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RESUMEN

En el campo del analisis de muestras, hay una amplia gama de técnicas y procedimientos
por los que puede pasar dicha muestra antes de hacerle la determinacidn al analito de
interés. Las técnicas analiticas de separacidn son necesarias ya que muchas veces la
muestra a analizar es demasiado compleja y necesitamos eliminar interferencias para
poder realizar la determinacion final. Se puede realizar pues, la extraccién del analito en
cuestion por medio de varias técnicas como la Extraccion Liquido — Liquido (LLE=, la
extraccion con Liquidos Presurizados (PLE), la extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE),
la Microextraccion en Fase Liquida (LPME) o la Microextraccién en Fase Solida (SPME).
Esta ultima técnica, al ser el objeto del trabajo, se explica mas detalladamente,
incluyendo generalidades, tipos y variantes, su procedimiento y modelo matematico y
por ultimo ventajas e inconvenientes. Ademas se comentan las numerosas aplicaciones
gue tiene la SPME en los campos medioambientes, bromatoldgico y toxicoldgico ya que
al ser una técnica tan versatil, no se utiliza Unicamente en clinica. A continuacion de
esto, se hace especial hincapié en las aplicaciones farmacéuticas, pero en este caso
dividido en décadas, para poder ver el desarrollo que han tenido desde sus inicios. Por
ultimo, se hace un breve comentario sobre ciertas novedades respecto al SMPE, para
poder conocer su panorama mas actual. Se habla sobre una nueva variante, asi como de
fibras que se han desarrollado para abarcar nuevos tipos de analitos y algunas

aplicaciones destacables cuyo desarrollo se han llevado a cabo en estos ultimos meses.

Palabras claves: técnicas analiticas de separacién, extraccidon, microextraccién en fase

solida, SPME.
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1. INTRODUCCION Y ANTECEDENTES

La Quimica Analitica es una ciencia metroldgica que desarrolla, optimiza y aplica
herramientas de amplia naturaleza, que se concentran en procesos de medida
encaminados a obtener informacidn quimica y bioquimica de calidad, tanto parcial como
global sobre materias o sistemas de amplia naturaleza en el espacio y en el tiempo para

resolver problemas cientificos, técnicos econémicos y sociales (Valcarcel, 1999).

En definitiva, la quimica analitica se dedica a medir y comparar resultados para asi
valorar los datos obtenidos. El proceso analitico implica varios aspectos como definir el
problema analitico, tomar la muestra, prepararla para el proceso de medida y medir.
Pero frecuentemente, hay que realizar tratamientos de dicha muestra para aislar los
analitos de interés, del resto de la matriz de la muestra. Los objetivos que se pretenden

alcanzar con esta etapa de separacién son:

= Mejorar la sensibilidad mediante la preconcentracién de analitos.
= Mejorar la selectividad mediante la eliminacién de interferencias.
= Favorecer la deteccion de los analitos en el nuevo medio donde se encuentran

(Valcarcel, 1999).

1.1. Técnicas Analiticas de Separacion

Las técnicas analiticas de separacion, y dentro de ellas las técnicas extractivas, se utilizan
como una via para la separacion de los analitos y/o las interferencias del resto de la
matriz. Se pueden clasificar en dos grandes grupos atendiendo a la naturaleza de la

muestra:

= Si la muestra es sdlida, el proceso de extraccidon se denomina lixiviacidn y se
realiza utilizando una fase extractiva liquida o un fluido supercritico.

= Si la muestra se encuentra en estado liquido, la extraccion puede realizarse
mediante un disolvente liquido, un fluido supercritico o mediante una fase
sélida, dando lugar respectivamente a las técnicas de extraccion liquido —liquido,
extraccién con fluidos supercriticos o extraccion en fase sélida (Fernandezy cols.,

2004).
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Las técnicas mencionadas en este segundo apartado son ampliamente usadas y a

continuacion seran descritas brevemente.

El objetivo principal de la etapa de extraccion es separar el analito de la matriz a la que
estd unido. Para ello se pone en contacto la muestra con un extractante en unas
condiciones determinadas de manera que se hacen débiles las interacciones analito —
matriz, a la vez que aumentan las de analito — extractante. Asi el coeficiente de reparto
estara a favor del disolvente. En la Figura 1 se muestra un resumen esquematizado de
las técnicas de extraccion de las que se hablardn a continuacidn. Estas no son las Unicas

qgue hay, pero si las mas utilizadas.
——— Extraccioén Liquido — Liquido (LLE)

—— Extraccidn con Liquidos Presurizados (PLE)

Extraccién con Fluidos Supercriticos (SFE)

——— Mlicroextraccién en Fase Liquida (LPME)

=
O
O
O
<
o
>
L

—— Mlicroextraccién en Fase Sélida (SPME)

Figura 1. Esquema de las técnicas de extraccion mds empleadas

1.2. Extraccidon Liquido — Liquido (LLE): la base de este proceso consiste en separar
liquidos de diferentes densidades. Se produce una transferencia de analitos desde una
fase, generalmente acuosa, a otra fase, generalmente organica. Dicha transferencia esta
regida por una constante de reparto. La técnica es sencilla, pero resulta un proceso
tedioso debido a la gran cantidad de disolventes organicos que hay que utilizar, ademas
de lo dificiles que son de eliminar. Por ello, a nivel industrial, se ha automatizado todo
el proceso, como se puede observar en la Figura 2. También existe la versidon
miniaturizada de esta técnica, que se tratara en el punto 1.1.2, que también resuelve los

problemas mencionados anteriormente (Silvestre y cols., 2009).
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C: cargador; R: reactivos; P: unidad de propulsion; M: muestra; IV: valvula de inyeccidan; BM: bobina de
mezcla; ORG: disolvente organico; 5G: segmentador; BE: bobina de extraccion; P5: separador de fases;

D: detector; BR: bobina de restriccian; RS: residua.

