc. 
10 Si se emplea con la finalidad mencionada en primer lugar, se asume que el estándar interno utilizado 

sufre los mismos procesos de pérdida que el analito, por ejemplo, al filtrar, extraer desde un solvente 

inmiscible, etc. En este método la curva de calibrado se grafica con la relación de señales obtenidas 

para el analito y el EI (𝑆𝑎𝑛𝑎𝑙𝑖𝑡𝑜
𝑆𝐸𝐼

⁄ ), en función de la cantidad de analito agregado como en los otros 

dos métodos. De esta manera, se asume que, al hacer el cociente de señales, los efectos de pérdida 

del analito y el EI se cancelan. Finalmente, el cálculo de la concentración del analito en la muestra se 

realiza de la misma forma que en el método de calibración externa, con la diferencia de que a la 

muestra se le adiciona el EI en idéntica cantidad en que se agrega a los niveles de la curva de calibrado, 

y el dato con el que se entra en la curva de calibrado es la relación de la señal analito en la 

muestra/señal del EI.  

En todo caso, la validez de cualquiera de los métodos de cuantificación descritos se deberá validar 

empleando estándares de referencia, si estos existen para la matriz en estudio, o empleando patrones 

preparados en el laboratorio. 

 

3.1.5. Efecto de matriz 

El efecto de matriz es el cambio que experimenta la señal analítica del analito como consecuencia de 

la influencia que ejercen los componentes de la muestra 14. Este efecto se ve traducido en un cambio 

en la pendiente de la curva de calibración, por lo que, una forma de evaluar si existe un efecto 

significativo en la señal por parte de la matriz es mediante la comparación de las pendientes en una 

curva de calibración externa contra una de calibración por sobreagregado. Si existe una diferencia 

estadísticamente significativa entre estas dos pendientes, podemos decir que existe tal efecto, por lo 

que concluimos que para poder obtener un resultado más confiable de la determinación de la 

concentración del analito es necesario hacerlo sobre la matriz de la muestra o en una matriz simulada 

(en caso de que esté disponible). 

Esta comparación estadística se realiza mediante un test-t, mediante la ecuación 21. 

𝑡 =  
𝑏11−𝑏21

√𝑠𝑏11
2 +𝑠𝑏12

2
      (Ec. 21) 
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Donde sb1
2 y sb2

2 son las desviaciones estándar de las dos pendientes que se quieren comparar. Si 

estas varianzas residuales (σ2
1 y σ2

2, estimadas por s2
e1 y s2

e2, respectivamente) que se utilizan para 

calcular las respectivas varianzas de las pendientes (ecuaciones 21 y 22) son homogéneas (lo cual 

puede comprobarse mediante un test-F), entonces la varianza combinada se calcula como la ecuación 

24, siendo n1 y n2 el número de datos de cada regresión, respectivamente. 

𝑠𝑏11
2 =  

𝑠𝑒1
2

∑ (𝑥𝑖1−𝑥1)̅̅ ̅̅ ̅2𝑛1
𝑖=1

     (Ec.22) 

𝑠𝑏12
2 =  

𝑠𝑒2
2

∑ (𝑥𝑖2−𝑥2)̅̅ ̅̅ ̅2𝑛2
𝑖=1

        (Ec.23) 

 

𝑠𝑒𝑝
2 =  

(𝑛1−1)𝑠𝑒1
2 +(𝑛2−1)𝑠𝑒2

2

𝑛1+𝑛2−4
     (Ec.24) 

Esta varianza combinada se utiliza para calcular el estadístico t (ecuación 25), el cual se compara con 

el valor de tabla para n1+n2-4 grados de libertad.  

𝑡 =
𝑏11−𝑏21

√𝑠𝑒𝑝
2 (

1

∑ (𝑥𝑖1−𝑥1)̅̅ ̅̅ ̅̅ 2𝑛1
𝑖=1

+
1

∑ (𝑥𝑖2−𝑥2)̅̅ ̅̅ ̅̅ 2𝑛1
𝑖=1

)

   (Ec.25) 

En caso de que las varianzas no sean homogéneas, se puede utilizar una aproximación similar al test 

de Cochran para la comparación de medias con varianzas distintas. Es decir, si σ2
1 ≠ σ2

2, los valores 

teóricos t1 y t2, con grados de libertad dados por n1-2 y n2-2, respectivamente, se pueden obtener de 

tablas-t, y calcular el siguiente estadístico t´, dado por la ecuación 26, donde el valor de t se obtiene 

de la ecuación 21 5.  

 

𝑡´ =
𝑡1𝑠𝑏11

2 +𝑡2𝑠𝑏12
2

𝑠𝑏11
2 +𝑠𝑏12

2       (Ec.26) 
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3.2. Optimización de un método analítico 

 

En la etapa de optimización de un método analítico, el objetivo es encontrar las condiciones 

experimentales óptimas de cierto número de variables que afectan al procedimiento analítico 15. El 

método clásico de optimización es clasificado como un método secuencial, y es también conocido 

como “método de un-factor-por-vez” (“step-by-step” o “one-variable-at-a-time, OVAT). En esta 

estrategia se varía un factor experimental a la vez, se encuentra su valor óptimo y se procede a 

optimizar las demás variables en etapas, manteniendo el valor optimizado en la etapa anterior 16. Esta 

estrategia posee un costo que puede ser elevado si el número de variables es grande, debido al gran 

número de experimentos que son necesarios; no proporciona información acerca de las posibles 

interacciones entre los factores de estudio; sólo se examina una pequeña porción del espacio 

experimental; el óptimo global puede no ser encontrado; y las condiciones óptimas encontradas 

dependen de las condiciones de partida 15. Sin embargo, esta técnica permite obtener un mejor 

entendimiento de los principios y la teoría involucrados en el comportamiento de alguna variable en 

particular 16.  

La optimización mediante “diseño experimental” se presenta como alternativa a la optimización 

clásica (OVAT), en la que los inconvenientes de variar un factor cada vez pueden eliminarse 17. 

El diseño estadístico de experimentos (DE) evita estos inconvenientes al proporcionar el marco 

matemático para cambiar todos los factores simultáneamente y obtener la información buscada con 

un número reducido de experimentos, es decir, con la máxima eficiencia. El DE conduce a una 

planificación con menos experimentos que el método de optimización paso a paso y permite obtener 

la condición óptima global de las variables y las posibles interacciones entre ellas 18.  

Para poder realizar la planificación experimental es necesario considerar las siguientes etapas 15: 

 

➢ Identificar los factores y niveles: Es muy importante poder identificar todos los factores que 

pueden tener influencia en el proceso que se está estudiando, ya que aquellas variables que no se 

tengan en cuenta pueden producir variaciones en las respuestas estudiadas que dificulten el análisis 

de los datos. Además, es necesario determinar el rango en el que serán evaluados los factores.  

➢ Selección de la variable respuesta: Al seleccionar una respuesta el experimentador debe estar 

seguro que ese parámetro brindará información útil acerca del proceso de estudio. Muchas veces 

es necesario la optimización de más de una respuesta a la vez. 

➢ Elección del diseño experimental: Para elegir un diseño de experimentos es necesario tener en 

cuenta el número de factores que se quieran analizar y el número de experimentos que se puedan 

analizar (dependiendo del tamaño muestral). 
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➢ Experimentación: Este paso consiste en la realización de los experimentos en las condiciones 

determinadas por el diseño. Los experimentos deben realizarse en orden aleatorio. 

➢ Análisis de datos, conclusiones y toma de decisiones: Una vez recolectados los datos de los 

experimentos es necesario analizarlos mediante métodos estadísticos. Existen muchos softwares 

que permiten el análisis de los datos. A partir de las conclusiones obtenidas es necesario determinar 

las condiciones óptimas de los factores de manera de poder optimizar las respuestas que se quieren 

estudiar. 

Cuando el número de variables a optimizar es grande (más de 3) es necesario realizar previamente 

diseños de cribado o screening, de manera de poder determinar cuáles de ellos son significativamente 

influyentes sobre la respuesta que se quieren optimizar. Generalmente, se utilizan diseños en pocos 

niveles con múltiples factores, entre los que se encuentran los Diseño factoriales (totales y 

fraccionarios) y los Diseños de Placket-Burman. Una vez determinados los factores significativos se 

procede a optimizarlos mediante diseño de pocos factores, pero de varios niveles, con el propósito de 

alcanzar un valor óptimo medido por una función de la/las respuestas a optimizar. Estos son diseños 

de superficies de respuesta, entre los que se encuentran el Diseño Central Compuesto (DCC), el 

diseño de Box-Behnken y el diseño de Doehlert 15.  

 

 

3.2.1. Diseño Central Compuesto 

 

Un diseño central compuesto (DCC) es un diseño de experimental que permite el análisis simultáneo 

de distintas variables en varios niveles. En este tipo de diseño sólo pueden analizarse factores 

cuantitativos o relaciones de mezcla, ya que las respuestas seleccionadas para su optimización se 

modelan como función de los factores 15. El DCC consta de:  

 

➢ Puntos factoriales (pf): (2k experimentos), donde k es el número de factores, los cuales forman 

parte de un diseño factorial de dos niveles y tienen factores en niveles -1 o +1. 

➢ Puntos axiales o también llamados puntos estrella (pe): (2k experimentos), que son aquellos que 

se encuentran a una distancia ±α del punto central, donde α queda definido por el experimentador 

según se detalla más adelante.  

➢ Puntos centrales (pc), que son aquellos que tienen todos los factores en nivel 0. Generalmente se 

hacen réplicas de este punto para obtener la estimación del error. 19  
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El número total de experiencias es E= 2k+2k+pc. De acuerdo a lo previamente dicho se puede ver que 

cada factor se encuentra en cinco niveles posibles: -α, -1, 0, +1, + α y cuando α toma el valor de la 

raíz cuarta de f (siendo f el número de puntos factoriales), se dice que el diseño es rotable. El valor 

de α determina la ubicación de los puntos estrella y generalmente varía de un valor 1 a un valor k 

siendo el operador el que fija este valor de acuerdo a la región de interés y las condiciones de 

operabilidad del dominio experimental. La “rotabilidad” de un diseño es una propiedad del mismo 

que implica que el error en la predicción de la respuesta por parte del modelo ajustado es constante a 

una distancia dada desde el centro del diseño. Esta propiedad se puede comprobar obteniendo una 

gráfica de contornos perfectamente circulares cuando se representa el error estándar del diseño en 

función de las coordenadas experimentales 20. 

En la Figura 6 puede verse un esquema representativo del DCC para dos factores, x1 y x2, que consta 

de un diseño factorial 22, un diseño estrella, y un punto central 19.   

Una vez que se tiene los resultados de un diseño de superficie de respuesta, como es el caso del DCC, 

se puede construir un modelo polinómico que describa la relación entre una respuesta y los factores 

considerados como significativos. Generalmente se construye un modelo polinómico de segundo 

orden. Posteriormente el modelo puede interpretarse gráficamente, mediante gráficos de contornos 

en 2D o gráficos de superficies de respuesta en 3D; y estadísticamente, mediante, por ejemplo, un 

ANOVA 15. 

 

 

 

 

 

 

Figura 6. DCC de dos factores, x1 y x2. (   ) diseño factorial 22, diseño tipo “estrella” (    ) y un 

punto central. (    ) diseño compuesto. 

Las superficies de respuesta son superficies n-dimensionales en un espacio (n+1)-dimensional.  Por 

ejemplo, en un diseño en el que se analizan dos variables simultáneamente se puede obtener un gráfico 

en 3 dimensiones, ya que se gráfica la respuesta en función de los factores (Figura 7). En caso de que 

X1 

X2 
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se traten de 3 o más variables, el gráfico sólo representará a dos de ellas, manteniendo las demás en 

un valor constante 19.  

 

 

Figura 7. Superficie de respuesta generada por un modelo cuadrático de optimización de dos 

variables en la que existe un máximo de respuesta.  

 

3.2.2. Función conveniencia u objetivo. 

Es relativamente sencillo determinar las condiciones óptimas de una sóla respuesta, mediante el uso 

de la derivada igualada a cero de la función matemática obtenida que describe la superficie de 

respuesta en función de los factores (en caso de que se trate de un máximo o un mínimo de la 

respuesta). Sin embargo, es posible que exista la necesidad de optimizar varias respuestas 

simultáneamente. El nivel de dificultad de encontrar el óptimo para todas las respuestas aumenta 

cuando las regiones óptimas para cada respuesta se encuentran alejadas entre ellas y no se intersectan 
19.  

Una aproximación utilizada para la optimización de múltiples respuestas es la técnica popularizada 

por Derringer y Suich (1980) 21, la cual hace uso de la función “deseabilidad”. La aproximación 

general se basa en convertir cada respuesta yi en una función deseabilidad di que varía en el rango 

0 ≤ 𝑑𝑖 ≤ 1, en el cual si la respuesta se encuentra en su valor objetivo (máximo, mínimo o un valor 

determinado), 𝑑𝑖 = 1, y si se encuentra fuera de la zona aceptable, 𝑑𝑖 = 0. En una segunda etapa se 
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eligen los valores de las variables del diseño de manera de que se optimice la función global 

deseabilidad, D, compuesta por las deseabilidades individuales de m respuestas (ecuación 27): 

 
𝐷 = (𝑑1𝑑2 … 𝑑𝑚)1/𝑚     (Ec. 27) 

El software Design-Expert utiliza métodos de búsqueda directos para maximizar la función D. 

Esta herramienta permite determinar los rangos más deseables para las variables y determinar cuál de 

ellas se quiere maximizar, minimizar o mantenerse dentro de un rango.  
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CÁPITULO 4 

DESARROLLO DE UNA TÉCNICA DE 

MICROEXTRACCIÓN DISPERSIVA CON LÍQUIDOS 

IÓNICOS DE FOSFONIO. 

 Aplicación a la determinación de hidrocarburos 

aromáticos policíclicos en muestras de agua del Río de 

La Plata. 
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4.1. Objetivos específicos 

 

a. Desarrollar un método de microextracción líquido-líquido dispersiva empleando líquidos 

iónicos de fosfonio (MELLD-IL) para la determinación de 16 hidrocarburos aromáticos 

policíclicos (HAPs) en muestras de agua. 

b. Desarrollar una metodología de separación cromatográfica para la determinación de los 16 

HAPs mediante HPLC en fase inversa con detección DAD-fluorescencia. 

c. Optimizar las variables más importantes de la extracción MELLD a partir de una optimización 

por etapas. 

d. Validar internamente el método de extracción y análisis mediante la determinación de las 

cifras de mérito más importante del mismo. 

e. Determinar las concentraciones de los HAPs, correspondiente a la fracción soluble, en 
muestras de agua del Río de La Plata. 

 
 

4.2. Metodología propuesta 

 

4.2.1. Reactivos 

 

Estándares de HAPs: se empleó el kit de reactivos sólidos Accustandard conteniendo los 16 HAPs 

prioritarios de la US-EPA (naftaleno (Nap), acenaftileno (Acp), acenafteno (Ace), fluoreno (Flu), 

fenantreno (Phe), antraceno (Ant), fluoranteno (Flt), pireno (Pyr), criseno (Cry), benzo[a]antraceno 

(B[a]A), benzo[b]fluoranteno (B[b]F), benzo[k]fluoranteno (B[k]F), benzo[a]pireno (B[a]P), 

indeno[1,2,3-cd]pireno (InP), dibenzo[a,h]antraceno (DBA), y benzo[g,h,i]perileno (BPe)) 

Se emplearon líquidos iónicos con base en el catión fosfonio y diferentes aniones: cloruro de 

trihexil(tetradecil)fosfonio ([(C6)3C14P][Cl], bromuro de trihexil(tetradecil)fosfonio ([(C6)3C14P][Br] 

y dicianamida de trihexil(tetradecil)fosfonio ([(C6)3C14P][N(CN)2] provistos por Cytec Industries 

(New Jersey, USA). Los nombres comerciales de cada uno son: CYPHOS ®IL 101, CYPHOS ®IL 

102 y CYPHOS ®IL 105, respectivamente. 