Figura 2. Esquema del sistema de LLE automatizado

1.3. Extraccion con Liquidos Presurizados (PLE): se emplea un sistema de flujo cerrado
que utiliza disolventes organicos convencionales a temperatura y presién elevados para
conseguir la extraccién de los compuestos. Las altas temperaturas aceleran la cinética
de extraccidén, mientras que la alta presién mantiene al disolvente en estado liquido
(mayor poder de solvatacidon y menor viscosidad) permitiendo asi extracciones rapidas
y seguras. En la Figura 3 se muestra un esquema del método, en el que la celda de
extraccién se llena primero con la muestra y segundo con el disolvente. Se caliente y
presuriza la celda, manteniendo la temperatura y presidn altos durante unos minutos.
Tras esto, el extracto obtenido se transfiere a un vial para que pueda ser analizado y se
purga con nitrogeno (N2) para eliminar el disolvente. PLE tiene ventajas sobre otros
métodos como por ejemplo, mejor reproducibilidad, reduccion del uso de disolvente de
extraccién y reduccidn del tiempo de preparacién de la muestra. Los extractos obtenidos
generalmente estan mucho mas concentrados que utilizando los métodos de extraccién

convencionales (Pérschmann y cols., 2001).

Celda de

Disolvente |———— |Bomba| ————— — | Vial

Extraccion

Horno

N

Figura 3. Esquema de proceso de PLE
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1.4. Extraccion con Fluidos Supercriticos (SFE): se dice que un fluido esta en estado
supercritico cuando se encuentra a temperatura y presidon por encima de sus valores
criticos. Los fluidos supercriticos incluyen propiedades de liquidos y sélidos, mientras
que su densidad es correlativa con su temperatura y presidon. Son un medio muy util
para el aislamiento selectivo de los compuestos en matrices complejas. La ventaja inicial
es su bajo coste. Ademas los analitos se extraen de manera mas rapida y la técnica es
mejor para el medioambiente ya que no usa disolventes organicos. El didxido de
carbono (CO2) es el mas utilizado ya que es quimicamente inerte, inocuo, no es
inflamable y su punto critico (T2C: 31.12Cy PC: 72.9 atm) es facilmente accesible. Otros
fluidos menos usados son el 6xido nitroso (N20), xenén (Xe), amoniaco (NHs) y agua
(H20), entre otros. Uno de los inconvenientes principales de su utilizacion surge a causa
de la polaridad del CO3, ya que tiene un marcado caracter apolar y por tanto su empleo
estd limitado a la extraccidon de analitos de baja polaridad unidos débilmente a la
muestra. Para resolver este problema, se afiaden los llamados modificadores, como el
metanol por ejemplo, cambiando asi la polaridad del CO; que conlleva la apertura del
abanico de muestras en las que se puede utilizar esta técnica (Huang y cols., 2012). La

Figura 4 muestra un esquema resumido del proceso (Pavlovic y cols., 2007).

Disolvente liquido

Humedad .
apropiado
Muestra
Plato dfe! Muestra Celda c.:le Separador
evaporacién| seca extraccian .
Fase solida
Calor —— Extracto

CO; liguido|——

—| Frio

Figura 4. Esquema del proceso SFE

1.5. Microextraccion en Fase Liquida (LPME): como ya se ha mencionado
anteriormente, este es el nombre que recibe la técnica de la LLE miniaturizada, muy
reciente. Normalmente se utiliza una membrana como interfaz entre la muestra

(donador) y el disolvente organico (aceptor), lo que impide que se mezclen las dos fases.
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La principal ventaja es requerir de muy poca cantidad de disolvente orgdnico, su bajo
coste y la alta pureza de los extractos obtenidos. La modalidad mas utilizada es la que
utiliza fibras huecas de polipropileno poroso (Hollow Fiber LPME), que se colocaba en la

muestra acuosa. En la Figura 5 se muestra un esquema del montaje (Leongy cols., 2014).

2
N—
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Fibra hueca con
=" disolvente
Fibra hueca inmovilizado
ﬁ““\
i / =s&==+ Solucion
b P
S

Figura 5. Esquema del Hollow Fiber LPME

Lo anteriormente expuesto pone de manifiesto la gran variabilidad de técnicas analiticas
disponibles para realizar la extraccidn del analito/s de interés. Las técnicas mencionadas
anteriormente se utilizan segun las necesidades de cada muestra. Aun cubriendo la
mayor parte de los casos, hay mads técnicas adecuadas, entre las que se encuentra la
Microextraccién en Fase Solida (SPME) que se desarrolla para ser utilizada con aquellas
muestras o tipos de analitos que no se puedan extraer, de manera eficaz con las técnicas
citadas anteriormente. La SPME sera descrita ya que es el objetivo de esta memoria,

detalladamente y de manera independiente en el punto 4.
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2. OBJETIVOS

= Poner de manifiesto la necesidad de los procedimientos de separacion de los
analitos y su importancia para mejorar la selectividad y sensibilidad de los
métodos analiticos sobre todo cuando se trata de analizar muestra complejas.

= Destacar, dentro de los diferentes métodos de separacion, los procedimientos
de extraccion mas comunmente utilizados.

= Describir detalladamente la SPME: fundamento, instrumentacion,
procedimiento, ventajas e inconvenientes, aplicaciones y variantes de la misma.

= Hacer una revision critica de las aplicaciones de esta técnica en los uUltimos afos
centrada principalmente en areas de interés farmacéutico, medioambiental,

bromatolégico y toxicoldgico, destacando su potencial de futuro.

3. METODOLOGIA

La realizacion de este trabajo, al ser de caracter bibliografico, se ha podido llevar a cabo
gracias a la utilizacién de numerosas fuentes de informacidn como bases de datos,
libros, articulos cientificos, tesis doctorales o informes cientificos. Segun la parte del

trabajo, cabe destacar unos u otros en concreto.

La primera parte es una introduccidn a las técnicas de separacidn analiticas, ofreciendo
una vision global de las mismas. Para completar esta parte se han utilizado
prioritariamente dos libros “Principios de Quimica Analitica” de M. Valcarcerly “Tomay
Tratamiento de Muestra” de P. Fernandez y cols. para la parte mas general, que luego
se ha ido completando con informacién adicional tomada de numerosos articulos que
forman parte de la base de datos llamada PubMed. La criba de articulos se realizaba
utilizando como palabra clave el nombre de la técnica analitica, tanto en espaiol como

en inglés, siendo este idioma el que dio resultados mas satisfactorios.

La segunda parte engloba el grosso del trabajo, ya que trata de lleno la técnica de la
Microextraccién en Fase Sélida (SPME). Para esta parte ha sido fundamental la ayuda de
la tesis doctoral “Aplicaciéon de la Microextraccion en Fase Sodlida al Analisis

III

Medioambiental” de A. M. Pefalver. Al igual que en la parte anterior, se complementd
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con numerosos articulos sacados de distintas bases de datos, entre las que destaca
nuevamente PubMed, gracias a que las opciones de cribado de busqueda, permite

realizarla de manera mas concreta y rapida.

4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Microextraccion en Fase Sélida (SPME)
4.1.1. Generalidades

El fundamento de la Extraccién en Fase Sélida (SPE) se basa en la diferente afinidad que
presenta el analito (o la matriz) por una fase sdlida o por la propia muestra liquida. De
modo que cuando se hace pasar la muestra a través de la fase sélida, algunos
compuestos quedaran retenidos en ella mientras que otros pasan inalterados. Las
caracteristicas de este método lo hacen muy adecuado para la eliminaciéon de
interferencias, la preconcentracion de analitos, el cambio de fase (cuando el analito esta
en una emulsidn o suspensidn) y la conservacion y trasporte de la muestra (Fernandez y
cols., 2004). Dentro de las técnicas de SPE se incluyen dos variantes: la extraccion con
cartuchos y la microextraccién en fase sélida. Esta ultima es la mas utilizada y sera objeto

de mayor desarrollo.

La Microextraccién en Fase Sélida o SPME (Solid — Phase Microextraction) fue
desarrollada para facilitar la preparacién de muestras de manera mas rapida, tanto en
el laboratorio como donde esté localizada el lugar de la toma de muestra (Pawliszyn,
1997). En esta técnica, una pequeiia cantidad de fase de extraccion, que esta dispersa
en un soporte sélido, es expuesta a la muestra durante un periodo de tiempo bien
definido. El planteamiento principal consiste en que se produzca un equilibrio entre la
matriz de la muestra y la fase de extraccién. En este caso, las condiciones de extraccién
no afectan a la cantidad extraida. Se sabe que si se adiciona conveccion, agitaciéon o
ambos en la muestra, el tiempo puede reducirse y la cantidad de analito extraido estara
relacionado con dicho tiempo. En la Figura 6 se muestran diferentes formas de poner en

practica la técnica de SPME.
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Fase de Extraccion

Muestra
Fibra Paredes del Vaso
- ™ - o= v e
Ll . e
Particulas .:ﬂ..gimdnr Disco |
Suspendidas membrana

Figura 6. Distintas configuraciones de SPME (Pawliszyn, 2000)

La naturaleza de los analitos de interés y la complejidad de la matriz de la muestra,
determinan el nivel de dificultad para poder llegar a una extraccién de calidad. La
simplicidad, velocidad y eleccién de los equipos de extraccidon mds convenientes, tienen
un impacto en el coste de la parte practica y de la automatizacion de los métodos

desarrollados (Pawliszyn, 1999).

La SPME se basa en el principio de que los analitos se distribuyen entre la matriz de la
muestra y el recubrimiento de la fibra. Dicha fibra es de silice fundida y esta recubierta
de un sorbente (materiales poliméricos idénticos a los empleados como fase
estacionaria en las columnas de cromatografia de gases). El transporte de los analitos
desde la matriz de la muestra hasta la fibra, empieza al entrar en contacto la fibra con
la muestra. Seguidamente se produce la desorciéon de los analitos mediante temperatura
o con un disolvente organico. La extraccidn es completa y satisfactoria cuando el analito
ha alcanzado una concentracién de equilibrio de distribucion entre la muestra y la fibra

(Pawliszyn, 2000).

4.1.2. Tipos de Procedimientos de SPME

La extraccién se puede llevar a cabo tanto en espacio de cabeza o headspace (HS) que
sirve para analitos volatiles en muestras liquidas y solidas o por inmersién directa,

también llamada por inmersién de la fibra en la muestra, para muestras liquidas o
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extractos organicos de muestras sélidas. En la Figura 7 se muestra un esquema resumido

de ambos procesos (Lord y col., 2000).

- -—.T

e ;-;—51\ 3 *T
[ ]

Inmersian Directa

'_ ; / Desorcion Térmica
R

en GC

HS - SPME

Figura 7. Esquema del proceso de SPME — GC (cromatografia de gases) directa y HS

Hay una tercera forma no muy aplicada aun, denominada SPME con proteccion de
membrana, en la que se coloca una membrana semipermeable alrededor de |a fibra para
evitar que compuestos de elevado peso molecular (dcidos o proteinas) que pueden estar
presentes en la matriz de la muestra, dafien la fibra. Adicionalmente, la HS — SPME
también protege del mismo tipo de compuestos de alto peso molecular y permite
modificar la matriz de la muestra sin dafiar la fibra. Por lo tanto, esta técnica es la mas
idonea para el analisis de muestras sdlidas (alimentos, sedimentos) y muestras
bioldgicas donde la interferencia de la matriz es muy alta. El principal problema es que

esta restringido a compuestos volatiles o semivolatiles (Lord y col., 2000).