Los reactivos empleados fueron de grado analítico o mejor: cloruro de potasio, cloruro de sodio, 

fosfato de sodio dibásico anhidro, y bicarbonato de sodio (Anedra, Industria Argentina), fosfato de 

potasio (Matheson, Coleman & Bell, Norwood, Ohio, USA), acetona y sulfato de sodio anhidro 

(Merck, Industria Argentina), hidróxido de potasio Analar (Poole, Inglaterra), diclorometano, 

acetonitrilo y metanol grado HPLC (J. T. Baker, Estado de México, México). Las soluciones fueron 

preparadas en agua MilliQ® (Milli-Q system, Millipore). 
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4.2.2.  Equipamiento 

 

Los análisis cromatográficos fueron llevados a cabo utilizando un cromatógrafo de líquidos Agilent 

Technologies (Mulgrave, Australia) serie 1100 equipado con una bomba binaria, un desgasificador 

de vacío, y un compartimiento termostatizador para columna conteniendo una columna Zorbax 

Eclipse XDB-C18 (250 x 4,6 mm d.i, 5 μm d.p.) conectado a una columna guarda. Se utilizó un 

detector DAD, para el análisis cualitativo, y uno de fluorescencia (FLD) para el análisis cuantitativo.  

Para el método MELLD se utilizaron tubos de vidrio de cuello angosto, fabricados en el laboratorio 

de vitroplastía de la FCE-UNLP. Los tubos son de 9,5 cm x 12 mm de diámetro interno con un cuello 

de 6 mm de diámetro interno. El volumen total de muestra colocada en los tubos fue de 5,00 mL, y 

los volúmenes de la fase de RTIL colectada, medidos con una microjeringa, fueron entre 20 y 25 µL 

(±1µL). Se utilizaron microjeringas de 50 y 100 µL provistas por Agilent Technologies (Mulgrave, 

Australia) y Hamilton (Reno, USA) respectivamente. También se utilizó un baño de ultrasonido 

modelo 8890 (Cole Parmer, Estados Unidos) en el proceso de extracción para favorecer la dispersión, 

y para la separación de las fases se utilizó una centrífuga LUGUIMAC LC-20.  

En la etapa de purificación de los RTILs se utilizó un agitador mecánico vortex Genie 2 (Scientific 

Industries, Estados Unidos). 

 

4.2.3. Condiciones cromatográficas 

 

La identidad de los picos fue confirmada por comparación de los tiempos de retención de cada pico 

cromatográfico con el de los estándares puros preparados a partir de los estándares de Accustandard, 

y mediante los espectros DAD de la librería espectral (cuando las concentraciones de las muestras lo 

permitieron) creada a partir de los espectros de los mismos estándares.  

Dada gran variabilidad en las hidrofobicidades de los analitos a separar, se utilizó un gradiente 

optimizado que consistió de: 70-100 % de acetonitrilo en 43 min, a un flujo de 0,7 mL min-1. La fase 

móvil orgánica se filtró con filtros de nylon de 0,45 µm y la acuosa con filtro de nitrato de celulosa, 

también de 0,45 µm. Para la determinación cuantitativa de los analitos se empleó un detector de 

fluorescencia, para lo cual se seleccionó como longitud de onda de excitación óptima 260 nm, 

considerando los espectros UV-vis de cada uno de ellos. Las longitudes de onda de emisión óptimas 

para los 16 HAPs se detallan en la Tabla 5. Acp fue cuantificado mediante DAD a 230 nm, debido a 

que no presenta fluorescencia. A esta longitud de onda no existía interferencia por parte de los 

líquidos iónicos utilizados.  

El volumen inyectado del extracto obtenido en el líquido iónico fue de 10 µL en todos los ensayos.  
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Tabla 5. Longitudes de onda de fluorescencia empleados en la detección de los distintos HAPs   

Analitos λ (nm) 

Nap, Ace, Flu y Phe 340 

Ant, Pyr, Cry, BaA y DBA 400 

BbF, BkF, BaP y BPe 420 

Flt y InP 500 

 

 

4.2.4. Purificación de los RTILs 

 

En la metodología MELLD se emplearon como solventes de extracción RTILs con densidades 

menores que la del agua, de manera que se pudiera obtener la fase extractante (RTIL) en la parte 

superior y así facilitar su recolección. Antes de ser utilizados se empleó un procedimiento de 

purificación de literatura 1 que consistió en lavados con solución alcalina. Para esto se disolvió cada 

uno de los RTILs en un volumen de diclorometano en una relación 1:4 en tubos cónicos de 

polipropileno de 14 mL. La solución resultante se lavó con 1,00 mL de una solución de KOH 1.10-4 

M, se agitó en un agitador mecánico vortex durante 10 min y finalmente se centrifugó durante 10 min 

a 4000 rpm. La fase acuosa fue descartada utilizando una pipeta Pasteur. Este proceso se realizó por 

quintuplicado y posteriormente se repitió el procedimiento, pero utilizando esta vez 1,00 mL de agua 

MilliQ, de manera de eliminar los restos de solución alcalina (también por quintuplicado). Finalmente 

se procedió a la determinación de la ausencia de anión de la sal de RTIL en la fase acuosa de lavado 

por reacción con AgNO3 0,05 M. Una vez terminados los lavados se procedió al secado de la fase 

orgánica conteniendo el RTIL puro a partir del uso de aproximadamente 1 g de Na2SO4 (anhidro), se 

agitó en vórtex por 15 min y se filtró con papel de filtro Whatman ® 40. La fase orgánica filtrada se 

evaporó mediante burbujeo con N2 y posteriormente se secó durante 48 h en estufa a 40°C.  

 

4.2.5. Preparación de solución stock y estándares en agua 

Se prepararon soluciones “stock” de los 16 HAPs seleccionados disolviendo los compuestos en 

acetonitrilo (con concentraciones variables y conocidas entre 300 y 800 μg mL-1). A partir de ellos se 

preparó una solución estándar de 1 μg mL-1. Todas las soluciones se guardaron en frascos color 

caramelo y se conservaron en freezer a -20 °C hasta su uso. Su estabilidad fue controlada antes de su 

utilización comparando las áreas de los picos cromatográficos con las áreas de la solución inicial. 
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4.2.6. Aplicación de la metodología MELLD a muestras de agua del Río de La Plata. 

Las muestras de agua de río fueron recolectadas en botellas de vidrio color caramelo previamente 

lavadas con metanol. Las mismas fueron tomadas desde el “canal Este” y el “canal Oeste”, que rodean 

la destilería YPF de la localidad de Ensenada, los cuales desembocan en el Río de La Plata. Las 

muestras fueron mantenidas a 4 °C en la heladera y se filtraron utilizando filtros de nylon de 0,45 µm, 

antes de ser utilizadas. 

Las concentraciones de los diferentes HAPs en las muestras de agua, correspondiente a la fracción 

soluble, se determinaron empleando el método de la “adición de estándar o sobreagregado”, para 

eliminar posibles efectos de matriz. Para esto se prepararon soluciones de diferentes niveles de 

concentración dentro del rango lineal para cada PAH, aditivando con volúmenes conocidos de las 

soluciones estándar las muestras a analizar.   

 

 

4.3. Resultados y discusiones 

 

4.3.1. Optimización de los parámetros de extracción 

 

Para la optimización de la metodología MELLD se empleó el procedimiento de “una variable a la 

vez” (step-by-step) desarrollada en el Capítulo 3 (Sección 3.2). Para esto se seleccionaron 5 de los 16 

HAPs como analitos de prueba, de hidrofobicidad diferente, representativos de todo el conjunto: 

Naftaleno, Antraceno, Pireno, Criseno, y Benzo[k]Fluoranteno. Las concentraciones utilizadas para 

estos ensayos fueron: 43 µg L-1; 41 µg L-1; 57 µg L-1; 53 µg L-1 y 38 µg L-1, respectivamente. Para 

todos los experimentos realizados se utilizó un volumen constante de solución estándar de 5,00 mL.  

La performance del método fue analizada a partir de la “relación de áreas”, Ar, de los picos 

cromatográficos, expresado como la relación entre el área correspondiente a los analitos en la fase 

extractante ARTIL (proporcional a CRTIL, la concentración en la fase de líquido iónico), dividido por el 

área de los analitos en la fase acuosa inicial antes del proceso de extracción, Aac (proporcional a Cac, 

concentración en la fase acuosa). Por lo tanto, Ar corresponde al factor de enriquecimiento, FE 

(=CRTIL/Cac), en esa condición experimental de extracción, como se detalla en el Capítulo 3 (Sección 

3.1.3.6). Las condiciones óptimas seleccionadas serán aquellas que permitan maximizar Ar, y por lo 

tanto FE, para todos los analitos.  

Se seleccionaron como parámetros significativos de la performance del método a aquellos que 

usualmente lo son en este tipo de metodología de extracción: tipo y volumen de RTIL, tipo y volumen 
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de solvente dispersante, tipo de sal utilizada (efecto salino) y los tiempos de extracción y 

centrifugación. 

Una vez seleccionado el solvente dispersante, se establecieron como condiciones iniciales de la 

optimización: 40 µL de RTIL y 80 µL de metanol, como solvente dispersante. Para el estudio del 

efecto salino se empleó NaCl al 3% p/V como condición inicial. Los tiempos de extracción y 

centrifugación fueron de 10 y 20 min, respectivamente. Los parámetros fueron optimizados de a uno, 

es decir que en cada etapa de optimización los resultados sólo dependen de este factor, por lo que su 

valor va cambiando al valor óptimo en el transcurso de la optimización, como se detalla a 

continuación. Cada condición se ensayó por triplicado. 

 

4.3.2. Elección del RTIL  

 

Se emplearon los 3 RTILs de fosfonio disponibles en el laboratorio, [(C6)3C14P][Cl], [(C6)3C14P][Br] 

y [(C6)3C14P][N(CN)2], y todos fueron purificados. Los cromatogramas obtenidos cuando se utilizó 

el [(C6)3C14P][N(CN)2] no fueron aceptables, ya que se observó la aparición de picos extraños y coleo 

en los picos de los analitos, por lo que tuvo que ser descartado. En la Figura 8 se presentan los 

resultados de las Ar como indicadores de los FE, obtenidas para los otros dos RTILs utilizados. Se 

puede observar que las eficiencias de extracción para [(C6)3C14P][Cl] y [(C6)3C14P][Br] son similares. 

Sin embargo, las eficiencias obtenidas para los dos HAPs más hidrofóbicos, Cry y B[k]F, son mayores 

cuando se emplea [(C6)3C14P][Br]. Es por esto que se seleccionó este RTIL para los siguientes 

ensayos.  

 

4.3.3. Elección del solvente dispersante 

 

Como se explicitó en el Capítulo 2, los solventes dispersantes que se utilizan en esta técnica deben 

ser solubles, tanto con el líquido iónico como en la matriz acuosa. A partir de esta condición se 

seleccionaron al metanol, etanol, acetona y acetonitrilo como solventes dispersantes. Para ello se 

prepararon distintas soluciones conteniendo 40 µL de [(C6)3C14P][Br] en 80 µL del solvente 

dispersante correspondiente. Se inyectó la mezcla en la muestra acuosa tal como se explicó en la 

Sección 2.4.1. Como se puede observar en la Figura 9, el solvente dispersante que permitió mejores 

resultados en la extracción, para todos los analitos, fue el metanol, por lo que se lo seleccionó para 

los experimentos posteriores. 
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Figura 8. Efecto del tipo de IL sobre la eficiencia de extracción, Ar. (   ) Nap, (   ) Ant, (   ) Pyr, (   ) 

Cry, (   ) B[k]F. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Efecto del tipo de solvente dispersante. (   ) Nap, (   ) Ant, (   )Pyr, (   ) Cry, (   ) B[k]F. 
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4.3.4. Efecto del volumen de solvente dispersante 

 

Uno de los parámetros más importantes a optimizar es el volumen de solvente dispersante, dado que 

este solvente quedará solubilizado en la fase acuosa luego de la extracción y el volumen que se emplee 

puede afectar (aumentar o disminuir) la solubilidad del IL en la fase acuosa. Esto puede determinar 

el volumen de LI que se recupera finalmente. 

Se ensayaron diferentes relaciones de volumen de solvente dispersante vs. volumen de LI, 

manteniendo este último en un valor constante (40 μL). Los valores utilizados fueron: 2, 3, 4, 5 y 10. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10. Efecto del volumen de solvente dispersante. (  ) Nap, (    ) Ant, (   )Pyr, (  ) Cry, (* ) 

B[k]F. 

 

Los resultados obtenidos (Figura 10) muestran que cuando la relación entre el volumen de solvente 

dispersante, VD, y el RTIL, VRTIL, fue igual a 2, los factores de enriquecimientos (expresados como 

Ar) fueron los más altos (o, en algunos casos se mantuvieron constantes). Por lo tanto, el valor de Ar 

seleccionado fue de 2, por lo que el volumen de metanol a utilizar en los siguientes ensayos será de 

80 µL. 
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4.3.5. Efecto del volumen del solvente extractante (RTIL) 

 

Para evaluar el efecto del volumen de RTIL se prepararon soluciones conteniendo distintos 

volúmenes de [(C6)3C14P][Br] y dos veces el volumen de solvente dispersante óptimo, es decir, 

metanol. Los volúmenes utilizados fueron: 30, 40, 60, 80 y 100 µL. La Figura 11 permite concluir 

que el máximo rendimiento de extracción se obtiene cuando el volumen de RTIL fue de 30 µL, lo 

cual podía esperarse dado la mayor dilución de los analitos a volúmenes mayores. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11. Efecto del volumen de LI. (  ) Nap, (   ) Ant, (  )Pyr, (  ) Cry, ( * ) B[k]F. 

 

4.3.6. Tiempo de extracción y centrifugación 

 

Se consideró como tiempo de extracción al tiempo desde la inyección de la mezcla RTIL-solvente 

extractante en la muestra a analizar, hasta que comienza la centrifugación. El tiempo se varió desde 

5 hasta 30 min. En la Figura 12 se observa que la eficiencia de extracción crece hasta los 10 min y 

luego decrece y se mantiene constante. Es por esto que se seleccionó como tiempo de extracción 10 

min. 

El proceso de centrifugación permite que las fases de LI y la solución acuosa se separen. El tiempo 

de centrifugación se definió como el tiempo en que el tubo, conteniendo la muestra, se mantiene 

dentro de la centrífuga. Los valores de tiempo que se ensayaron fueron: 5, 10, 15, 20 y 30 min. La 
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velocidad de centrifugación se mantuvo constante en 4000 rpm, el valor máximo del instrumento. 

Los valores más altos de Ar para algunos analitos se obtuvieron para un tiempo de 20 min, mientras 

que para otros fue de 30 min (Figura 13). Debido a que el aumento no es significativo, se eligió 20 

min como el tiempo óptimo de centrifugación. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 12. Efecto del tiempo de extracción. (  ) Nap, (   ) Ant, (  )Pyr, (  ) Cry, ( * ) B[k]F. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 13. Efecto del tiempo de centrifugación. (   ) Nap, (   ) Ant, (  )Pyr, (  ) Cry, ( * ) B[k]F. 
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4.3.7. Efecto salino 

 

Es muy frecuente en extracciones líquido-líquido el empleo de sales en la fase acuosa para aumentar 

la eficiencia de extracción, como consecuencia del conocido “efecto salino” (salting-out), donde el 

analito es “expulsado” hacia la fase orgánica como consecuencia de que las moléculas de agua pasan 

a comprometerse en la solvatación de los iones de la sal. Sin embargo, también puede existir un 

fenómeno menos conocido, como es el “salting-in”, el cual se observa, por ejemplo, en el caso de la 

solubilidad de proteínas en agua 2,3. Este es un efecto inverso al salting-out donde el aumento de sales 

en la fase acuosa produce una mayor solubilidad de analitos, por lo general del tipo polar, en esa fase. 

En el caso de las proteínas ocurre por atracción de los grupos cargados con los iones de las sales en 

solución 2.  Este efecto podría ocurrir en este caso debido a que el solvente extractante es un líquido 

iónico, y el agregado de sal podría provocar que se establezcan atracciones coulómbicas entre iones 

de carga opuesta del RTIL y la sal y, así, aumentar la disolución del LI en la fase acuosa, y, por lo 

tanto, aumentar la solubilidad de los analitos en esta fase, provocando finalmente una disminución en 

la eficiencia de extracción. 

Para estudiar el efecto del agregado de sales, se seleccionaron dos sales con iones monovalentes, una 

con iones divalentes y una con anión trivalente: NaCl, KCl, MgSO4 y K3PO4, en concentraciones 

entre 0,5 y 5 % p/V. La condición donde no se utilizaba el agregado de sal tuvo que eliminarse debido 

a que no se producía la dispersión. Este hecho podría sustentar la hipótesis de que se produzca un 

fenómeno salting-in del líquido iónico en el agua debido al agregado de sales. La dispersión se 

produciría a causa de las atracciones de los iones de la sal con los grupos cargados del RTIL, y los 

iones a su vez interaccionan con el agua permitiendo la dispersión del líquido iónico 2. 

De la Figura 14-A y 14-B se observa que los valores de Ar disminuyen levemente (cuando se utiliza 

NaCl) o se mantienen inicialmente constantes (cuando se utiliza KCl) pero luego aumentan. Estos 

aumentos se deben al fenómeno de “salting-out” mencionado anteriormente. Sin embargo, de la 

Figura 14-C y 14-D, para MgSO4 y K3PO4 se observa que los valores de Ar decrecen con el aumento 

en la concentración de sal. El efecto es mayor para K3PO4 que para MgSO4. Por lo antedicho, la 

disminución en la eficiencia de extracción puede deberse al fenómeno de “salting-in” mencionado 

anteriormente, donde ocurriría una atracción coulómbica de los respectivos iones de la sal con los 

iones del RTIL. El efecto es más marcado para los aniones polivalentes PO4
-3 que para SO4

=. Dentro 

de los cationes, el efecto es mayor para el catión con mayor concentración de carga (de menor 

carga/radio), Na+. En resumen, las extracciones más eficientes se lograron con KCl y los valores 

óptimos se obtuvieron para 5 %p/V. 
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Figura 14. Efecto de la concentración de NaCl, KCl, MgSO4 y K3PO4 en el rendimiento de extracción de los HAPs de prueba. (  ) Nap, (   ) Ant, (  ) 

Pyr, ( ) Cry, (*) B[k]F.
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4.4. Descripción del procedimiento MELLD optimizado 

 

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente, la metodología de extracción óptima consistió en 

inyectar rápidamente, utilizando una jeringa, 90 µL de una mezcla que contenía 33 %V/V de 

[(C6)3C14P][Br] en metanol (relación 1:2), en un tubo que contenía 5,00 mL de una solución acuosa 

conteniendo los analitos y KCl 5% p/V. Inmediatamente después de la inyección se produce una 

dispersión turbia y luego de 10 min de sonicado se procedió a realizar la centrifugación durante 20 

min a 4000 rpm. El procedimiento se repitió 5 veces. El volumen de LI extraído fue de 23,6 µL (±0,2 

µL) en promedio (Figura 15). Finalmente se tomaron 10 µL de esta fase y se inyectaron directamente 

en la columna cromatográfica.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 15. Esquema del procedimiento de MELLD 
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4.5. Parámetros de performance de la metodología analítica 

 

A fin de realizar una validación interna de la metodología analítica desarrollada, se consideraron las 

siguientes cifras de mérito: límite de detección (LOD), límite de cuantificación (LOQ), rango lineal 

(RL), factor de enriquecimiento (FE), recuperación porcentual (R%), exactitud relativa (δ) y 

reproducibilidad intradía (RSD).  

Los LOD se calcularon mediante la relación (S/N=3) (Sección 3.1.3.3). Los resultados se ubican en 

el rango de 0,02-0,49 µ.L-1. Mientras que para Acp, dado que no presenta fluorescencia, fue de 0,56 

µ.L-1. Por otra parte, los LOQ se evaluaron según el método de la relación señal-ruido, como S/N=10. 

Los valores se encuentran en el rango de 0,08-1,85 µ.L-1. En la Tabla 6 se muestran los resultados 

obtenidos. 

Los FE, R%, y RSD% y δ para cada PAH fueron determinados a partir de sobreagregados de los 

analitos (por quintuplicado) en 3 niveles de concentración no utilizados en las rectas de calibración: 

0,025, 0,040 y 0,060 mg L-1. Los cálculos se realizaron a partir de las ecuaciones 28 y 29 derivadas 

de las ecuaciones 18-20 (Sección 3.1.3.6), y de la ecuación 17 (Sección 3.1.3.5). Los resultados 

obtenidos para estos parámetros se detallan en la Tabla 7. 

 

𝐹𝐸 =  
𝐴𝐼𝐿

𝐴𝑎𝑐
      (Ec. 28) 

 

𝑅% = 𝐹𝐸 .
𝑉𝐼𝐿

𝑉𝑎𝑐
. 100     (Ec. 29) 

Siendo 𝐴𝐼𝐿y 𝐴𝑎𝑐 las áreas cromatográficas de los analitos en la fase de LI y la fase acuosa 

respectivamente, con las condiciones de extracción optimizadas; 𝑉𝐼𝐿 y 𝑉𝑎𝑐 los respectivos volúmenes 

de la fase de LI y la fase acuosa.  

Se observan en Tabla 7 altos factores de recuperación, FE, que oscilan entre 109 y 228, y muy buenas 

recuperaciones, R%, ubicadas en el rango entre 60 y 108%. Las precisiones calculadas como RSD% 

fueron muy aceptables, entre 3,4 y 11,9%, de la misma manera que los valores de exactitud relativa, 

δ, comprendidos entre 0,4 y 9,9%, dependiendo del analito y del nivel de concentración estudiado. 

Los valores moderados de recuperación pueden deberse a la presencia de acetonitrilo en las 

soluciones estándares. Este solvente orgánico fue necesario para solubilizar a los patrones de los 

HAPs en la matriz acuosa, de manera de obtener niveles de detectabilidad aceptables. Sin embargo, 

el empleo de volúmenes altos de acetonitrilo en la muestra acuosa resultó en un volumen de fase de 

RTIL más pequeña a lo esperado, debido a que parte del líquido iónico se puede solubilizar en la fase 

acuosa.  
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Tabla 6. Límites de detección (LOD), límites de cuantificación (LOQ) y concentraciones de los 

HAPs encontrados en las muestras de agua del “canal Este” y “canal Oeste” de la destilería YPF de 

la localidad de Berisso (todas las concentraciones se expresan en µg L-1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

NC: detectable no cuantificable; <LOQ: debajo del LOQ. 1: obtenido mediante S/N.

     Concentration encontrada 
Analito LOD1 LOQ1 “canal este”  “canal oeste” 

Nap 0,28 0,95 1,6±1,1 NC 

Acp 0,56 1,85 NC NC 

Flu 0,06 0,20 <LOQ 1,2 ± 1,8 

Ace 0,05 0,17 9,7 ± 3,1 NC 

Phe 0,24 0,82 <LOQ NC 

Ant 0,04 0,12 1,6 ± 1,8 3,0 ± 2,3 

Flt 0,25 0,85 <LOQ <LOQ 

Pyr 0,05 0,18 0,48 ± 0,8 0,4 ± 1,9 

Cry 0,06 0,19 0,6 ± 1,1 2,0 ± 1,2 

B[a]A 0,03 0,08 3,0 ± 1,5 3,2 ± 2,1 

B[b]F 0,08 0,25 <LOQ 2,6 ± 1,4 

B[k]F 0,03 0,09 1,6 ± 1,2 2,3 ± 1,5 

B[a]P 0,02 0,08 NC NC 

DBA 0,23 0,77 NC NC 

InP 0,49 1,65 NC NC 

Bpe 0,12 0,39 NC NC 
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Tabla 7. Factor de enriquecimiento, FE; factor de recuperación, R%, reproducibilidad, RSD% y exactitud relativa, δ, para la técnica IL-DLLME. 

Analito 

Cantidad sobreagregada (mg L-1) 

0.025  0.040  0.060 

FE R% RSD% δ  FE R% RSD% δ  FE R% RSD% δ  

Nap 128 64 6,2 1,1  109 62 4,6 4,7  116 63 6,2 6,8  

Acp 137 65 3,4 8,6  130 61 10,2 4,7  125 62 8,8 4,3  

Flu 126 60 5,5 6,7  139 66 7,0 8,9  126 64 11,9 1,9  

Ace 187 88 8,2 2,6  156 74 6,7 8,4  119 71 10,2 8,1  

Phe 130 81 4,1 2,2  188 89 6,6 9,8  153 72 10,8 9,4  

Ant 133 63 6,2 4,5  145 68 7,3 8,0  138 65 11,4 7,2  

Flt 109 61 5,6 3,3  120 64 6,9 6,3  118 65 10,5 6,3  

Pyr 137 65 5,6 2,9  145 68 7,3 6,2  138 65 10,9 3,5  

Cry 124 62 10,0 6,4  123 62 7,4 6,6  134 65 7,6 9,4  

B[a]A 152 76 9,5 5,5  164 82 8,1 9,9  134 67 7,6 5,2  

B[b]F 139 66 7,3 8,2  154 73 6,7 9,9  138 65 11,2 7,4  

B[k]F 144 68 8,3 4,9  138 65 7,9 8,2  143 67 11,5 4,8  

B[a]P 146 69 7,7 5,6  155 73 7,5 7,9  140 66 11,9 4,8  

DBA 221 105 7,5 9,8  192 91 5,5 4,6  196 92 10.1 3.4  

InP 228 108 8,1 2,6  226 107 7,2 5,7  187 95 11.2 0.6  

Bpe 148 70 7,6 0,4  137 64 6,9 7,7  150 99 11.5 0.8  
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4.6. Performance de la metodología analítica aplicada a muestras reales 

Las muestras de agua de río utilizadas para aplicar el procedimiento MELLD optimizado fueron 

recolectadas de los canales Este (coordenadas: -34.874571, -57.895644) y Oeste (coordenadas: -

34.864305, -57.900609) del Río de La Plata, adyacentes a la refinería de YPF (Figura 16), y fueron 

posteriormente tratadas y almacenadas como se mencionó en la Sección 4.2.6.  

Para validar la performance del método se empleó el método de la “adición de estándar” para evitar 

las posibles interferencias provenientes de las matrices de las muestras. Las extracciones se llevaron 

a cabo en las condiciones optimizadas del método RTIL-MELLD mencionadas en la Sección 4.4. 

Para esto las muestras tuvieron que ser adecuadas según estas condiciones óptimas del método. Dado 

que la solución acuosa final debe ser 5% p/V en KCl (según los resultados de la Sección 4.3.7), se 

prepararon dos soluciones conteniendo 6,03 %p/V de KCl con ambas muestras de agua de río (Canal 

Este y Canal Oeste). Las soluciones para ser empleadas por el método de sobreagregado fueron 

preparadas de la siguiente forma: 4,145 mL de la solución acuosa de agua de río conteniendo KCl, y 

distintos volúmenes de ACN (entre 705 y 855 µL, ya que la solución estándar fue preparada con el 

mismo solvente), de manera de mantener un valor constante de 17,1 %V/V de ACN, se colocaron en 

tubos de cuello angosto de 5,00 mL y fueron sobreagregados con distintos volúmenes (entre 0 y 150 

µL) de solución estándar de 5 ppm conteniendo los 16 HAPs, cada una preparada por triplicado. Las 

concentraciones finales de los estándares de los HAPs oscilaron entre 0,00 y 0,15 mg L-1.  

Figura 16. Fotografía satelital que muestra en azul los dos puntos de recolección de las muestras. 
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Un volumen constante de la gota de RTIL colectada del cuello de los tubos de vidrio se inyectó 

directamente en la columna de RPLC. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 17. A) Cromatograma de la muestra del canal “Este” a 400 nm (emisión de fluorescencia). B) 

Cromatograma de la muestra del canal “Oeste” a 400 nm (emisión de fluorescencia). 

 

La Figura 17 muestra los cromatogramas obtenidos para las muestras de ambos canales sin 

preconcentración donde no se observa presencia de picos cromatográficos. En la Figura 18 se 

muestran los cromatogramas de las muestras preconcentradas sin sobreagregar, donde ahora se puede 

observar la aparición de picos (además, se muestra un cromatograma de los estándares de los 16 

HAPs, con fines comparativos). La identificación se completó mediante la comparación de los 

espectros de fluorescencia y en algunos de los casos, donde las concentraciones los permitieron, 

también se realizó la comparación de los espectros DAD, de los diferentes picos cromatográficos. De 

la Tabla 6 se puede observar que 11 de los 16 HAPs pudieron ser detectados en el Canal Este, y 8 en 

el Canal Oeste, aunque algunos de ellos se encontraron por debajo del LOQ, por lo que no pudieron 

ser cuantificados. En este caso los límites se calcularon según el método de señal-ruido. Por otra parte, 

ninguno de los dos HAPs considerados como los más cancerígenos/mutágenicos, Acp y B[a]P, fueron 

detectados. La concentración de cada analito en la muestra fue calculada como Cx = a/b, siendo a la 
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ordenada al origen de la recta de calibración y b la pendiente de la recta de calibración (ver Sección 

3.1.4). 

Para determinar la linealidad de las rectas de calibración para cada analito se empleó un ANOVA, 

según se detalla en la Sección 3.1.2., mediante el cual se compararon los 𝐹𝑒𝑥𝑝 con el 𝐹𝑐𝑟í𝑡 para 95 % 

de confianza y con N-2 grados de libertad para la falta de ajuste (LOF). Las rectas de calibración y 

sus parámetros se muestran en las Tablas 8 y 9. 

También se evaluó el rango lineal para algunos de los analitos, RL, que comprende desde el LOQ 

hasta el límite superior de cuantificación, determinado por el ensayo de LOF. Para aquellos analitos 

para los cuales no se encontró el límite superior, sólo se informa el rango de calibración o rango de 

trabajo (Tablas 8 y 9). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 18. A) Cromatograma de los estándares de los 16 HAPs a 254nm. B) 
Cromatograma de la muestra del canal “este” a 400 nm (emisión de fluorescencia). C) 
Cromatograma de la muestra del canal “oeste” a 400 nm (emisión de fluorescencia). 1: 
Nap, 2: Acp, 3: Flu, 4: Ace, 5: Phe, 6: Ant, 7: Flt, 8: Pyr, 9: Cry, 10: B[a]A, 11: B[b]F, 

12: B[k]F, 13: B[a]P, 14: InP, 15: DBA, 16: BPe. 

A 

B 
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Tabla 8. Rectas de calibración para los 16 HAPs en el “Canal Este” y parámetros de las regresiones  

Analito 
Pendiente 

 x 104 

Ordenada 

x102 
R 2 Sy/x

a m b 
Rango de calibración 

(mg L-1) 

Nap 1,79±0,03 0,3 ± 0,2 0,9937 73,87 8 0,00-0,15 

Acp 1,06±0,02 0,3 ± 0,2 0,9903 52,77 8 0,00-0,15 

Flu 1,06±0,02 -0,4 ± 1,3 0,9920 456,71 8 0,00-0,15 

Ace 4,25±0,09 4,1 ± 0,6 0,9915 202,88 8 0,00-0,15 

Phe 2,75±0,05 -0,4 ± 0,3 0,9906 126,98 9 0,00-0,15 

Ant 1,66±0,02 3 ± 1 0,9938 476,19 8 0,00-0,10 c 

Flt 2,48±0,03 0,2 ± 0,2 0,9948 65,10 8 0,00-0,10c 

Pyr 1,12±0,01 0,5 ± 0,8 0,9963 326,51 9 0,00-0,15 

Cry 8,3±0,2 0,5 ± 0,8 0,9921 254,75 7 0,00-0,10c 

B[a]A 2,45±0,05 7 ± 2 0,9904 561,80 7 0,00-0,07c 

B[b]F 1,29±0,02 -2 ± 1 0,9955 424,95 7 0,00-0,15 

B[k]F 2,59±0,05 4 ± 2 0,9909 655,88 7 0,00-0,07c 

B[a]P 2,94±0,05 (3 ± 2)x102 0,9934 626,79 7 0,00-0,07c 

DBA 3,76±0,05 (2 ± 3)x10 0,9951 95,93 8 0,00-0,10c 

InP 1,76±0,02 (-1 ± 1)x10 0,9978 39,42 9 0,00-0,15 

Bpe 7,62±0,08 (7 ± 5)x10 0,9964 216,50 9 0,00-0,15 

a desviación estándar de la regresión; b niveles de concentración; c Rango lineal.
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Tabla 9. Rectas de calibración para los 16 HAPs en el “Canal Oeste” y parámetros de las regresiones 

a desviación estándar de la regresión; b niveles de concentración; c Rango lineal. 