4.1.3. Fundamentos Matematicos

El modelo matematico referente al primer caso, inmersién directa, confirma la relacién
lineal que existe entre la cantidad de analito adsorbida por la fibra en el estado de
equilibrio y la concentracion del mismo en la muestra. Este hecho queda reflejado en la

ecuacion siguiente (Eisert y cols., 1995):
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K VGl
KrsVr +V,

donde n son los moles del analito absorbidos por la fibra, Vs y Vi son los volumenes de
la muestra y fibra respectivamente, Co es la concentracion inicial del analito en la
muestra y Kss es el coeficiente de particion del analito entre la fibra y la muestra. En la
ecuacién anterior la matriz de la muestra es una Unica fase homogénea, sin considerar

el espacio de cabeza.

El modelo matematico referente al proceso de la SPME cuando se utiliza la técnica de
espacio de cabeza o headspace (HS) tiene ecuaciones y conclusiones similares a la del
tipo de la SPME anterior teniendo en cuenta una tercera fase gaseosa y un tercer

equilibrio (muestra — fase gaseosa — fibra) (Zhang y col. 1993).

De manera general, cuando se trabaja con la técnica de la SPME, el volumen de la
muestra es muy grande, de modo que Vs >> Vi K, por lo que se puede realizar una

simplificacion de la ecuacién anterior, quedando como resultado la siguiente:
n = KfSVfCO

En esta segunda ecuacioén, la cantidad de analito (n), es directamente proporcional a la
concentracion de analito en la muestra e independiente del volumen de la misma. Esta
aproximacion se puede realizar siempre y cuando la K¢s no tenga valores muy altos (gran
afinidad por la fibra) y se estén utilizando volimenes de muestra muy pequefios (Eisert

y cols., 1995).

4.1.4. Instrumentacion

En la Figura 8 se muestra el dispositivo comercial mas simple de la SPME. Consiste en
una fibra larga de silice fundida recubierta con un sorbente. La fibra esta unida a un
pistédn de acero inoxidable cubierto por una aguja protectora, adaptada a un cuerpo de
jeringuilla, pero en este caso el embolo no va a aspirar la muestra, sino que solo se va a
encargar de hacer salir la fibra al exterior o de introducirla en el interior del dispositivo

(Fernandez y cols., 2004).
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Figura 8. Dispositivo comercial de la SPME (Lord y col., 2000)

4.1.5 Procedimiento
El procedimiento de la SPME puede dividirse en dos etapas:

® Primera etapa = Extraccién: la fibra estd recubierta por un sorbente que se pone
en contacto con la muestra, con tiempo y temperatura controlados y
predeterminados. En esta etapa se produce la migracidn de los analitos desde la
disolucién hasta la fibra, concluyendo cuando se produce el equilibrio entre
ambos.

= Segunda etapa > Desorcidn: se retiran los analitos retenidos en la fibra. Se
puede realizar térmicamente o por adicion de un disolvente organico segun la
técnica que se vaya a utilizar posteriormente. De modo que si la SPME se une a
la cromatografia de gases (CG), se empleard la desorcién térmica. En cambio si
la SPME se acopla a la cromatografia liquida de alta resolucién (HPLC), se lleva a
cabo el uso de un disolvente orgdnico, utilizando una interfase (Walles y col.,

2002).
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En la Figura 9 se muestra un esquema que indica los distintos tipos de extraccion y

desorcion que pueden hacerse en la SPME.

 DERIVATIZACION
SPME o

T
.-*'"'-f
..-" En el
RIWr
e
DESORCION. -
ifEn vial Interfase
HPLC — SPME

Figura 9. Formas de trabajo en la SPME (Herndndez y cols., 2004)

4.1.6. Tipos de Fibras: la naturaleza del analito determina la fibra a utilizar en cada caso.
Las fibras tienen distintos tipos de recubrimientos, de manera que la SPME se puede
utilizar para separar un amplio grupo de compuestos. Los comercializados inicialmente
fueron los de poliacrilato (PA) y polidimetilsiioxano (PDMS). En general se utilizan
recubrimientos polares como PA o carbowax (CW) para analitos polares (fenoles) y
recubrimientos apolares como PDMS para analitos apolares (tolueno, benceno vy
etilbenceno) (Diwan A., 2014). Ademas de las fibras comerciales, hay autores que crean
y construyen sus propias fibras para aplicaciones mas especificas. Por ejemplo fibras de
carbén (Aranda y cols., 2000), polipirrol (Yuan y cols., 2001) o fibras recubiertas con
polimeros de huella molecular (MIPs) (Hu y cols., 2012). Se han llegado a desarrollar
también recubrimientos para la extraccidn de compuestos organometalicos vy
compuestos inorganicos que no se extraen de manera facil con las fibras comerciales

(Gbatu y cols., 1999). Esto hace que haya fibras muy selectivas.
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La utilizacion de PA y de PDMS, las mas comunes al ser de las primeras introducidas,
para la extracciéon de los analitos en muestras, se debe prioritariamente a un fenédmeno
de absorcion. Secundariamente se ha visto que en la extraccion de analitos muy polares,
también se da la via de la adsorcion pero produciéndose una cierta competitividad entre
ambos efectos. En la Figura 10 se muestran los dos tipos de fendmenos vy las fibras
clasificadas segun el proceso que se desarrolle mayoritariamente. Las fibras en las que
se combinan mds de un polimero (mixtas), como por ejemplo PDMS / DVB
(polidimetilsiloxano / divinilbenceno), CW / DVB (carbowax / divinilbenceno) o CW / TPR
(carbowax / templated resin), son mas adecuadas para analitos volatiles debido a que la
principal interaccion entre la fibra y los analitos se da por la via de la adsorcion al ser
polimeros sélidos (los coeficientes de distribucidén de los analitos son mayores) (Shirey

et col., 1999).