Analito 
Pendiente 

x 104 

Ordenada 

x102 
R 2 Sy/x

a mb 
Rango de calibración 

(mg L-1) 

Nap 1,9±0,3 -0,1 ± 0,1 0,9930 82,91 9 0,00-0,15 

Acp 0,93±0,02 -0,1 ± 0,1 0,9927 44,91 8 0,00-0,15 

Flu 8,9±0,1 1 ± 1 0,9928 398,80 9 0,00-0,15 

Ace 3,57±0,05 0,1 ± 0,4 0,9930 158,03 9 0,00-0,15 

Phe 2,59±0,05 2,1 ± 0,3 0,9908  134,61 9 0,00-0,15  

Ant 13,4±0,3 4 ± 1 0,9903 479,75 8 0,00-0.10 c 

Flt 2,75±0,05 -0,2 ± 0,4 0,9902 143,88 9 0,00-0,15 

Pyr 8,8±0,2 0,4 ± 1,0 0,9913 401,12 9 0,00-0,15 

Cry 7,5±0,2 1,5 ± 0,7 0,9902 255,11 8 0,00-0,10c 

B[a]A 17,9±0,3 6 ± 2 0,9909 581,43 8 0,00-0,10 c 

B[b]F 8,6±0,1 2,3 ± 0,8 0,9936 325,86 9 0,00-0,15 

B[k]F 17,0±0,3 4 ± 1 0,9916 533,47 8 0,00-0,10 c 

B[a]P 19,4±0,4 5 ± 2 0,9905 640,07 8 0,00-0,10 c 

DBA 1,76±0,03 0,6 ± 0,2 0,9900 83,87 9 0,00-0,15 

InP 0,96±0,01 0,03 ± 0,08 0,9940 32,70 9 0,00-0,15 

Bpe 4,03±0,06 0,5 ± 0,4 0,9943 144,99 9 0,00-0,15 
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4.7. Comparación del método propuesto con estudios similares de la literatura 

La metodología analítica desarrollada se comparó con otros métodos de literatura que incluyen 

MELLD para la determinación de HAPs en muestras de agua mediante HPLC. 

Fatemi et al. 4, utilizaron un método de “microextracción líquido-líquido asistido por alcohol” (AA-

DLLME, por sus siglas en inglés) para determinar 6 HAPs en muestras de agua. Los solventes de 

extracción utilizados fueron alcoholes menos densos que el agua. Los factores de enriquecimiento, 

FE, obtenidos para los HAPs fueron entre 310-325, con límites de detección, LODs, entre 0,002 y 0,8 

µg L-1. La reproducibilidad intra- e interdía, RSD%, estuvo en el rango de 1,7-7,0 y 5,6-7,3, 

respectivamente. Fernández et al. 5 determinaron 15 HAPs en muestras de agua de canilla, lluvia, y 

de río superficiales mediante una metodología automatizada DLLME-FLD-HPLC empleando un 

sistema de multijeringa FIA. Como solvente de extracción se utilizó tricloroetileno. Los FE se 

encontraron en el rango de 86-95 con LODs entre 0,02-0,6 µg L-1. Los RSD intra- e inter-día fueron 

1,6-4,7 y 2,1-5,3, respectivamente.  

En los dos trabajos previos se utilizaron solventes orgánicos en lugar de solventes “verdes” como lo 

son los RTILs. Cela et al. 6 así como también Zhou y Gao 7 utilizaron un RTIL de imidazolio más 

denso que el agua (hexafluorofosfato de 1-octil-3-metilimidazolio) para un método de MELLD. En 

el primer trabajo mencionado, la muestra que contiene el RTIL se enfría en un baño de hielo después 

de que se genera la dispersión, lo que lleva varios minutos. Cada PAH se excitó y detectó a distintas 

longitudes de onda, lo que permitió incrementar la sensibilidad. En el trabajo de Zhou y Gao 7, se 

desarrolló un método MELLD a temperatura controlada, en el cual la muestra que contiene el RTIL 

fue calentada hasta 90 °C y luego enfriada en un baño de hielo (con un tiempo de extracción total de 

30 min). Por otro lado, Yao y Anderson 8 utilizaron la formación in-situ del líquido iónico (“in situ 

IL-DLLME”) 1-butil-3-metilimidazolio bis[(trifluorometil)sulfonil)imida. La sal de imidazolio se 

superenfrió previamente a la reacción de metátesis con la sal de bis[(trifluorometil)sulfonil)imida. 

Aunque la cantidad de líquido iónico utilizado en cada experimento fue pequeña, es necesario 

remarcar que los RTIL de imidazolio utilizados en los trabajos anteriores son muchos más costosos 

que los de fosfonio utilizados en la presente Tesis. 

Con respecto a los LODs, los valores reportados por Cela et al.6 , empleando detección de 

fluorescencia, Zhou y Gao 7 y Yao y Anderson 8, ambos empleando detección UV, fueron 0,03-2 ng 

L-1, 0,0005-0,88 µg L-1 y 0,02-0,3 µg L-1, respectivamente, en comparación con 0,02-0,49 µg L-1 

obtenidos en la presente Tesis. LODs similares se obtienen en el caso en que la fase de RTIL es 

calentada y luego enfriada en un baño de hielo después del método MELLD 7 o si el RTIL se obtiene 

utilizando un proceso de formación in-situ 8. Por otro lado, se obtienen mucho menores LODs 
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enfriando la fase de RTIL combinada con detección de fluorescencia 6. Sin embargo, la adición de 

etapas de calentamiento o enfriamiento al método clásico DLLME incrementa el tiempo total de 

análisis. En este trabajo de Tesis no se agregaron etapas extras de calentamiento o enfriamiento. 

Desafortunadamente, aunque se utilizó la detección de fluorescencia, los límites que se obtuvieron 

fueron mayores que los determinados en mediante la técnica DLLME empleada por Cela et al. 6. La 

principal razón para este resultado puede atribuirse principalmente al tipo de RTIL utilizado (catión 

imidazolio versus fosfonio). Por lo tanto, aunque se pueden establecer fuertes interacciones 

dispersivas entre los HAPs y las largas cadenas alquílicas de los RTIL de fosfonio, las interacciones 

π- π entre los RTIL de imidazolio y los HAPs podrían incrementar aún más los rendimientos de 

extracción, obteniendo de esa forma, menores LODs. 

En resumen, se puede concluir que las cifras de mérito obtenidas en el presente capítulo (factores de 

enriquecimiento, límites de detección y cuantificación, y reproducibilidad), mediante el método 

MELLD desarrollado empleando un líquido iónico de fosfonio, son similares a aquellos obtenidos 

con otros procedimientos reportados en la literatura que emplean solventes orgánicos tóxicos, líquidos 

iónicos de mayor toxicidad o más costosos como los de imidazolio. La única excepción reportada en 

la literatura, son los mucho menores límites de detección obtenidos con hexafluorofosfato de 1-octil-

3-metilimidazolio, junto con una etapa adicional de enfriamiento. Sin embargo, este tipo de líquido 

iónico es más denso que el agua, lo que dificulta su recolección y complica el análisis. 

 

4.8. Conclusiones parciales 

 

Se desarrolló una metodología de microextracción dispersiva líquido-líquido (MELLD), empleando 

un líquido iónico a temperatura ambiente (RTIL) derivado del catión fosfonio, [(C6)3C14P][Br], para 

la determinación de los 16 HAPs prioritarios de la US-EPA, correspondiente a la fracción soluble, en 

muestras de agua del Río de La Plata. El método de extracción fue optimizado en etapas (OVAT). Se 

empleó como técnica determinativa HPLC con detección de fluorescencia y UV-DAD. Para la 

cuantificación, se empleó el método de la adición de estándar o sobreagregado para evitar 

interferencias de la matriz en las correspondientes señales. Por primera vez un líquido iónico de estas 

características fue utilizado como extractante en un método de extracción dispersiva líquido-líquido. 

El método emplea un volumen muy pequeño de este solvente, por lo que es una técnica económica y 

eco-compatible. Además, el hecho de tratarse de un solvente menos denso que el agua facilita su 

recolección en comparación con otros RTILs típicamente utilizados en este tipo de metodologías. Se 

obtuvieron muy altos factores de enriquecimiento (FE) y altas recuperaciones (R%). Como 

consecuencia, también se obtuvieron valores de LODs y LOQs en el rango de µg L-1. Además, la 
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metodología presenta muy buena reproducibilidad y exactitud. Dada la calidad de las cifras de mérito 

obtenidas, se pudieron detectar y cuantificar con alta confiabilidad varios hidrocarburos aromáticos 

policíclicos en las dos muestras de agua analizadas, provenientes de dos canales aledaños a una 

refinería de petróleo, que se conectan al Río de La Plata. 

 

4.9.  Bibliografía 

 

1. Padró, J. M., Pellegrino Vidal, R. B. & Reta, M. Partition coefficients of organic compounds 

between water and imidazolium-, pyridinium-, and phosphonium-based ionic liquids. Anal. 

Bioanal. Chem. 406, 8021–8031 (2014). 

2. Vaclavik, V. A. & Christian, E. W. Essentials of Food Science. (Springer New York, 2007). 

3. Feilden, A. Update on Undertaking Extractable and Leachable Testing. (Smithers 

Information Limited, 2011). 

4. Fatemi, M. H., Hadjmohammadi, M. R., Shakeri, P. & Biparva, P. Extraction optimization of 

polycyclic aromatic hydrocarbons by alcoholic-assisted dispersive liquid-liquid 

microextraction and their determination by HPLC. J. Sep. Sci. 35, 86–92 (2012). 

5. Fernandez, M., Clavijo, S., Forteza, R. & Cerdà, V. Determination of polycyclic aromatic 

hydrocarbons using lab on valve dispersive liquidliquid microextraction coupled to High 

performance chromatography. Talanta 138, 190–195 (2015). 

6. Pena, M. T., Casais, M. C., Mejuto, M. C. & Cela, R. Development of an ionic liquid based 

dispersive liquid-liquid microextraction method for the analysis of polycyclic aromatic 

hydrocarbons in water samples. J. Chromatogr. A 1216, 6356–64 (2009). 

7. Zhou, Q. & Gao, Y. Determination of polycyclic aromatic hydrocarbons in water samples by 

temperature-controlled ionic liquid dispersive liquid-liquid microextraction combined with 

high performance liquid chromatography. Anal. Methods 6, 2553–2559 (2014). 

8. Yao, C. & Anderson, J. L. Dispersive liquid-liquid microextraction using an in situ 

metathesis reaction to form an ionic liquid extraction phase for the preconcentration of 

aromatic compounds from water. Anal. Bioanal. Chem. 395, 1491–1502 (2009). 



92 
 

 

  

 

 

 

CÁPITULO 5 

DESARROLLO DE UNA TÉCNICA DE 

EXTRACCIÓN EN FASE SÓLIDA MONOLÍTICA  

(m-SPE). 

Aplicación a la determinación de antiinflamatorios no 

esteroideos en muestras de agua. 
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5.1.Objetivos específicos 

 

a. Desarrollar un método de extracción en fase sólida empleando por primera vez un polímero 

monolítico orgánico (m-SPE) como fase extractante para la determinación, mediante 

HPLC de fase inversa con detección UV-DAD, de 7 antiinflamtorios no esteroideos 

(AINEs) en muestras de agua.  

b. Caracterizar morfológicamente el polímero monolítico sintetizado mediante microscopía 

electrónica de barrido (SEM) e isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno (BET). 

c. Optimizar las variables de extracción más importantes del método analítico mediante un 

diseño central compuesto (DCC) y superficies de respuesta (SR). 

d. Validar internamente el método analítico desarrollado mediante la determinación de las 

cifras de mérito más importantes.  

e. Emplear el método optimizado a la determinación de AINEs, correspondiente a la fracción 

soluble, en muestras de agua de arroyo de zonas aledañas a la ciudad de La Plata. 

 

 

5.2. Metodología propuesta 

 

5.2.1. Reactivos  

 

Los estándares sólidos de antiinflamatorios no esteroideos (AINEs) de suprofeno, indoprofeno, 

naproxeno, fenbufeno, fenoprofeno, flurbiprofeno, e ibuprofeno, se obtuvieron de Accustandard (New 

Haven, USA). 

Los reactivos utilizados para la síntesis de los polímeros monolíticos fueron: metacrilato de 2-

hidroxietilo, HEMA (98%), dimetacrilato de etilenglicol, EDMA (99%), 1-dodecanol (99%) y 

peróxido de laurilo, LPO (97%), los cuales fueron obtenidos de Sigma Aldrich (Darmstadt, Alemania). 

El ciclohexanol (98%) fue obtenido de Carlo Erba (Cornaredo, Italia).  

Los reactivos son de grado analítico o mejor: ácido fosfórico (85% p/p, Merck, Darmstadt, Alemania), 

ácido fórmico (85% p/p) y ácido acético glacial (Anedra, Argentina), hidróxido de potasio (Analar, 

Poole, Inglaterra), hidróxido de amonio (29% p/p), isopropanol y etanol anhidro (Carlo Erba, 

Cornaredo, Italia), tetrahidrofurano, acetonitrilo y metanol grado HPLC (J. T. Baker, Estado de 

México, México). Las soluciones fueron preparadas en agua MilliQ® (Milli-Q system, Millipore). 
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5.2.2. Equipamiento y materiales 

 

Para la polimerización de los monolitos se utilizó un horno de vacío Fisher Scientific. Para la síntesis 

in-situ de los polímeros monolíticos se emplearon jeringas Darling (Bu Kwang Medical Inc., Korea) 

de polipropileno de 2,5 mL. La preparación de las mezclas de polimerización se realizó utilizando un 

baño de ultrasonido modelo 8890 (Cole Parmer, Estados Unidos) y micropipetas Eppendorf 

(Hamburgo, Alemania). Para el procedimiento de extracción m-SPE se utilizó una cámara de vacío 

Phenomenex de 12 posiciones. 

Todos los análisis cromatográficos fueron llevados a cabo utilizando un cromatógrafo de líquidos 

Agilent Technologies (Alemania) serie 1100 equipado con una bomba binaria, un desgasificador, y 

un compartimiento termostatizador para columna, conteniendo una columna Zorbax Eclipse XDB-

C18 (250 mm x 4,6 mm d.i., y 5 μm d.p.) y un detector DAD. Los eluatos de los cartuchos de 

extracción fueron filtrados con membranas de nylon de 0,45 µm. 

 

5.2.3. Condiciones cromatográficas 

 

Se empleó un gradiente de elución 50-100% de metanol/buffer fórmico (pH=3,0; 25mM) en 22,5 min, 

a un flujo de 0,9 mL min-1. La detección de los analitos se realizó empleando un detector DAD. Las 

longitudes de onda seleccionadas fueron: 280 nm para suprofeno, indoprofeno y fenbufeno; 220 nm 

para naproxeno, fenoprofeno e ibuprofeno; y 254 nm para el flurbiprofeno. La identidad de los picos 

fue confirmada mediante los tiempos de retención de los estándares puros de los 7 AINEs estudiados 

y a partir de la comparación de los espectros UV de una librería de espectros creada utilizando dichos 

patrones.  

 
5.2.4. Preparación de soluciones stock y estándares en agua 

 

Se prepararon soluciones stock de, aproximadamente 0,600 mg mL-1 dependiendo del analito, 

mediante pesada directa y dilución en metanol. Posteriormente, se preparó a partir de estas soluciones 

una solución standard conteniendo los 7 AINEs en concentración de 0,1 mg mL-1. Estas soluciones se 

conservaron en frascos color caramelo a 4°C hasta su utilización. Su estabilidad fue controlada al 

momento de su utilización comparando las áreas de los picos cromatográficos con las áreas de la 

solución inicial. 
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5.2.5. Muestreo y preparación de las muestras 

Para el presente estudio, las muestras de agua fueron recolectadas en botellas de vidrio color ámbar 

con tapa a rosca desde dos arroyos ubicados en zonas aledañas a la ciudad de La Plata (se detalla más 

adelante la ubicación). Se almacenaron en heladera a 4 °C y se filtraron empleando filtros de celulosa 

de 0,45 µm previo a su uso. 

 

5.2.6. Mezcla de polimerización 

 

La mezcla de polimerización para la fabricación de las fases monolíticas poliméricas se seleccionó 

considerando la polaridad de los analitos a retener, por lo que como monómero funcional polar se 

eligió al metacrilato de 1-hidroxietilo (HEMA), como entrecruzante al metacrilato de etilenglicol 

(EDMA), como agente formador de poros (solvente porogénico) se utilizó una mezcla de 1-dodecanol 

y ciclohexanol, y como iniciador radicalario al lauril peróxido (LPO). Las estructuras los monómeros 

y el iniciador se muestran en la Figura 19.  

Teniendo en cuenta metodologías de preparación de literatura1,2 se prepararon mezclas con una 

composición fija de 40 %p/p de la mezcla de monómeros (24%p/p de HEMA, y 16 %p/p de EDMA), 

60 %p/p de mezcla porogénica (40 %p/p de 1-dodecanol y 20 %p/p de ciclohexanol) y 0,3%p/p de 

LPO (con respecto a los monómeros) . Después de su preparación, la mezcla se sonicó durante 10 min 

y luego se burbujeó con N2 durante otros 5 min, de manera de eliminar el O2 disuelto. 

 
 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 19. Estructuras de los componentes utilizados para preparar las mezclas de polimerización.  
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5.2.7. Síntesis de los polímeros monolíticos 

 

Los polímeros monolíticos de poli(HEMA-co-EDMA) se sintetizaron dentro de jeringas de 

polipropileno de 2,5 mL. El volumen de mezcla de polimerización utilizado fue de 350 µL, medido 

con micropipeta Eppendorf. Se decidió elegir este pequeño volumen para obtener un monolito de bajo 

espesor que permita el pasaje de volúmenes relativamente grandes de las muestras acuosas en el menor 

tiempo posible. Después de colocar la mezcla de polimerización en la jeringa, se tapó el orificio 

inferior con un tapón de parafina (Parafilm). La polimerización se llevó a cabo por iniciación térmica 

dentro de un horno a 70 °C durante 24 h. Los monolitos de poli(HEMA-co-EDMA) formados se 

lavaron con metanol y agua utilizando la cámara de vacío para extracción en fase sólida, de manera 

de eliminar de los poros todo el solvente porogénico y restos de monómero que no reaccionaron. 

También se probó lavar los polímeros mediante un método más exhaustivo (pero más tedioso), como 

fue la extracción mediante Soxhlet. Sin embargo, no se encontraron diferencias en cuanto a la 

eficiencia de extracción entre ambos métodos, por lo que se decidió emplear la cámara de vacío en la 

técnica de lavado.  

En la Figura 20 se pueden ver fotografías del cartucho de extracción y los monolitos formados.  

 
 
 
 

    
        
Figura 20. A) jeringa SPE de polipropileno conteniendo el monolítico polimérico de poli(HEMA-co-

EDMA); B) vista superior de la jeringa. C)  fase sólida monolítica extraída del cartucho.  

 

 

5.3.  Resultados y discusiones 

 

5.3.1. Caracterización de los polímeros orgánicos 

 

Para la caracterización física de los monolitos obtenidos (morfología, área superficial, volumen y 

tamaño de poro) los mismos se extrajeron directamente desde las jeringas donde se sintetizaron, ya 

A) C) 

B) 
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que el monolito en estas condiciones no queda adherido a las paredes de las mismas, dado que su 

volumen se contrae (Figura 20 C). Esta característica del monolito no afectó el procedimiento de 

extracción debido a que cuando el polímero se solvata (por agregado de solvente o agua) se hincha 

ocupando todo el diámetro de la jeringa, e impidiendo que la muestra líquida agregada fluya por las 

paredes del lecho. Esto se comprueba, dado que dicha muestra no fluye por gravedad a través del 

lecho monolítico, salvo que se aplique vacío.  

 

 

5.3.1.1. Microscopía electrónica de barrido (SEM) 

 

El análisis de la morfología de los polímeros se realizó mediante SEM, para verificar la correcta 

formación del polímero poroso. El monolito formado se seccionó en dos partes, para realizar los 

análisis sobre la sección transversal de ambas secciones, y en distintas zonas de las mismas. Dado que 

se trata de un polímero no conductor, para la técnica fue necesario cubrir una parte de la superficie 

con una fina capa de oro. Los análisis se realizaron con aumentos de 400, 600, 3000, 6000 y 9000X. 

En la Figura 21 se puede ver una fotografía de una de esas zonas de la superficie monolítica, la cual 

poseía las mismas características que las otras zonas observadas. Se puede ver la estructura porosa 

con la típica formación de “clusters” o racimos de agregados que se forman en este tipo de polímeros, 

con diferentes tamaños de poros, los macroporos de aproximadamente entre 3 y 10 µm, y mesoporos 

que corresponden, en el caso de monolitos poliméricos orgánicos, a poros de tamaño menor a 1 µm 

de diámetro promedio 3.  Estos polímeros no forman microporos, como se verá en la sección siguiente, 

los que sí aparecen en el caso de polímeros monolíticos de sílice, con tamaños aproximados a 1 o 2 

nm. El tamaño de los macroporos se puede observar directamente desde la micrografía SEM, mientras 

que el de los meso y microporos sólo se puede determinar mediante porosimetría de intrusión de 

mercurio (MIP) y BET 2. Los macroporos permiten el flujo convectivo de la muestra líquida y le 

otorgan al material una permeabilidad adecuada para el pasaje de muestras en cortos tiempos de 

análisis, tal como ocurre con el empleo de estos polímeros como fases estacionarias en HPLC. Por 

otra parte, los mesoporos, que son los que contribuyen de manera predominante al área superficial 

total, permiten rápidos equilibrios de adsorción-desorción de la muestra, es decir, son los responsables 

de la retención. En este capítulo de Tesis, se pretenden los mismos objetivos que en HPLC, es decir, 

suficiente permeabilidad del lecho para la rápida elución de las muestras y alta área superficial para 

una eficiente retención de los analitos, pero en este caso, empleados como “fase estacionaria” o relleno 

en cartuchos de extracción para SPE. Dado que la fase a emplear será utilizada por primera vez en 

SPE, a la metodología se la denominó “m-SPE”. 
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Figura 21. Imágenes de microscopía SEM con diferentes grados de aumento: A) 600X, B) 3000X, 

C) 9000X, del polímero monolítico sintetizado en jeringa.  

 
 
5.3.1.2. Isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno (BET). 
 

La caracterización morfológica a partir de la técnica de adsorción-desorción de nitrógeno también se 

realizó sobre los monolitos sintetizados dentro de jeringas. En este caso, se evaluaron las 

características morfológicas de 5 cartuchos preparados utilizando distintas cantidades de mezcla 

polimérica: 282, 350, 450, 550 y 618 µL. Estos volúmenes fueron seleccionados por el diseño de 

experimentos, DCC, que se realizó la etapa de optimización de las variables experimentales de la 

técnica m-SPE como se verá más adelante. Mayores cantidades de mezcla de polimerización 

obviamente permitirían obtener mayor cantidad de fase sólida dentro del cartucho, lo cual se 

traduciría en factores de enriquecimiento, FE, más altos. Sin embargo, volúmenes mayores a 700 µL 

A) 

C) B) 
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mostraron problemas de homogeneidad en la polimerización obtenida, y si el volumen es demasiado 

grande la mezcla no polimeriza, salvo que se adecuen factores tales como volumen de solvente 

porogénico, temperatura de polimerización, o el cambio del tipo de monómeros o del iniciador 

radicalario. El cambio de estas variables sobre la eficiencia de polimerización no fue estudiado en la 

presente Tesis.  

En la Figura 22 se muestran las isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno de las diferentes 

muestras estudiadas. Se observa que las formas de las isotermas son similares entre sí, lo que permite 

concluir que en todos los casos se lograron sintetizar monolitos morfológicamente reproducibles. 

Como se esperaba, no se observa la formación de microporos, los cuales, en caso de aparecer, se 

detectarían a bajos valores de presión relativa de gas, P/P0, mediante una curva de pendiente inicial 

muy pronunciada. Las isotermas obtenidas son del “Tipo IV” (ver Sección 2.5.3.2), características de 

materiales sólidos de baja porosidad relativa, con presencia predominante de mesoporos en el rango 

de 2-50 nm y ausencia de microporos 4. Estas isotermas alcanzan un “plateau” cuando se llenan los 

mesoporos de nitrógeno en la etapa de adsorción, o cuando comienzan a vaciarse en la etapa de 

desorción. La capacidad del mesoporo está dada por la cantidad adsorbida de nitrógeno en la zona de 

la meseta, y mediante esta técnica el volumen de nitrógeno adsorbido permite determinar el área 

superficial, Sg, y el volumen de los mesoporos, Vp, a través de un modelo matemático apropiado 

(Sección 2.5.3.2). 

En la Tabla 10 se detallan las características morfológicas de los monolitos analizados, fabricados con 

distinto volumen de mezcla polimérica. El área superficial, Sg, se determinó mediante el método BET 

(Brauner, Emett, Teller) y el tamaño de poro mediante el método BJH (Barret, Joyner y Halenda). Los 

valores de Sg obtenidos corresponden a monolitos poliméricos orgánicos típicos 5, los cuales no 

superan las pocas decenas de m2 g-1. El área superficial promedio fue de 3,2 m2 g-1. Esta área 

superficial se podría aumentar disminuyendo el volumen de solvente porogénico utilizado, 

obteniéndose mayor cantidad de mesoporos y menor cantidad de macroporos, pero la permeabilidad 

del lecho disminuiría y el pasaje de las muestras acuosas se tornaría demasiado tedioso. Se observa en 

la Tabla 10 que, mientras los poros formados permanecen con un tamaño promedio (Vp) que oscila 

alrededor de 3,6 µL gr-1 de muestra, el área superficial, Sg, disminuye a medida que aumenta el 

volumen de mezcla de polimerización. La explicación para este resultado podría atribuirse a cambios 

en el grado de polimerización (% de conversión). Haciendo una analogía con el estudio del efecto en 

la distribución de poros en función de la temperatura de monolitos de metacrilato realizado por J.M.J 

Fréchet et al. 3 se puede realizar la siguiente interpretación: a mayores volúmenes de mezcla, la 

transferencia de calor durante el proceso de polimerización es menos eficiente, con la consecuente 

disminución en la cantidad de radicales del iniciador (LPO) generada. Esto disminuye el número de 
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núcleos de polimerización formados, lo cual produce racimos o “clusters” de polímero más grandes 

y, por lo tanto, poros más grandes, disminuyendo así el área superficial del monolito formado. Cabe 

destacar que el tamaño de poro mostrado en Tabla 10 corresponde a un promedio de la distribución 

total de los diferentes tamaños obtenidos para cada monolito, pero claramente se observa que a partir 

de 350 µL de mezcla de polimerización utilizada, el tamaño de poros aumenta. 

 

 

 
Figura 22. Isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno para los diferentes monolitos poliméricos 
estudiados. (se grafica el volumen de gas adsorbido por unidad de masa de monolito vs. la presión 
relativa del gas, p/po, con p = presión del gas en equilibrio y p0= presión de saturación). M1 a M5 son 
las distintas muestras analizadas. Entre paréntesis se indican los volúmenes en µL de cada mezcla 
polimerizada. 
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Tabla 10. Propiedades morfológicas obtenidas mediante la técnica de adsorción-desorción de 

nitrógeno para los monolitos fabricados a partir de distintos volúmenes de mezcla de polimerización. 

 

volumen de mezcla [µL] Sg [m2 g-1]a Vp [mL g-1]b tamaño de poro [nm]c 

282 4.49 0.00167 2.27 

350 4.07 0.00730 7.35 

450 2.34 0.00237 4.81 

550 2.98 0.00487 6.76 

618 2.29 0.00206 4.41 

  
a Sg (área específica calculada con BET); 
b Vp (volumen de poro acumulativo de adsorción por el método BJH) 
c (tamaño de poro calculado como 4V/A por el método de BET) 

 

Estos resultados fueron tenidos en cuenta en la etapa de optimización, ya que la cantidad de polímero 

en el cartucho que se seleccione debe contener la mayor área superficial posible para poder retener 

eficientemente los analitos, pero con el mayor volumen de poro para que se pueda eluir la mayor 

cantidad de muestra en el menor tiempo posible. Para los ensayos siguientes se seleccionó un volumen 

de mezcla de compromiso, el cual fue de 350 µL. Sin embargo, este volumen no es el que resultará 

óptimo para los estudios de recuperación de todos los analitos, de acuerdo al diseño estadístico de 

experimentos que se realiza más adelante. 

 

5.3.2. Estudio de reproducibilidad entre cartuchos de extracción 

 

Los monolitos de poli(HEMA-co-EDMA) sintetizados se utilizaron para la extracción de 7 AINEs 

desde muestras acuosas: Suprofeno (Supro), Indoprofeno (Indo), Naproxeno (Napro), Fenbufeno 

(Fenbu), Fenoprofeno (Feno), Flurbiprofeno (Flurbi), e Ibuprofeno (Ibu). Como etapas previas a la 

validación del método, se realizaron estudios de reproducibilidad entre jeringas preparadas con 350 

µL de la mezcla de polimerización y se optimizaron los parámetros de extracción. Para ello, se 

prepararon soluciones de los diferentes AINEs (200 µg L-1) en buffer de fosfórico/fosfato de pH=2,15 

(0,016M). Para todos los ensayos se utilizó un volumen constante de 25,00 mL de solución acuosa. 

Las etapas iniciales de los ensayos de extracción fueron las siguientes: 
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➢ acondicionamiento del cartucho con 3,00 mL de metanol. 

➢ siembra de la muestra: 25,00 mL a 0,35 mL min-1 

➢ lavado con 0,5 mL de agua MilliQ 

➢ elución con 1,00 mL de metanol. 

 

Algunas de estas condiciones fueron modificadas posteriormente de acuerdo a los resultados 

obtenidos en los ensayos de optimización. 

Para el análisis de reproducibilidad entre cartuchos se seleccionaron 3 cartuchos y se llenaron con una 

mezcla preparada con el mismo porcentaje nominal de monómero/porógeno mencionado en la 

Sección 5.2.6. Dos de dichos cartuchos se llenaron con una mezcla preparada el mismo día (M1a, M1b), 

y la segunda, M2, con una mezcla preparada en diferente día, lo cual resultó con una composición 

levemente diferente, dada la pesada de muy pequeñas cantidades de monómero.  

En la Figura 23 se observa el grafico correspondiente a la recuperación porcentual, R%, para cada 

analito en cada una de las tres fases sólidas evaluadas (M1a, M1b y M2), calculado como el promedio 

de tres extracciones para cada una. La R% se calculó a partir de la ecuación 18 (Sección 3.1.3.6), 

donde la cantidad de analito en las fases extractante (nAf) e inicial (nAi) corresponden en este caso, a 

las áreas cromatográficas obtenidas a partir de inyecciones idénticas del solvente de elución (metanol) 

y de la fase acuosa inicial, 𝐴𝑜𝑟𝑔 y 𝐴𝑠𝑐 𝑎𝑐, respectivamente (ecuación 30).  

 

𝑅% =  
𝐴𝑜𝑟𝑔

𝐴𝑠𝑐 𝑎𝑐
. 100      (Ec. 30) 

 

Se obtuvieron valores promedio de R% entre 73 y 87%, dependiendo del analito. Las repetibilidades 

para cada cartucho reflejadas en las barras de error (3 extracciones diferentes) tuvieron valores entre 

2 y 7%, mientras que las reproducibilidades (SD%) entre las distintas fases monolíticas ensayadas 

(Tabla 11) oscilaron entre el 4 y 7%. Para comprobar estadísticamente estos resultados se realizó un 

“test de comparación de medias” mediante un ANOVA, y se comprobó que no existen diferencias 

significativas entre las fases sólidas monolíticas, con un α=0,05. Con estos resultados se puede 

concluir que tanto las recuperaciones obtenidas, como la repetibilidad y la reproducibilidad entre 

jeringas son muy aceptables y que estas nuevas fases son robustas y pueden emplearse para extracción 

en fase sólida para extraer eficientemente AINEs desde muestras acuosas.  
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Figura 23. Recuperaciones (R%), repetibilidad (entre mezclas de igual composición nominal: M1a, 

M1b y M2) y reproducibilidad (SD% indicada en las barras de error) para los distintos AINEs 

estudiados. 

 

Tabla 11. Reproducibilidad (SD%) de la recuperación promedio (R%) entre cartuchos preparados 

independientemente. 

 
 
 
 
 

 

 

Los cartuchos SPE con fases estacionarias comerciales generalmente se utilizan una sola vez, sobre 

todo con muestras muy complejas, dado que usos posteriores disminuyen la recuperación y/o 

producen la elución de interferentes ocluidos en el lecho o en los “frits” de retención. Por lo tanto, se 

ensayó en muestras de agua pura la posibilidad de reutilización de estas nuevas fases sólidas. Para ello 

el método m-SPE optimizado se aplicó entre 4-7 veces por cartucho, en las mismas condiciones 

experimentales cada vez. Se observa en la Figura 24 que la recuperación de 6 cartuchos estudiados se 
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mantiene aproximadamente constante (considerando las SD%) con la reutilización de al menos 4 

veces (o 6 veces) dependiendo del cartucho. En este caso se grafica la R% de uno de los 7 AINEs 

utilizados para el estudio (Fenbu), sin embargo, el comportamiento es muy similar para todos ellos. 