. [ J - [ ]
. .

e B *. o® ..
s ", = " §-,
s, w8 Sl T
ABSORCIOM ADSORCION
POMS FDMS / DVE

Pa CwW/ DVE
CW / TPR

Figura 10. Clasificacion de las fibras de la SPME segun si la extraccion se produce por absorcion

o adsorcion

La forma habitual de llevar a cabo la desorcién de los analitos cuando se emplea esta
técnica es térmicamente en el inyector de un cromatégrafo de gases. Cuando se
aumenta la temperatura, la afinidad de los compuestos por la fibra baja de manera que
los analitos son introducidos en la columna analitica por el flujo del gas portador. Los
puertos de inyeccion de los cromatégrafos de gases son muy adecuados para llevar a
cabo la desorcidn de los analitos de la fibra. Aunque se haya mencionado anteriormente
gue la desorcién térmica es la mas adecuada, hay compuestos como los analitos

termolabiles o poco voldtiles, que no se pueden determinar directamente por
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cromatografia de gases. De manera que cuando existan compuestos de este tipo, se
debe utilizar la combinacién de SPME con HPLC, siendo necesaria la utilizacién de un

disolvente organico para desorber el analito (Negao y col., 1998).

4.1.7. Ventajas e Inconvenientes

Esta técnica presenta una serie de ventajas que hacen que su utilidad sea muy alta. Es
una técnica simple, de bajo coste, que puede ser automatizada, se puede utilizar con
pequefios volimenes de muestra y generalmente no requiere el uso de disolventes
organicos para llevar a cabo la preconcentracion, hecho que si sucede en el caso de otras
técnicas como la extraccion en fase sélida, por ejemplo. Su disefio ligero y portatil, lo
hace muy util en el caso de realizar andlisis de campo. Ademas se puede utilizar en
muestras de diferente naturaleza como gaseosas (aire o aliento), liquidas (agua o
bebidas) y sdlidas (sedimentos, alimentos). Otra ventaja es que se puede aplicar a la

extraccion de compuestos de diferente volatilidad (Koziel y cols., 2001).

El principal inconveniente que presenta es la limitada capacidad de las fibras, ya que la
cantidad de recubrimiento es muy pequefia. Como consecuencia de ello no se obtienen
unos limites de deteccién bajo (pobre sensibilidad), sobre todo si se combina la SPME

con la cromatografia liquida (Koziel y cols., 2001).

4.1.8. Variantes de la SPME

En sus mas de 20 anos de existencia, la SPME ha experimentado un desarrollo
espectacular y ha sido aplicada a una gran variedad de analitos en distintos tipos de
muestras, consiguiendo limites de deteccidon mas bajos (alta sensibilidad). De modo que
se han determinado pesticidas, fenoles, compuestos organicos volatiles, drogas ilegales,
etc. en muestras como suelo, agua, bebidas, sangre... previa extraccidon con la SPME.
Como consecuencia de la gran variedad de analitos y muestras, se han desarrollado
variantes de la técnica original de la SPME para poder hacer mas rdpida y efectiva, la

extraccién del analito. A continuacidn se describen las variantes mds importantes.
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4.1.8.1. In tube — SPME: esta variable de la técnica es bastante reciente. Se realiza en el
interior de un fragmento de columna capilar de GC o micro — LC (cromatografia liquida).
Se suele aplicar en linea con la HPLC, como muestra la Figura 11, conectandose con el
automuestreador del cromatdgrafo de liquidos, el capilar (que sera el que realice la
preconcentracion) y el sistema cromatografico. Gracias a este acoplamiento, se puede
llevar a cabo la extraccion, concentracién, desorcidn e inyeccion de los analitos de forma
automatizada, siendo bastante mas util que el acoplamiento convencional de SPME —
HPLC (Kataoka, 2002).

Valvulas Inyectoras de
Volumen

Capilar

I () gomes

leringa de

Inyeccidn Valvulade 6

De la bomba

Hacia la columna

Figura 11. Esquema de in — tube SPME — HPLC

Durante la etapa de extraccion la muestra se aspira desde el vial en el que se encuentra
hasta el capilar y luego vuelve de nuevo hacia el vial. Este proceso se repite hasta que
se produce el equilibrio o hasta que se tiene suficiente analito extraido en funcion de la
sensibilidad deseada. La situacion de equilibrio se consigue tras un nimero determinado
de ciclos, a partir del cual ya no aumenta la cantidad de analito. La desorcidn de los
analitos retenidos en el interior de la columna capilar del CG se realiza pasando una fase
movil o un disolvente por el capilar para que los analitos lleguen a la columna analitica

(Gou y cols., 2000).
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Esta modalidad de SPME tiene como ventaja fundamental el poder automatizar todo el
proceso de SPME — HPLC de una manera rdpida y sencilla. Los limites de deteccién son
inferiores a los del acoplamiento con fibras. Otra ventaja es que todas las columnas
comercializadas para CG se pueden utilizar en el in — tube SPME. El inconveniente
principal es que hay que utilizar muestras muy limpias ya que de lo contrario el capilar

se puede obstruir muy facilmente (Arthury cols., 1992).

4.1.8.2. Extraccidon por Sorcion con Barras Agitadoras (SBSE): también se le puede
llamar Stir Bar Sorptive Extraction. Es una técnica basada en los mismos principios de
extraccion que la SPME ya que también se busca un equilibrio entre la muestra y el
sorbente polimérico. En esta técnica, el sorbente (capa de 1 mm de polidimetilsiloxano
o PDMS) recubre una barra magnética agitadora, que se encuentran a la venta ya
recubiertas y se denominan Twister®. Estas barras pueden ser de 10 mm para
volumenes de entre 1 y 50 mLy de 40 mm para volumenes de entre 100y 250 mL. En la

Figura 12 se muestra un esquema de estas barras agitadoras (Soini y cols., 2004).