Por esto podemos concluir que los cartuchos se podrían emplear al menos 6 veces, con muestras 

“limpias”.  

 

 

Figura 24. Recuperaciones obtenidas para Fenbu en 6 cartuchos de m-SPE distintos, utilizados entre 
4 y 7 veces por cartucho.  

 
 
5.3.3. Selección del solvente de elución 

 

Como solventes de elución se ensayaron: metanol (MeOH), acetonitrilo (ACN), tetrahidrofurano 

(THF), etanol (EtOH) y buffer de amonio/amoníaco de pH=8 (0,1 M). A este último valor de pH los 

analitos están ionizados y, por lo tanto, podrían en principio, eluir de la fase estacionaria. Para cada 

solvente el ensayo se realizó por triplicado, y para cada una de las réplicas se utilizaron cartuchos 

distintos. Se empleó 1,00 mL de solvente de elución. Un volumen menor podría aumentar el factor de 

enriquecimiento, FE, pero este fue el mínimo volumen que se pudo medir con precisión en matraz. 

Tampoco fue necesario utilizar un volumen mayor, ya que al aumentarlo no aumentaba 

considerablemente la recuperación y si disminuía el FE. Es por esto que no se consideró al volumen 

del eluyente en la etapa de optimización DCC de la Sección siguiente (5.3.4). En Tabla 12 se muestran 

las recuperaciones promedio obtenidas para cada solvente. Los valores oscilaron entre 55,4 y 97,5 %, 
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excepto para el buffer sin solvente orgánico, para el cual las recuperaciones fueron muy bajas, lo que 

permite concluir que, aunque los analitos están ionizados a este pH, las interacciones dispersivas y 

dipolares con la fase monolítica son fuertes, impidiendo una eficiente elución. Los valores de R% más 

altos se obtuvieron para ACN como solvente de elución, para la mayoría de los analitos, por lo que 

este solvente fue el que se utilizó en los posteriores ensayos. 

 

Tabla 12. Valores de %R para diferentes solventes de elución utilizados*. 

Solvente Supro Indo Napro Fenbu Feno Flurbi Ibu 

ACN 81,1a 80,8a 97,5a 91,6a 97a 93,3a 80,4a 

MeOH 77,1a,b 72,8a,b 90,3b 88,8a 92,5a,b 92,5a 79,5a 

EtOH 73,5b 70,5b 76,2c 86,8a 86,7b 87,4a 73,3a 

THF 55,4c 40,1c 67,1d 74,4b 73c 78b 61,6b 

Buffer pH=8 6,4d 4,4d 5,5e 3,4c 5,9d 3,9c 6,5c 

*Idénticos superíndices indican si los valores pueden considerarse estadísticamente iguales entre sí. Distintos 
superíndices significan que los valores difieren estadísticamente.  
 
En la Figura 25 se muestran gráficamente los resultados de Tabla 12 para cada solvente y las SD% se 

muestran en las respectivas barras de error. Los resultados obtenidos fueron analizados mediante un 

ANAVA con un α=0,05, y la comparación de las medias se realizó mediante el test LSD de Fisher, 

también con un α=0,05. Para todos los solventes de elución se obtuvieron muy buenas 

reproducibilidades, con valores de SD%, que oscilan entre 1 y 7%, aunque para el THF oscilaron entre 

1 y 11%.  

 

Figura 25. Valores de %R de los diferentes NAIDs para los diferentes solventes de elución 

utilizados. 
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5.3.4. Diseño central compuesto 

 

La optimización de las variables experimentales que se consideraron más importantes para el proceso 

de extracción de los analitos en los cartuchos con fases monolíticas poliméricas, se realizó mediante 

un diseño central compuesto (DCC). Los factores que se decidieron optimizar mediante este diseño 

experimental fueron los habituales en extracciones del tipo SPE: 1) cantidad de fase sólida, en este 

caso, reflejada a través del volumen de mezcla de polimerización utilizado en la síntesis, “V mezcla”, 

dado que este factor impactará en la recuperación, R% y tiempo de análisis; 2) pH de la solución 

acuosa que contiene a los analitos, ya que se trata de analitos ionizables; y 3) flujo de carga de la 

muestra, F, porque si el flujo es muy alto, la interacción de los analitos con el polímero puede no ser 

la adecuada, mientras que si es muy bajo el procedimiento se torna tedioso.  

Para la optimización de estas variables se construyó un DCC completo, con seis puntos centrales, y 

un α de 1,68 (calculado como la raíz cuadrada de los puntos factoriales, de manera de tener un diseño 

rotable, ver sección 3.2.1), lo que resulta en un diseño de 20 experimentos en total. Los rangos 

utilizados para cada variable experimental estudiados se muestran en la Tabla 13. 

Las respuestas seleccionadas para optimizar en el diseño fueron las recuperaciones de los analitos, 

R%. 

Tabla 13. Niveles y factores elegidos en el DCC. 

Factor -α -1 0 +1 +α 

V mezcla (µL) 282 350 450 550 618 

pH 2,15 2,70 3,50 4,30 4,85 

F (mL min-1) 0,33 0,50 0,75 1,00 1,17 

 

Una vez construido el diseño se rellenaron los cartuchos utilizando los distintos volúmenes de mezcla 

polimérica resultando en cartuchos con distinta cantidad de sorbente (Figura 26). 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

Figura 26. Fotografía de las jeringas m-SPE con distintas cantidades de polímero monolítico. 
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5.3.4.1. Experimentos y respuestas   

 

La Tabla 14 muestra las combinaciones obtenidas con las 3 variables experimentales, las cuales 

originaron 20 ensayos en total (señalados en la tabla como N° de ensayo). En la tabla también se 

muestran las respuestas para cada una de esas condiciones experimentales, siendo dichas respuestas 

las recuperaciones (R%) obtenidas para todos los analitos en cada ensayo (R% supro; R% indo; R% 

napro; R% fenbu; R% feno; R% flurbi; y R% ibu). Estos ensayos fueron realizados en un orden 

aleatorio determinado por el programa Design Expert. 

Los resultados obtenidos mediante el DCC se utilizaron para obtener ecuaciones que representen la 

relación entre las observaciones obtenidas y las variables utilizadas en el diseño. Para esto se 

construyeron modelos polinómicos. El orden de estas funciones depende de qué modelo represente 

mejor a las respuestas (primer o segundo orden para este tipo de diseños). Para la determinación de 

estos modelos también se utilizó el software Design Expert. En estos modelos, los coeficientes se 

calcularon por regresión múltiple a partir de la estrategia de eliminación por retroceso, la cual consiste 

en construir inicialmente un modelo completo y evaluar posteriormente a partir de un ANOVA cada 

uno de los términos obtenidos en la ecuación. Cada uno de estos términos se van eliminando de a uno, 

en caso de que no resulten significativos, con un α=0,01, obteniendo finalmente ecuaciones que mejor 

representen a las respuestas en función de las variables significativas. Las expresiones semiempíricas 

obtenidas de R% vs. las variables experimentales para los siete AINEs estudiados se muestran en las 

Ecuaciones 31-37. 

 

 

𝑅%𝑆𝑢𝑝𝑟𝑜 =  −55,35 + 0,43. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 + 33,38. 𝑝𝐻 − 47,57. 𝐹 − 7,15. 10−4. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2  

−11,78. 𝑝𝐻2 − 20,22. 𝐹2 + 0,060. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎. 𝑝𝐻 + 0,090. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎. 𝐹 + 13,89. 𝑝𝐻. 𝐹 

 

(Ec. 31) 

 

 

 𝑅%𝐼𝑛𝑑𝑜 =  −55,24 + 0,42. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 + 35,90. 𝑝𝐻 − 62,47. 𝐹 − 6,94. 10−4. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2  

−11,36. 𝑝𝐻2 + 0,057. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎. 𝑝𝐻 + 0,087. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎. 𝐹 + 10,07. 𝑝𝐻. 𝐹            

(Ec. 32) 
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𝑅%𝑁𝑎𝑝𝑟𝑜 =  −127,09 + 0,69. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 + 44,97. 𝑝𝐻 − 30,87. 𝐹 − 9,24. 10−4. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2  

−12,26. 𝑝𝐻2 + 0,051. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎. 𝑝𝐻 + 12,82. 𝑝𝐻. 𝐹 

(Ec. 33) 

 

 

𝑅%𝐹𝑒𝑛𝑏𝑢 = 49,72 + 0,18. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 + 2,19. 𝑝𝐻 − 3,88. 10−4. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2 − 4,82. 𝑝𝐻2 

 

(Ec. 34) 

 

 

𝑅%𝐹𝑒𝑛𝑜 =  −32,30 + 0,43. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 + 22,84. 𝑝𝐻 − 36,87. 𝐹 − 6,64. 10−4. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2 − 9,21. 𝑝𝐻2

+ 0,055. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎. 𝑝𝐻 + 13,45. 𝑝𝐻. 𝐹 

(Ec. 35) 

 

 

  𝑅%𝐹𝑙𝑢𝑟𝑏𝑖 = 66,82 + 0,12. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 − 2,92. 𝑝𝐻 + 4,56. 𝐹 − 3,46. 10−4. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2 − 5,87. 𝑝𝐻2 +

−28,87. 𝐹2 + 0,063. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎. 𝑝𝐻 + 13,17. 𝑝𝐻. 𝐹 

   

(Ec. 36) 

 

 

𝑅%𝐼𝑏𝑢 = −178,69 + 0,64. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎 + 49,14. 𝑝𝐻 − 96,77. 𝐹 − 6,64. 10−4. 𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2 − 8,48. 𝑝𝐻2 −

62,83. 𝐹2             

 (Ec. 37)
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Tabla 14. Ensayos y respuestas (R%) obtenidos para el DCC 

Ensayo Vmezcla 
(µL) pH F (mL 

min-1) R%supro R%indo R%napro R%fenbu R%feno R%flurbi R%ibu 

1 450 3,50 0,75 78,0 77,2 93,1 89,7 90,1 87,6 84,1 
2 450 4,85 0,75 40,8 40,5 61,9 79,8 65,4 70,8 52,6 
3 550 4,30 0,50 60,7 60,4 73,1 81,0 72,5 77,6 61,9 
4 450 3,50 0,75 80,9 80,5 100,0 90,9 93,8 88,7 86,1 
5 450 3,50 0,75 82,3 79,2 95,6 93,4 89,8 85,3 80,2 
6 350 4,30 0,50 41,2 42,9 59,8 61,7 58,0 60,1 46,7 
7 550 2,70 0,50 72,2 68,8 82,4 83,2 78,7 80,2 71,9 
8 450 2,15 0,75 76,7 72,7 87,0 93,0 84,5 86,8 81,8 
9 450 3,50 0,75 80,0 75,6 92,9 95,5 88,2 89,2 83,1 
10 350 4,30 1,00 49,4 49,9 69,9 73,9 69,4 69,9 52,6 
11 550 2,70 1,00 78,2 76,6 87,2 89,7 83,0 84,4 76,5 
12 450 3,50 0,75 82,4 78,6 92,5 97,0 91,6 90,5 78,9 
13 618 3,50 0,75 70,3 67,8 77,6 86,0 77,0 81,1 71,2 
14 450 3,50 0,33 72,7 70,8 92,4 88,7 86,4 82,6 72,2 
15 350 2,70 1,00 69,1 68,6 85,3 82,2 82,4 82,0 68,9 
16 450 3,50 0,75 80,5 78,8 102,5 92,6 93,5 88,8 75,2 
17 282 3,50 0,75 49,4 47,3 63,5 82,3 68,7 78,2 56,3 
18 350 2,70 0,50 73,8 72,1 84,5 90,2 83,7 87,1 71,8 
19 550 4,30 1,00 76,1 73,7 89,2 92,3 85,7 88,0 65,6 
20 450 3,50 1,17 80,4 80,9 101,9 89,6 90,7 86,1 70,6 
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De las ecuaciones anteriores se observa que para todos los analitos el modelo que mejor explica el 

comportamiento de la R% en función de las variables analizadas, es el cuadrático. Los tres términos 

lineales, Vmezcla, pH y F, son significativos para todas las respuestas, excepto para el fenbufeno que 

no tiene como término significativo al flujo de carga de la muestra, F. Es decir, que para todos los 

analitos influyen significativamente las 3 variables estudiadas. El comportamiento de la R% es similar 

para casi todos los analitos, lo cual es razonable dado que poseen características químicas similares.  

Como se trata de compuestos con un grupo carboxilo, se encuentra una fuerte dependencia positiva 

con el pH, es decir que a medida que aumenta el pH, aumenta el porcentaje de analito inonizado, y 

por lo tanto, la retención en el lecho monolítico disminuye (aquí asumimos que predominan las 

interacciones dispersivas analito-sorbente, dadas las características químicas del lecho monolítico) 

con la consecuente disminución del R%. Por otro lado, la dependencia con el flujo de carga de la 

muestra, F, es grande y negativo, lo que implica que a mayores velocidades de carga disminuyen los 

valores de R%, comportamiento típico en extracciones de SPE. Esto se debe a que cuanto más rápido 

fluye la muestra por el cartucho de extracción, menor es el tiempo de contacto de los analitos con el 

sorbente. La dependencia con el Vmezcla es mucho menor pero igualmente positiva, a mayor cantidad 

de fase sólida, mayor R%. Con respecto a los términos cuadráticos, para casi todas las respuestas son 

significativos los tres términos, excepto para el indoprofeno, naproxeno y fenbufeno, para los cuales 

sus valores de R% no dependen del F2. Sin embargo, el coeficiente  𝑉𝑚𝑒𝑧𝑐𝑙𝑎
2  tiene una magnitud 

relativa mucho menor a los demás coeficientes. 

Las superficies de respuestas, SR, construidas con estos modelos pueden ser exploradas para 

determinar las condiciones óptimas de extracción. Debido a que en los gráficos de SR se representa 

la respuesta analizada, R%, en función de dos variables a la vez, para algunos de los analitos para los 

cuales más de dos variables son significativas, se muestra más de una gráfica de SR (Figura 27). Sin 

embargo, como el problema se compone de más de una respuesta a optimizar, es necesario realizar 

una optimización simultánea de las respuestas de todos los analitos en función de las variables: Vmezcla, 

pH y F , de manera que se maximicen las recuperaciones, o al menos se mantengan dentro de rangos 

deseados (en este caso, con la condición de que sean máximos).  

La aproximación utilizada en este caso para la optimización de múltiples respuestas es la  

popularizada por Derringer y Suich (1990) 6, la cual hace uso de la función “deseabilidad”, como se 

explica en la Sección 3.2.2. Para optimizar la función global deseabilidad, D, compuesta por las 

deseabilidades individuales de m respuestas (ecuación 27, sección 3.2.2), 

 
𝐷 = (𝑑1𝑑2 … 𝑑𝑚)1/𝑚     (Ec. 27) 
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se utiliza el software Design-Expert, el cual hace uso de métodos de búsqueda directos para 

maximizar esta función. Para esto se utilizó como criterio que las respuestas fueran maximizadas con 

la misma prioridad, y además que los factores a optimizar se encontraran dentro de los rangos 

seleccionados para realizar el DCC. Mediante el software mencionado, se calcularon varios valores 

de D, seleccionando el valor 0,951 como una condición de valor máximo (siendo un valor de 1 el 

valor más deseable). Así, los valores óptimos paras las variables fueron los siguientes:  

 

V mezcla = 465 µL; pH = 3,15; F = 0,85 mL min-1. 

 

Figura 27. Superficies de respuesta (SR), obtenidas mediante el software Design-Expert para los 
diferentes analitos estudiados.  
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Figura 27: (continuación) 
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Figura 27: (continuación) 
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5.4. Procedimiento de extracción optimizado 

 

En la Figura 28 se puede ver un esquema del proceso de extracción m-SPE para los compuestos 

estudiados. El procedimiento en las condiciones óptimas determinadas previamente mediante DCC y 

SR se compone de los siguientes pasos: 

➢ Acondicionamiento del cartucho (V mezcla de monolito= 465µL): 3,00 mL de metanol. 

➢ Flujo de la muestra en buffer de pH=3,15: F = 0,85 mL min-1 

➢ Lavado: 0,5 mL de agua MilliQ 

➢ Elución: 1,00 mL de ACN. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Figura 28. Esquema del procedimiento de extracción m-SPE desarrollado. 
 