Iman Recubrimientos
PDMS de vidrio

lcmodcom

Figura 12. Esquema de las barras magnéticas agitadoras recubiertas de PDMS usadas en SBSE

El proceso es sencillo, los analitos son extraidos introduciendo la barra magnética
recubierta de PDMS en la muestra directamente o en el espacio de cabeza. A
continuacion, la barra se retira de la muestra, se limpia con agua y se seca. Los
compuestos extraidos por la barra son desorbidos térmicamente y se introducen en el

cromatoégrafo de gases. También se puede usar un disolvente organico para inyectarlo
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posteriormente en HPLC o CG. La diferencia principal del SBSE y la SPME es la cantidad
de sorbente de las barras con PMDS y las fibras en SPME. La cantidad de PDMS en las
barras agitadoras es de 55 a 300 L (segun el tipo de barra), mientras que la cantidad en
las fibras es de 100 pL, de este modo la eficiencia de la extraccidn se ve aumentada en

SBSE (Chafer, 2006).

En las aplicaciones de SBSE se utiliza la desorcién térmica, ya que se ha desarrollado un
sistema acoplado al lugar de inyeccidn del cromatdgrafo de gases. En la Figura 13 se
muestra el dispositivo comercial esquematizado, que consiste bdsicamente en la
combinacidon de dos inyectores en serie. El primero introduce la barra magnética
agitadora donde se lleva a cabo la desorcion propiamente dicha. El segundo es el lugar
al que son arrastrados los analitos desorbidos. También podria combinarse con HPLC si
la desorcidon se realiza con un disolvente organico. Los parametros a optimizar son
similares a los de la SPME tradicional: condiciones de la muestra, tiempo y temperatura

de absorcion.

Desorcién térmica

(PTV 1)

Figura 13. Unidad de desorcion térmica comercializada para SBSE

4.1.8.3. Microextraccion en Fase Solida Biocompatible (BioSPME): es un tipo de SPME
con fibras muy particular, por ello es necesario comentarlo aparte. Las fibras utilizadas
en este caso son biocompatibles para el andlisis in vivo. Consiste es una aguja

hipodérmica y una fibra de silice C18 (fase estacionaria), como se muestra en la Figura

17



Microextraccion en Fase Sélida: Aplicaciones de Interés Farmacéutico

14. La aplicacion se restringe al ambito de la biotecnologia, ya que solo se puede llevar
a cabo en el laboratorio. Es util en la toma de muestras de animales sin tener la
necesidad de sacrificarlos. Se pincha el animal insertando directamente la aguja en el
flujo sanguineo y la medicién se hace de manera continua. Se utiliza para medir drogas
o metabolitos en dichos animales de laboratorio. Tiene numerosas ventajas, como la
reduccion del nimero de animales que se necesitaria para la toma de muestra,
abaratando todo el proceso, ademas, se obtienen un mayor nimero de datos lo que

hace que aumente el nivel de confianza de los resultados.

Mediante esta técnica también se analizan arboles, plantas, peces, cultivos celulares,
entre otros, para obtener diversos pardmetros en funcion del tiempo o el estrés por

ejemplo (Li y cols., 2015).

Cable de acero
’ inicvidable

N

< e

. Columna de CG
Aire

184 silicona y C18

Figura 14. Preparacion de la fibra de C18 para la SPME

4.1.9. Aplicaciones Generales

Como ya se ha visto a lo largo del trabajo, la Microextraccion en Fase Sdélida (SPME) es

una técnica de adsorcion y desorcion muy simple y efectiva, que sin la utilizacion de
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equipos complicados o disolventes, te permite concentrar compuestos tanto volatiles
como no volatiles, en muestras liquidas (directa) o gaseosas (espacio de cabeza).
Ademas variando el tipo y grosor de fibra y la técnica de analisis posterior, normalmente
cromatografia de gases (CG) o liquida de alta resolucion (HPLC), se puede identificar gran

cantidad de analitos, de distinta naturaleza quimica.

El campo en el que mas se ha empleado sin duda esta técnica es en del analisis de
muestras medioambientales (Alpendurada, 2000). Esto se debe a que las muestras de
suelo, aguas residuales, aire, agua de mar, etc. son muestras muy complejas y con otras
técnicas habria que eliminar muchas interferencias. En este caso, pese a no conseguir la
eliminacion completa de los analitos de la muestra matriz, como la capacidad de
concentracién y selectividad de esta técnica es tan alta, nos permite conseguir un
resultado directo y con alta sensibilidad de nuestro analito. Ademas, el hecho de que
sea un dispositivo portétil, lo hace muy util a la hora de realizar andlisis de campo. La
Tabla 1 muestra ejemplos de analisis en varios tipos de muestras ambientales con

diferentes fibras.

Ademas de las muestras ambientales, en los ultimos afos se ha incrementado el uso en
muestras bromatoldgicas y toxicoldgicas (Theodoridis y cols., 2000), por las mismas
razones mencionadas anteriormente, su alta sensibilidad y sencillez principalmente. En

la Tabla 2 se pueden ver ejemplos en ambos campos.

Todo esto nos deja ver la gran versatilidad que tiene la técnica, lo que la hace asegurarse

un puesto en el futuro en el analisis de muestras a cualquier nivel.
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4.2. Aplicaciones de Interés Farmacéutico

Como ya se ha dicho anteriormente la SPME es una técnica que se ha desarrollado
enormemente en los Ultimos afios debido a su gran abanico de posibilidades a la hora
de analizar muestras de diferentes tipos. La Figura 15 nos deja ver de manera grafica el
numero de articulos por afios que ha tenido esta técnica. Se puede decir claramente que
la SPME tiene un aumento anual ya que se descubren nuevas fibras y variantes que

ayudan a analizar mas tipos de muestras.
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Figura 15. Numero de articulos por afio sobre SPME en Pubmed

A continuacién se muestra el desarrollo que ha tenido la técnica en las ultimas tres
décadas en el campo farmacéutico. En sus inicios no fueron las muestras mas
explotadas, pero en la actualidad debido a los numerosos avances, se esta convirtiendo

en un indispensable a la hora de andlisis de laboratorio.