 

5.5. Performance analítica de la metodología m-SPE 

 

A fin de validar parcialmente la metodología analítica desarrollada, se consideraron las siguientes 

cifras de mérito: límite de detección (LOD), límite de cuantificación (LOQ), rango lineal (RL), factor 

de enriquecimiento (FE), recuperación porcentual (R%), exactitud (δ) y reproducibilidad intra-día 

(RSD). Para determinar la linealidad de las rectas de calibración se aplicó un ANOVA en donde se 

compararon los 𝐹𝑒𝑥𝑝 con el 𝐹𝑐𝑟í𝑡 para 95 % de confianza y con N-2 grados de libertad para la falta de 

ajuste (LOF), según corresponda para cada analito. El cálculo se realizó según se detalla en la sección 
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3.1.2. En la Tabla 15 se muestran las rectas de calibración realizadas con los estándares diluidos en 

agua pura, las cuales se realizaron teniendo en cuenta todas las etapas del método analítico, incluidos 

la extracción y la determinación cromatográfica.  

Los LODs y LOQs, que se muestran en Tabla 16, se calcularon mediante tres métodos diferentes, 

como se explicó en la Sección 3.1.3.3., los que se encontraron en el rango de µg L-1. Estos valores se 

consideran muy aceptables si se comparan con trabajos de la literatura que también incluyen etapas 

de preconcentración, pero realizados a través de técnicas instrumentales más sofisticadas a la 

empleada en este trabajo de Tesis, tales como HPLC-MS/MS 7–9 donde el nivel de detección 

alcanzado para diferentes analitos también fue del orden de los µg L-1, o detección on-column en 

electroforesis capilar (CE), donde la dispersión del pico cromatográfico es mucho menor y con la que 

se llegó a LODs del orden de las µg L-1 o ng L-1 10.  

 

 

Tabla 15.  Rectas de calibración en agua incluyendo la técnica m-SPE para los 7 AINEs estudiados. 

Analito 
Pendiente 

x103 

Ordenada 

x10 R2 Sy/x m 
RLa 

(µg L-1) 

Supro  1,93±0,03 -2±2 0,9950 23,87 6 4-500 

Indo 2,06±0,04  -2±2 0,9943 27,19 6 4-500 

Napro 6,06±0,09 -6±5 0,9962 65,61 6 3-500 

Fenbu 4,06±0,02 -2±1 0,9996 14,83 6 4-500 

Feno 2,64±0,03 -3±2 0,9973 23,98 5 9-500 

Flurbi 3,16±0,03 -2±2 0,9981 24,20 6 5-500 

Ibu 1,76±0,01 -0,7±0,4 0,9987 9,29 5 6-422 

a Rango lineal 
 

Las recuperaciones, R%, los factores de enriquecimiento, FE, la reproducibilidad (expresada como 

RSD%), y la exactitud relativa, δ, se determinaron a 3 niveles de concentración por triplicado, y se 

muestran en la Tabla 17. Para calcular el FE se utilizó la ecuación 20 (ver Sección 3.1.3.6). Se 

obtuvieron valores entre 42 y 53 según el analito. Si bien estos valores se consideran aceptables, son 

menores a los esperados para una técnica SPE. Una forma de aumentar los FE podría ser emplear 

mayor cantidad de fase sólida en los cartuchos, para poder procesar mayor cantidad de muestra. Sin 
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embargo, la estrategia de aumentar la cantidad de fase monolítica trae inconvenientes en el proceso 

de polimerización, llegando a obtener polimerización incompleta si la cantidad de mezcla utilizada 

es muy grande, como se dijo anteriormente.  

Por otro lado, se obtuvieron muy altos valores de R%, que oscilaron entre 84 y 107%, con óptimas 

reproducibilidades (2 a 10%), dependiendo del nivel de concentración y del analito en cuestión. Los 

valores de exactitud relativa, δ, se ubicaron entre -0,1 y 6,7 para los niveles de 80 y 200 µg L-1, y 

entre -4,4 y -15,9 para el nivel más alto de concentración (300 µg L-1). 

 

Tabla 16.  LODs y LOQs de la técnica m-SPE para los 7 AINEs en agua destilada. 
  

Método 1  Método 2 Método 3 
Analito LOD 

(µg L-1) 
LOQ 

(µg L-1) 
 LOD 

(µg L-1) 
LOQ 

(µg L-1) 
 LOD 

(µg L-1) 
LOQ 

(µg L-1) 

Supro 1,2 3,9  13,9 42,1  35,1 82,8 

Indo 1,2 4,0  14,9 45,1  37,8 88,6 

Napro 1,0 3,2  12,2 36,9  30,8 72,6 

Fenbu 1,2 3,7  4,1 12,5  10,4 24,5 

Feno 2,6 8,7  12,4 37,7  27,7 64,2 

Flurbi 1,6 5,4  14,1 42,7  14,1 42,7 

Ibu 2,1 6,0  6,7 20,2  16,3 37,8 

Método 1: Relación Señal/Ruido, S/R. Método 2: 3,3 SD/b (SD: desviación estándar de la respuesta; b: pendiente de la 
recta de calibración). Método 3: método IUPAC 11,12. 
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Tabla 17. Factor de enriquecimiento, FE, Recuperación, %R, y Reproducibilidad, %RSD de la técnica m-SPE para los diferentes AINEs en agua 
destilada. 

 

 

Analito 
  Concentración (µg L-1)  

80 200 300 
EF %R %RSD δ   EF %R %RSD δ   EF %R %RSD δ 

Supro  52 104 3 3,9   48 96 5 -3,8   44 88 4 -12.0 

Indo 50 100 2 -0,1   46 92 6 -8,0   42 84 4 -15,9 

Napro 52 103 2 3,3   48 95 5 -4,5   44 88 3 -12,0 

Fenbu 52 103 6 3,2   51 101 3 1,2   47 94 4 -6,2 

Feno 52 105 5 4,6   49 97 4 2,6   44 89 3 -11,4 

Flurbi 51 102 4 1,5   49 97 4 -2,7   45 90 4 -10.1 

Ibu 53 107 10 6,7   51 102 4 1,5   48 96 5 -4,4 
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5.6. Análisis de AINEs en muestras de agua. Efecto de matriz y determinación de su 

concentración. 

 

Para el análisis de las muestras de agua, se tomaron muestras de dos arroyos de zonas aledañas a la 

ciudad de La Plata. Los puntos de toma de muestra se visualizan por los marcadores de localización 

de color rosado en la Figura 29. Dos de las tres muestras analizadas fueron tomadas desde dos puntos 

distintos del mismo arroyo, ubicados al sudeste de la ciudad, una de ellas en Altos de San Lorenzo (-

34.953149, -57.911304), denominada M1, y la otra en Villa Elvira (-34.946727, -57.907525), M2. 

La tercera de ellas, M3, fue tomada del arroyo “El Gato” (-34.916864, -58.001550), al noroeste de la 

ciudad.  

 

 

Figura 29. Fotografía satelital de la ciudad de La Plata y alrededores. En color rosado se señalan 

los puntos de toma de muestras. 

 

5.6.1.  Efecto de matriz  

Se estudió el efecto de matriz, EM, para las muestras las tres muestras, M1, M2 y M3, según el método 

detallado en la Sección 3.1.5, el cual incluye la comparación de las pendientes en agua y en la matriz 

de cada una de las muestras de acuerdo a las ecuaciones 21-26. Para todas las muestras analizadas se 

M3 

M1 

M2 
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encontró que las pendientes de las rectas de calibración con y sin matriz difieren significativamente 

en casi todos los casos (t calculado > t tabla), como se muestra en Tablas 18-20.  Por lo tanto, se concluye 

que existe efecto de matriz en las tres muestras para la mayoría de los analitos. Es por esto que se 

decidió emplear el método del “sobreagregado o adición de estándar” para la cuantificación de los 

diferentes AINEs encontrados en las muestras de agua.  

 

Tabla 18.  Efecto de matriz al emplear la metodología m-SPE a la muestra M1. 

Analito aagua amuestra tcalculado ttabla EM 

Supro 1932,2 1768,1 3,823 2,160 Si 

Indo 2058,0 1815,4 4,470 2,173 Si 

Napro 6055,8 7267,8 -8,471 2,182 Si 

Fenbu 4057,7 3995,5 0,736 2,056 No 

Feno 2664,4 2572,7 1,329 2,207 No 

Flurbi 3163,6 3120,9 0,379 2,056 No 

Ibu 1755,1 1708,1 0,939 2,069 No 
a: pendiente. 

Tabla 19.  Efecto de matriz al emplear la metodología m-SPE a la muestra M2. 

Analito aagua amuestra tcalculado ttabla EM 

Supro 1932,2 1578,9 7,679 2,169 Si 

Indo 2058,0 1601,0 8,076 2,177 Si 

Napro 6055,8 6575,7 -4,174 2,167 Si 

Fenbu 4057,7 3544,6 6,820 2,056 Si 

Feno 2664,4 2232,5 8,865 2,186 Si 

Flurbi 3163,6 2705,5 4,545 2,056 Si 

Ibu 1755,1 1543,3 4,465 2,069 Si 
a: pendiente de la recta de calibración.  
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Tabla 20.  Efecto de matriz al emplear la metodología m-SPE a la muestra M3. 

Analito aagua amuestra tcalculado ttabla EM 

Supro  1932,2 1728,4 3,501 2,191 Si 

Indo 2058,0 1898,2 2,259 2,195 Si 

Napro 6055,8 7414,4 -5,701 2,211 Si 

Fenbu 4057,7 3831,2 2,894 2,056 Si 

Feno 2664,4 2548,0 1,499 2,211 No 

Flurbi 3163,6 2951,3 2,052 2,056 No 

Ibu 1755,1 1561,1 3,687 2,069 Si 
a: pendiente. 

 

5.6.2. Análisis cuali/cuantitativo de AINEs en las muestras de agua estudiadas. 

Se realizaron rectas de calibración para cada una de las tres muestras, con 4 niveles de concentración 

(incluyendo el nivel cero de sobreagregado), por triplicado en cada nivel. El volumen de muestra 

utilizado en todos los casos fue de 50,00 mL. Las 3 rectas de calibración se realizaron en el rango de 

42,2-160 µg L-1 de concentración aditivada, dependiendo del analito. En las Tablas 21-23 se muestran 

los parámetros de las rectas de calibración. Para determinar la linealidad de las rectas de calibración 

se aplicó un ANOVA en donde se compararon los 𝐹𝑒𝑥𝑝 con el 𝐹𝑐𝑟í𝑡 para 95 % de confianza y con N-

2 grados de libertad para la falta de ajuste (LOF), según corresponda para cada analito. El cálculo se 

realizó según se detalla en la Sección 3.1.2. Se puede observar en las Tablas mencionadas que todas 

las rectas fueron lineales en el intervalo de concentraciones mencionado, para todos los analitos.  

En la Figura 30 se muestran los cromatogramas obtenidos mediante HPLC-DAD para las 3 muestras 

sin preconcentrar. En las Figura 31 y 32 se muestran las correspondientes señales luego de emplear 

el método m-SPE optimizado, incluyendo además un cromatograma de los 7 estándares en agua pura, 

a los fines de comparar los tiempos de retención. 
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Tabla 21.  Recta de calibración por sobreagregado en la muestra M1 utilizando la técnica m-SPE para los 7 AINEs.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

a Rango de medida.  
 

 

 

 

Analito Pendiente 
(x103) 

Ordenada 
(x10) 

R2 Sy/x m RMa (µg L-1) 

Supro  1,77±0,03 0,0±0,6 0,9978 5,36 4 50,0-160 

Indo 1,82±0,04 2±8  0,9957 7,79 4 50,0-160 

Napro 7,3±0,1 1±3 0,9978 28,89 4 65,0-500 

Fenbu 4,00±0,09 -0,6±2 0,9946 19,21 4 50,0-160 

Feno 2,57±0,06 -0,4±1 0,9951 11,78 4 50,0-160 

Flurbi 3,12±0,09 -0,6±2 0,9917 18,57 4 50,0-160 

Ibu 1,71±0,04 0,6±0,7 0,9950 6,64 4 42,2-135 
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Tabla 22.  Recta de calibración por sobreagregado en la muestra M2.   

Analito Pendiente 
(x103) 

Ordenada 
(x10) 

R2 Sy/x m RMa (µg L-1) 

Supro 1,58±0,07  -0,3±0,7 0,9962 6,34 4 50,0-160 

Indo 1,60±0,09  -0,3±0,9 0,9957 7,79 4 50,0-160 

Napro 6,6±0,2 -1±2 0,9984 21,92 4 65,0-208 

Fenbu 3,5±0,2  -1±2 0,9959 14,82 4 50,0-160 

Feno 2,23±0,07  -0,2±7 0,9982 6,15 4 50,0-160 

Flurbi 2,7±0,1  0±1 0,9971 9,46 4 50,0-160 

Ibu 1,54±0,07  1,2±0,5 0,9961 5,33 4 42,2-135 

a Rango de medidas. 
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Tabla 23.  Curvas de calibración por sobreagregado en la muestra M3.  

Analito Pendiente 
(x103) 

Ordenada 
(x10) 

R2 Sy/x m RMa (µg L-1) 

Supro 1,7±0,01 0±1 0,9926 9,69 4 50,0-160 

Indo 1,9±0,1 -1±1 0,9904 12,15 4 50,0-160 

Napro 7,4±0,5 -2±6 0,9913 58,53 4 65,0-208 

Fenbu 3,8±0,2 -1±2 0,9957 16,33 4 50,0-160 

Feno 2,5±0,2 -1±1 0,9930 13,86 4 50,0-160 

Flurbi 3,0±0,1 -1±1 0,9961 11,99 4 50,0-160 

Ibu 1,6±0,1 0,7±0,8 0,9918 7,80 4 42,2-135 

a: Rango de medidas 
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  Tabla 24. Concentración encontrada (C) en las muestras estudiadas (µg L-1), factor de enriquecimiento, FE, recuperación, R%, y reproducibilidad, 

RSD%, (al nivel 140 µg L-1).   

 Muestras   M1    M2    M3  

 Analitos  C  EF %R %RSD δ  C  EF %R %RSD δ  C EF %R %RSD δ 

Supro   - 50 99 3 -0,6  - 51 103 3 3,0  - 48 96 4 -3,5 

Indo  (1,0±7,1)d 54 107 7 7,5  (1,6±8,8)d 53 105 6 5,0  - 47 95 5 -5,5 

Napro  (1,5±6,6)d 50 101 1 0,9  - 52 104 3 4,2  - 49 97 3 -2,9 

Fenbu  - 49 98 2 -2,5  - 52 104 3 4,2  - 52 104 5 4,0 

Feno  - 50 100 1 -0,2  - 51 103 5 2,8  - 50 101 4 0,8 

Flurbi  - 48 96 2 -4,4  - 52 105 5 4,8  - 52 104 5 4,1 

Ibu  (3,5±6,5) d 48 96 1 -4,0  7,5±5,8 47 94 1 -5,9  (4,7±8,3) d 48 96 4 -4,2 

 

d: detectable, no cuantificable (el número entre paréntesis es una estimación de la concentración) 
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De acuerdo al método del sobreagregado, la concentración de cada analito en la muestra se calcula 

como Cx = a/b, siendo a la ordenada al origen de la recta de calibración y b la pendiente de la recta 

de calibración (ver Sección 3.1.4). En la Tabla 24 se puede observar que sólo en la muestra M2, la 

concentración de ibuprofeno se encuentra por encima del LOQ, por lo que pudo cuantificarse. Sin 

embargo, en las muestras M1 y M3 sólo pudo detectarse, pero no cuantificarse. Se consideró el 

método de la relación señal/ruido tanto para el LOD como para el LOQ, dado que los otros dos 

métodos, más exigentes, no hubieran permitido determinar la concentración ni su presencia en la 

muestra. En la muestra M2 además pudo identificarse un pico compatible con el indoprofeno. Por 

otra parte, en la muestra M1 proveniente del arroyo de los Altos de San Lorenzo pudo identificarse 

un pico compatible con indoprofeno y naproxeno. Las identificaciones se realizaron únicamente 

mediante comparación con los tiempos de retención de los estándares, ya que no pudieron registrarse 

los espectros DAD de cada pico, debido a que la concentración fue demasiado baja. Sin embargo, 

dado que los cromatogramas no presentaron demasiados picos (Figuras 31y 32), las coincidencias de 

los tiempos de retención de las muestras con los estándares puros podrían permitir asignar la identidad 

con un grado de certeza bastante alto.  Marino et al. 13 encontraron ibuprofeno es muestras del arroyo 

El Gato (además de otros AINEs no estudiados en esta Tesis) en concentraciones promedios de 2,59 

µg L-1, aunque en algunos lugares fueron más altas (9,66 ng L-1). Sin embargo, a diferencia del 

presente trabajo, las muestras fueron tomadas en el punto de descarga al Río de La Plata, por lo que 

las diferencias en los resultados encontrados podrían deberse a los puntos de toma de muestra. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 30. Cromatograma correspondiente a las 3 muestras estudiadas: M1, M2 y M3, sin 

preconcentración (λ= 254 nm).  
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Figura 31. Cromatogramas correspondientes a las 3 muestras analizadas (λ= 210 nm). a) estándares 

en agua: 1: Supro. 2: Indo. 3: Napro. 4: Fenbu. 5: Feno. 6: Flurbi. 7: Ibu.; b) Muestra A: M3; B: M2; 

C: M1 
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Figura 32. Cromatogramas correspondientes a las 3 muestras analizadas (λ= 280 nm). a) estándares 

en agua: 2: Indo. 3: Napro.; b) Muestra A: M1; B: M2. 

 

Además, empleando las muestras de agua, se determinaron el factor de enriquecimiento (FE), 

recuperación porcentual (R%), y reproducibilidad intradía de la recuperación (RSD%) en un nivel 

intermedio de la curva, el cual se realizó por triplicado. Los resultados se detallan en la Tabla 24. Se 

obtuvieron valores de FE entre 47 y 54, excelentes recuperaciones comprendidas entre 94 y 107%, 

con un RSD% entre 1 y 7%, y muy buenas exactitudes, δ, las que oscilaron entre 0,2 y 7,5%, 

dependiendo del analito y de la muestra. Todos estos valores son similares a los obtenidos con las 

curvas de calibración en agua destilada, es decir que, si bien existen efectos de matriz, los mismos no 

son tan significativos. 

Dada la baja concentración de los analitos se procesó, para la muestra M3, cantidades mayores a las 

empleadas hasta ahora (200 ml vs 50 ml) para aumentar los factores de enriquecimiento, aunque con 

el costo del mayor tiempo de análisis y la oclusión de la muestra en el cartucho al finalizar la elución 

(Figura 33). Los cromatogramas obtenidos (Figura 34), fueron muy similares a los originales, no 

pudiendo lograrse observar los espectros DAD de los diferentes picos. 
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Figura 33. Fotografía del cartucho utilizado para preconcentrar 200 mL de la muestra M3  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 33. A) Cromatogramas de la muestra M3 cuando se procesaron: a) 200 mL; b) 50 mL. 

(λ=210 nm) (La flecha azul señala al supuesto pico del ibu). B) Cromatogramas de la muestra M3 

cuando se procesaron: a) 200 mL; b) 50 mL. (λ=254 nm). 
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El hecho de que los cromatogramas sean muy similares en cuanto a cantidad/tiempo de retención/área 

de los picos, indicaría también que el análisis de las muestras originales (realizado tres días después 

a la toma de la muestra y guardada inmediatamente en la heladera), fue representativo, dado que el 

análisis de la misma muestra 2 meses después no produjo cambios en las concentraciones de los 

diferentes compuestos por posible descomposición y/o acción de bacterias. 

 

5.7. Conclusiones  

Se desarrolló una metodología de extracción en fase sólida monolítica empleando por primera vez 

como fase sólida extractante un polímero monolítico orgánico de poli(HEMA-co-EDMA) para 

retener y preconcentrar 7 antiinflamatorios no esteroideos en muestras de agua. Empleando un diseño 

factorial, se seleccionó la cantidad de lecho monolítico más apropiado para maximizar las 

recuperaciones de todos los analitos. El área superficial de cada cartucho fue moderada, pero 

suficiente para poder retener eficientemente a los analitos estudiados y a la vez, poder eluir un 

volumen considerable de muestra en poco tiempo. La metodología m-SPE optimizada permitió 

obtener altas recuperaciones, bajos límites de detección y cuantificación, y altas reproducibilidades 

intra e inter-cartucho. Si bien se detectaron picos cromatográficos con tiempos de retención idénticos 

a varios de los analitos estudiados en las tres muestras de agua de arroyo analizadas, las 

concentraciones estuvieron por debajo de los límites de detección de la metodología desarrollada para 

la mayoría de ellos, y para algunos pocos (ibuprofeno, naproxeno e indoprofeno) por debajo del límite 

de cuantificación. El ibuprofeno fue el único que pudo cuantificarse en una de las muestras, 

encontrándose en concentraciones del orden de las µg L-1. En el caso de la muestra del arroyo El 

Gato, se logró detectar un pico correspondiente al tiempo de retención del ibuprofeno. Sin embargo, 

no se logró detectar el espectro DAD del pico cromatográfico, aun empleando mucho mayor cantidad 

de muestra. Las diferencias en los resultados encontrados respecto de los reportados en literatura, 

podrían deberse fundamentalmente a los puntos de colección de las muestras, que en este caso se 

encontraron en puntos intermedios del lecho del arroyo y no en el punto de descarga al Rio de La 

Plata  

Es importante destacar que, a diferencia de los cartuchos SPE particulados comerciales, la fabricación 

de estas nuevas fases sólidas es de fácil preparación, no requieren fritas de retención que pueden 

ocluirse o contaminarse, la elección del monómero del lecho monolítico se realiza de acuerdo a la 

polaridad/hidrofobicidad del compuesto a extraer. Además, dado que existe una numerosa variedad 

de monómeros, la polaridad de las fases se puede variar casi continuamente. Otra diferencia con los 

cartuchos comerciales que normalmente se emplean una sola vez, es que estos cartuchos monolíticos 
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permiten un uso repetido (entre 4 y 6 veces) sin alterar las recuperaciones, al menos en muestras 

“limpias”.  

5.8.  Bibliografía 

1. Lämmerhofer, M., Svec, F., Fréchet, J. M. J. & Lindner, W. Capillary electrochromatography 
in anion-exchange and normal-phase mode using monolithic stationary phases. J. 
Chromatogr. A 925, 265–277 (2001). 

2. Echevarría, R., Keunchkarian, S. & Reta, M. Desarrollo de Columnas Capilares Monolíticas 
Quirales para Técnicas Separativas Miniaturizadas. Aplicación a la Enantioseparación de 
Compuestos de Interés Biológico. (Universidad Nacional de La Plata, 2018). 

3. Viklund, C., Svec, F., Frechet, J. M. J. & Knut, I. Monolithic , “ Molded ”, Porous Materials 
with High Flow Characteristics for Separations , Catalysis , or Solid-Phase Chemistry : 

Control of Porous Properties during Polymerization. Chem. Mater. 8, 744–750 (1996). 

4. Fraissard, J. P., Conner, C. W. & Division, N. A. T. O. S. A. Physical Adsorption: 
Experiment, Theory, and Applications. (Kluwer Academic Publishers, 1997). 

5. Fresco-Cala, B., Cárdenas, S. & Herrero-Martínez, J. M. Preparation of porous methacrylate 
monoliths with oxidized single-walled carbon nanohorns for the extraction of nonsteroidal 
anti-inflammatory drugs from urine samples. Microchim. Acta 184, 1863–1871 (2017). 

6. Derringer, G. & Suich, R. Simultaneous Optimization of Several Response Variables. J. 
Qual. Technol. 12, 214–219 (1980). 

7. Canales, R., Guiñez, M., Bazán, C., Reta, M. & Cerutti, S. Determining heterocyclic 
aromatic amines in aqueous samples : A novel dispersive liquid-liquid micro-extraction 
method based on solidification of floating organic drop and ultrasound assisted back 
extraction followed by UPLC-MS/MS. Talanta 174, 548–555 (2017). 

8. Canales, R. et al. Determination of heterocyclic aromatic amines in airborne particulate 
matter (PM2.5 and PM10) from different emission sources by ultra-high performance liquid 
chromatography-tandem mass spectrometry. Microchem. J. 139, 34–41 (2018). 

9. Hunzicker, G., Hein, G., Hernández, S. & Altamirano, J. Cloud point extraction for analysis 
of antiretrovirals in human plasma by UFLC-ESI-MS/MS. Anal. Chem. Res. 6, 1–8 (2015). 

10. Cattalini, J. P., Mouriño, V. S. & Lucangioli, S. E. Development and validation of a novel 
sensitive UV-direct capillary electrophoresis method for quantification of alendronate in 
release studies from biomaterials. Electrophoresis 39, 616–619 (2018). 

11. Snyder, L. R., Kirkland, J. J. & Dolan, J. W. Introduction to Modern Liquid 
Chromatography. (Wiley, 2011). 

12. Currie, L. Nomenclature in evaluation of analytical methods including detection and 
quantification capabilities. Pure Appl. Chem 391, 105–126 (1995). 

13. Elorriaga, Y., Marino, D. J., Carriquiriborde, P. & Ronco, A. E. Screening of 
pharmaceuticals in surface water bodies of the Pampas region of Argentina. Int. J. Environ. 
Heal. 6, 330 (2013). 



 

 

 

 

 

 

 

 

 

CONCLUSIONES GENERALES 

  



131 
 

➢ Se desarrolló un método de extracción dispersiva liquido-líquido utilizando un líquido iónico 

de fosfonio menos denso que el agua para la extracción de 16 hidrocarburos aromáticos 

policíclicos desde muestras de agua. Los compuestos extraídos se analizaron mediante 

cromatografía líquida acoplada a detectores de fluorescencia y arreglo de diodos.   

➢ Se optimizaron los parámetros experimentales más importantes de la metodología mediante 

un procedimiento “etapa por etapa”. Las variables optimizadas fueron el tipo y volumen de 

líquido iónico, tipo y volumen de solvente dispersante, tipo y concentración de sal en la fase 

acuosa, y tiempo de extracción y centrifugación. 

➢ Para el método se ensayaron 3 líquidos iónicos de fosfonio como solvente extractante, 

obteniéndose factores de enriquecimiento más altos cuando se empleó bromuro de 

trihexil(tetradecil)fosfonio. La metodología optimizada requirió apenas unos pocos 

microlitros de solvente extractante, el cual es menos denso que el agua, lo que facilitó la 

separación de las fases. Esto hace que el método sea más práctico que otras metodologías de 

extracción dispersiva reportadas en la literatura.  

➢ El método se validó internamente determinándose las cifras de mérito más importantes. Se 

obtuvieron límites de detección entre 0,02 y 0,56 µg L-1, y límites de cuantificación entre 

0,08 y 1,85 µg L-1 comparables con otras metodologías reportadas en la literatura. Se 

obtuvieron excelentes factores de enriquecimiento (109 a 228), buenos factores de 

recuperación (60 a 108%), muy buena reproducibilidad (3,4 a 11,9 %) y exactitud (0,4 a 

9,9%). Estos resultados combinados con la sencillez, rapidez y bajo costo de la metodología 

analítica desarrollada la convierte en una alternativa viable y conveniente a los métodos 

reportados en la literatura para el análisis de hidrocarburos aromáticos policíclicos en 

muestras de agua. 

➢ Se analizaron dos muestras de agua de río proveniente de dos canales de zonas aledañas a la 

destilería de YPF (Berisso), donde 11 de los 16 HAPs estudiados pudieron ser detectados en 

el Canal Este, y 8 en el Canal Oeste, aunque algunos de ellos se encontraron por debajo del 

LOQ, por lo que no pudieron ser cuantificados. 
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➢ Por otra parte, se desarrolló una metodología de extracción en fase sólida utilizando un 

polímero monolítico orgánico para la extracción de 7 antiinflamatorios no esteroideos desde 

muestras de agua. Los compuestos extraídos se analizaron mediante cromatografía líquida 

acoplada a un detector de arreglo de diodos.   

➢ Las fases sólidas monolíticas fueron caracterizadas mediante microscopía electrónica de 

barrido e isotermas de adsorción-desorción de nitrógeno. Los resultados obtenidos 

demostraron que el polímero sintetizado presentaba la formación de “clusters”, típico de este 

tipo de polímeros. Además, se determinó el área superficial de varias muestras con un valor 

promedio de 3,2 m2 g-1, mediante el ajuste matemático de BET. 

➢ Se determinó que los cartuchos podían reutilizarse hasta 4 veces (algunos de ellos hasta 6) al 

menos para muestras relativamente “limpias”, en comparación con los cartuchos comerciales 

generalmente se utilizan una sola vez. 

➢ Se optimizó el solvente de elución utilizado, obteniendo los mejores factores de 

enriquecimiento para el acetonitrilo. El resto de los parámetros experimentales considerados 

influyentes sobre la performance del método se optimizaron mediante el uso de un diseño 

experimental factorial (diseño central compuesto). Se optimizaron la cantidad de fase sólida 

utilizada para la extracción, el pH de las muestras y el flujo de carga de las mismas. Se 

obtuvieron las correspondientes superficies de respuesta, y se determinaron los valores 

óptimos de todos los parámetros estudiados mediante la función deseabilidad, donde se 

decidió maximizar las recuperaciones de los 7 analitos estudiados.  

➢ La metodología se validó internamente determinándose las cifras de mérito más importantes 

en curvas de calibración en agua destilada. Se obtuvieron límites de detección entre 1,0 y 2,6 

µg L-1, calculado como 3 veces la relación señal-ruido, y límites de cuantificación entre 3,2 

y 8,7 µg L-1 comparables con otras metodologías reportadas en la literatura, incluso con 

técnicas más sofisticadas. Se obtuvieron moderados factores de enriquecimiento, entre 42 y 

53, y muy altos valores de recuperación, entre 84 y 107%. Se obtuvieron reproducibilidades 

entre 2 y 10 %, y la exactitud entre 0,1 y 6,7 %.  

➢ Se determinó el efecto de matriz sobre 3 muestras de agua de arroyo de zonas aledañas a la 

ciudad de La Plata, mediante la comparación de las pendientes de las curvas de calibración. 

Para todas ellas se encontró que existe efecto de matriz para casi todos los analitos estudiados.  

➢ En una de ellas pudo cuantificarse al ibuprofeno (tomada de Villa Elvira), obteniéndose una 

concentración de 7,5 µg L-1. En las otras dos muestras pudieron detectarse naproxeno e 

indoprofeno, mediante la comparación de los tiempos de retención, dado que el área de los 

picos no permitía la comparación de espectros UV con los correspondientes estándares.  



133 
 

CONTRIBUCIONES CIENTÍFICAS 

 

I) Publicaciones en revistas científicas 
a) Trabajo publicado relacionado con la tesis 

 
✓ “Development of a dispersive liquid–liquid microextraction method using a lighter-than-water 

ionic liquid for the analysis of polycyclic aromatic hydrocarbons in water”. 
Medina, G.S., Reta, M., J. Sep. Sci. 2016, 39, 4209-4218. 
DOI: 10.1002/jssc.201600758 

 
b) Otros: 

 
✓ “Ammonia oxidation over d-band metal catalysts: Modeling complex behavior” 

Matías Rafti, Alberto G. Albesa, Carlina Lancioni, Giselle Medina and José Luis 
Vicente. Transworld Research Network; 37/661 (2);  Fort P.O.; Trivandrum-695 023 
Kerala, India 
Recent. Res. Devel. Chem. Physics, 6 (2012): 111-134  
ISBN: 978-81-7895-561-2 

 
II) Publicaciones a reuniones científicas nacionales  

 
a) Trabajo publicado relacionado con la tesis 

 
 

✓ 2017- IX Congreso Argentino de Química Analítica, Río Cuarto  
“Determinación de antiinflamatorios no esteroideos en muestras de agua 
mediante extracción con disco monolítico rotante” (con referato). Medina, G.; 
Acquaviva, A.; Reta, M.  

 
✓ 2015- VIII Congreso Argentino de Química Analítica, La Plata.  

“Determinación de PAHs en aguas del Río de La Plata mediante microextracción 
dispersiva empleando un líquido iónico de fosfonio” (con referato). Medina, G.; 
Reta, M. 

 

b) Otros  
 

✓ 2014- V Congreso Internacional de Ciencia y Tecnología de Alimentos 
(CICYTAC 2014), Córdoba.  



134 
 

“Determinación de oxalato en infusiones de yerba mate: implicancia en 
pacientes con litiasis renal oxalocálcica “(con referato). Amaro, M.M.; 
Cagliardi, A.G.; Medina, G.S.; Romano, R.M. 
 

✓ 2012- 97° Encuentro Nacional de la Asociación Física Argentina (AFA), Carlos 
Paz. 
“Análisis para la reducción del número de variables en un modelo de la reacción 
NH3 + O2-Pt(533)” (con referato). Alberto G. Albesa, C. Lancioni, G. Medina, 
Matías Rafti y José L. Vicente 

 