4.2.1. Alos 1988 a 1999

El primer articulo conocido sobre la microextraccidén en fase sélida fue en el afio 1988.
Esta década solo contiene el 3.47% de los articulos (157) sobre SPME ya que la técnica

no estaba desarrollada aun. Comienzan los andlisis de antidepresivos, drogas como las
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anfetaminas, plaguicidas en sangre, etc. Poco a poco se va perfeccionado el andlisis en
las muestras bioldgicas, ya que en un inicio se utilizaba mayoritariamente en muestras
ambientales, como ya se ha mencionado anteriormente. La Tabla 3 nos muestra

ejemplos de varios tipos de analitos y muestras que fueron estudiados estos afios.

4.2.2. Airos 2000 a 2009

En esta década es sin duda donde se produce el auge de la SPME ya que sufre un
desarrollo metedrico que permite perfeccionar la técnica hasta niveles muy altos. En
estos afios se concentran el 46.11% de los articulos (2086) y sobretodo crece aquellos
relacionados con el ambito farmacéutico, ya que cada vez es mas preciso y eficaz. La

Tabla 4 nos muestra varios ejemplos de compuestos analizados por esta técnica.

4.2.3. Aihos 2010 a 2017

Durante estos afios se sigue la misma tendencia de aumento, solo que con aun mas
velocidad, porque en tan solo 7 afios hay mas articulos que en toda la década pasada
(2339), conteniendo el 51.7% de los articulos. Cabe destacar el desarrollo de nuevas
aplicaciones tanto fuera como dentro del campo farmacéutico, aunque son estas
ultimas las que mdas nos interesan. En la Tabla 5, se pueden ver ejemplos con muestras
muy complejas cuyos resultados son muy satisfactorios, ya que con las técnicas
tradicionales se hubieran empleado mas tiempo y recursos para obtener un resultado

similar.

En el apartado siguiente, se analiza cual es la situacidén de la SPME en la actualidad,

haciendo hincapié en sus novedades y nuevas aplicaciones.
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4.3. SPME en la Actualidad

Como ya se ha comentado en numerosas ocasiones, la SPME es una técnica que se aplica
en numerosos campos, siendo el medioambiental es mas explotado hasta el momento.
En la Figura 16 se ve de manera esquematizada una clasificacién de las publicaciones en
revistas cientificas internacionales sobre la SPME hasta julio del 2002, segun el campo

de aplicacién (Pawliszyn, 2009).

o ® Medioambiental
B Alimentos / Botanica

Clinica / Forense

]
[=x]
-

150

Figura 16. Clasificacion por campos de aplicacion de las publicaciones relacionadas con SPME

Aunqgue haya pasado mds de una década, el nimero de articulos ha crecido pero
manteniendo mdas o menos las mismas proporciones ya que aunque han aumentado
sobre todo los articulos de SPME en dmbito farmacéutico, no han sobrepasado aun al
campo medioambiental debido a que es la principal técnica de preconcentracion de este

tipo de muestras (Beltran y cols., 2000).

Hay algunas aplicaciones puntuales resefiables en este campo por su originalidad como
por ejemplo, la determinacién de la influencia del pH en la concentracion libre de
quinolonas en muestras acuosas (Litzhoft y cols., 2000) o el estudio de mecanismos de
fotodegradacién de algunos compuestos como los bifenilos policlorados (Lores y cols.,

2002).
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4.3.1. Desarrollo de Nuevas Fibras

A lo largo del trabajo se han mencionado numerosas fibras como PDMS o PA y fibras
mixtas como PDMS/DVB, CAR/PDMS, CW/DVB, etc. Estas fibras pueden llegar a cubrir
gran parte de las necesidades analiticas que puedan surgir pero tienen una serie de
inconvenientes (interaccion baja entre analito y fibra, problemas de contaminacién en
la fabricacion de la fibra, poco uso de fibras comerciales con HPLC, baja estabilidad en
presencia de disolventes organicos fuertes) (Haberhauer — Troyer y cols., 2000) que
hacen que sea necesaria la creacion y el desarrollo de nuevas fibras, como las que se

muestran en la Tabla 6, con el fin de abarcar aiin mas tipos de analitos que se puedan

analizar.
Tabla 6. Nuevas fibras para uso en la SPME
Fibra Muestra Analito Referencia
Arsenito, arsenato y
Gbatuy
Poli (3 — metiltiofeno) Agua compuestos organometalicos
cols. 1999
del arsénico
Polisilicona fulereno Hidrocarburos aromaticos Xiaoy cols.,
Aire
Ceo (PF) policilicos 2001
Polimeros de inmunoafinidad Yuany cols.
Suero Teofilina
Huella molecular (MIPs) 2001
Combinacidn de grupos
hexafluorobisfenol unidos por
Sarin (GB) Harveyy
puentes de hidrogeno con Aire
(organofosforado) cols. 2002
segmento de oligo
(dimetilsiloxano) o BSP3
Fibras recubiertas de materiales
Fluidos Mullet y
de acceso restringido (RAM) Benzodiacepinas
bioldgicos col. 2002

como alquil — diol —silice (ADS)

Cabe destacar a parte una nueva fibra que se ha desarrollado hace pocos meses y cuya
estructura estd representada en la Figura 17. Este nuevo revestimiento se compone de

fluoroplasticos amorfos de politetrafluoroetileno (PTFE AF) y particulas adsorbentes con
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equilibrio hidrofilo — lipdfilo (HLB), para estudios complementarios de cromatografia de
gases y liquida gracias a una uUnica fase de extraccion fiable y versatil. Se concluyé que la
amplia gama de analitos extraidos por particulas de HLB complementado con el
polimero PTFE AF como inmovilizador de particulas, era un revestimiento de SPME

valido para el anadlisis de matrices complejas (Gionfriddo y cols., 2017).

v = 2 Grupo Hidrofilico
Desorcion Termica

— )
VTN
: | )
L pIN AR AN NPT

+ Aplicaciones en CG L 2
L Grupo
Hidrofébico

Desorcion por

‘s"_‘"h\ A.V
(Q) / Disolventes
/ Aplicaciones en CL
F Fl [ =
L~ \‘ F,‘,»i\ N T
o o[ "X TS ) 8
FCcry TP

Figura 17. Modelo de fibra de PTFE AF / HLB

4.3.2. SPME Media Ponderada en el Tiempo

Esta nueva variante también llamada Time — Weighted Average Sampling SPME (TWA —
SPME), permite realizar analisis a lo largo del tiempo. Se aplica a muestras de aire y se

acopla al cromatégrafo de gases.

Se basa en que la fase estacionaria (recubrimiento de la fibra) no se expone de manera
directa a la muestra, que en este caso seria el aire, sino que se queda retraida en el
interior de la aguja del dispositivo de SPME. La extraccion de los analitos se produce por
difusién por la fase estdtica del interior de la aguja (Batlle y cols. 2001). De esta manera,
a medida que va pasando la muestra por la fibra unida al soporte, la concentracién va
disminuyendo, ya que se va quedando adherida a la fibra. En la Figura 18 se puede ver

este hecho de manera gréfica (Martos y col., 1999).
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Fibra Soporte

Figura 18. Esquema de la técnica TWA — SPME

Los fundamentos tedricos de esta técnica se basan en la siguiente ecuacién:

A
n= DgEf C(t)dt

donde n es la cantidad de analito extraida, Dg es el coeficiente de difusion de los analitos
en la fase gaseosa, A es la superficie de la seccion transversal de la aguja, Z la distancia
de la fibra al final de la aguja y C(t) es la concentracion del analito en la entrada de la
aguja. Segun la ecuacion, la respuesta de los analitos es proporcional a la integral de la
concentracion de analito a lo largo del tiempo, siendo A, Z y Dg constantes (Martos y

col., 1999).

Entre las ventajas que presenta esta tecnica son que se puede utilizar en un amplio

intervalo de concentraciones y diferentes tiempos de muestreo gracias a:

= Alejar mas la fibra del final de la aguja (aumentar Z).
= Disminuir el diametro de la aguja en la entrada (disminuir A).

= Utilizar sobrentes de mayor capacidad (Batlle y cols., 2001).

La TWA — SPME se utiliza prinicpalmente con muestras de aire como se ha dicho antes,
pero tambien se puede utilizar en muestras de agua. Ejemplos de sustancias que se han
extraido por esta tecnica son hidrocarburos (Khaled y col., 2000), isocianatos (Batlle y

cols., 2001), n — valeraldehido (Tsai y col., 2002) y formaldehido (Koziel y cols., 2001).
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4.3.3. Nuevas Aplicaciones en SPME

En este apartado se mencionan algunos articulos con avances destacables de los ultimos

anos.

Se destaca el uso de la SPME en analisis de muestras bioldgicas in vivo. Se sabe que la
SPME se ha utilizado siempre para anlisis in vivo invasivos y no invasivos. Al desarrollar
nuevas fases de extraccién biocompatibles se ha mejorado la sensibilidad, selectividad
y compatibilidad de la SPME con aplicaciones in vivo. Un ejemplo concreto es el uso de
la SPME para el muestreo de tejido cerebral cuando se acopla a CL— EM. La introduccién
de nuevos revestimientos de la SPME de tipo mixto biocompatibles deja ver el potencial
de la técnica para la monitorizacién simultanea de cambios en las concentraciones de
multiples neurotransmisores dentro del fluido extracelular cerebral. Este hecho ofrece
unas perspectivas muy interesantes para poder realizar estudios del cerebro en

profundidad en un futuro (Cudjoe y cols., 2012).

En segundo lugar hay que centrarse en un tipo de revestimiento que permite una mejor
utilizacién de la SPME en matrices bioldgicas complejas como sangre completa y orina.
Se consigue realizar un analisis rdpido de dichas muestras sin tratamiento, gracias al
desarrollo de un dispositivo in tube — SPME biocompatible. Para ello se crea una fibra de
polipirrol (PPY) en presencia de bromuro de cetiltrimetilamonio (CTAB) que actua de
tensioactivo. Como resultado se obtiene una red homogénea con una nanoestructura
cuyo tamaino de poro es lo suficientemente pequefio para que queden retenidos

Unicamente los compuestos que nos interesan (Piri — Moghadam y cols., 2016).

Por ultimo, mencionar la utilizacion de la SPME como método de estudio del perfil
lipoddmico (cantidad de grasas) en linea de cultivo celulares. También se realiza una
comparacion con la técnica convencional de Bligh y Dyer. Este nuevo método consiste
en el uso de la técnica de la SPME como método de extraccién de los distintos tipos de
grasas. Se utilizo para ello una linea celular de carcinoma hepatico humano (HCC) como
modelo y se concluyd que esta técnica tiene un gran potencial en el futuro. Esto se debe
a la simplicidad del modelo propuesto ya que impide interferencias provocadas por la

matriz (inconveniente principal de los métodos tradicionales) y ofrece la extraccién de
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una gran cantidad de lipidos (incluyendo los menos abundantes), gracias a que el

método se basa en el equilibrio (Birjandi y cols., 2017).

5. CONCLUSIONES

® La microextraccion en fase solida es una técnica muy util como alternativa valida
a los métodos de separacion y preconcentracion de analitos utilizados
tradicionalmente.

= El tipo de fibra segln las caracteristicas del analito que se quiera medir es el
pardametro mas importante para que la medida sea la mas eficaz posible.

= La microextraccion en fase sélida se acopla principalmente a la cromatografia de
gases debido a la facilidad de conectarlos en linea y automatizar el proceso,
dando muy buenos resultados.

= El ambito farmacéutico, pese a no ser en el que mas se utiliza, es el que esta
teniendo mayor auge, ya que gracias a las nuevas fibras, se pueden abarcar
analitos de muestras bioldgicas.

= El desarrollo de esta técnica de manera biocomplatible es una clara linea de
futuro, debido a su gran demanda y sus buenos resultados hasta la fecha.

® La microextraccién en fase sélida seguira creciendo y perfecciondandose con los

afos debido a su versatilidad, simpleza y alta eficacia.
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