Universitat de les
Illes Balears

Facultat de Ciencies

Memoria del Treball de Fi de Grau

Sintesis y caracterizacion de solidos porosos
basados en silice para la extraccion de
contaminantes emergentes

Amy Pefnalver Pearce
Grau de Quimica
Any académic 2018-19

Treball tutelat per Montserrat Rodriguez Delgado

Departament de Quimica

S'autoritza la Universitat a incloure aquest treball en el Repositori Institucional per Autor Tutor
a la seva consulta en accés obert i difusié en linia, amb finalitats exclusivament Si No | Si No
academiques i d'investigacio

Paraules clau del treball:

Silice mesoporosa, SBA-15, parabenos, extraccion en fase soélida






RESUMEN

En este estudio se ha procedido a preparar una muestra de silice mesoporosa tipo SBA-15, siguiendo
un método bibliografico, y se ha funcionalizado con un grupo organico di-amina, a partir de un
método solvotermal, con el fin de determinar su capacidad de retencién y elucidn de parabenos en
diferentes medios acuosos, una familia de ésteres sintéticos de acido p-hidroxibenzoico utilizados
ampliamente como conservantes en cosmética y productos de bienestar, entre otros, debido a sus
propiedades antimicrobianas. Los materiales sintetizados se han caracterizado mediante técnicas
instrumentales de difraccién de rayos X, microscopia electrénica, termogravimetria y espectroscopia
FT-IR para comprobar la obtencién de la estructura caracteristica y la funcionalizacién de la misma.

El estudio de retencion de parabenos de las dos muestras se ha realizado mediante extraccién en
fase sdlida, y los materiales se han comparado con dos muestras comerciales (C18 y STRATA-X-AW
Phenomenex®). Se han analizado los resultados a pH 6, pH 8 y con diferentes concentraciones de
sales (NaCl 3.5% y agua de mar sintética). Los resultados del estudio han determinado que, para las
extracciones realizadas con la muestra SBA-15 y la muestra comercial C18, se consigue, en general,
una mayor eficacia extractiva de los parabenos con la silice SBA-15 a pH 6, ademas, ésta no se ve
influenciada significativamente por la presencia de concentraciones diferentes de sales en la
disolucién. En cuanto a las extracciones realizadas con la muestra de SBA-15 funcionalizada con un
grupo orgdnico di-amina y la muestra comercial STRATA-X-AW Phenomenex®, se puede concluir que
la eficacia extractiva de la STRATA-X-AW Phenomenex® es mejor debido a que proporciona buenos
resultados independientemente del pH de la disolucidn y de la concentracién de sales. Cabe destacar
también que la eficacia extractiva de la SBA-15 funcionalizada mejora notablemente para pH 8
respecto a la SBA-15.

ABSTRACT

For this study, a sample of mesoporous silica type SBA-15 has been prepared, following a
bibliographic method, and has been functionalized by a solvothermal method with an organic di-
amine group in order to determine their retention and elution capacity of parabens in different
aqueous solutions. Parabens are a family of synthetic esters of p-hydroxybenzoic acid widely used as
preservatives in cosmetics and wellness products, among others, due to their antimicrobial
properties. The synthesized materials have been characterized by instrumental techniques such as X-
ray diffraction, electron microscopy, thermogravimetry and FT-IR spectroscopy to verify their
characteristic structure and functionalization.

The paraben retention study of the different samples has been carried out by solid phase extraction,
and has been compared with two commercial samples (C18 and STRATA-X-AW Phenomenex®). The
results have been analyzed at pH 6, pH 8 and in different concentrations of salts (3.5% NaCl and
synthetic seawater). The results have determined that, for extractions made with the SBA-15 sample
and the commercial sample C18, silica SBA-15 has a greater extractive efficiency at pH 6, in addition,
it is not significantly influenced by the presence of different concentrations of salts in the solution.
Regarding the extractions performed with the SBA-15 functionalized sample with a di-amino organic
group and the commercial sample STRATA-X-AW Phenomenex®, the latter shows better extractive
efficacy because it provides good results regardless of the pH of the solution and the concentration
of salts. It should also be noted that extractive efficiency of the functionalized SBA-15 improves
significantly for pH 8 compared to the SBA-15.
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1. INTRODUCCION

1.1 MATERIALES MESOPOROSOS

Los materiales mesoporosos ordenados de silice presentan una porosidad y disposicion ordenada
con un tamafo de poro de entre 2 y 20 nm, sin embargo la naturaleza de la silice que los forma es
amorfa. Este tipo de materiales presenta una gran superficie especifica, de entre 500 y 1500 m*-g™.
Desde su descubrimiento se ha estudiado su uso en adsorcidn, en liberaciéon controlada de farmacos,
y marcadores celulares (Everm, 1976).

Los grandes canales de didmetro homogéneo de los materiales de silice mesoporosa pueden
presentar una disposicion hexagonal, cibica o lamelar. Los tipos de silice mesoporosa mas comunes
son la MCM-41 (Mobile Crystalline Material 41) y SBA-15 (Santa Barbara Amorphous-15). La SBA-15
es un tipo de silice mesoporosa estable desarrollado por investigadores de la Universidad de Santa
Barbara en California. La silice tipo SBA-15 presenta una disposicidon de canales correspondiente a
una red de poros hexagonales y un didmetro de poro de 5 nm a 15 nm. Pertenece al grupo espacial
p6mm, tiene una superficie especifica de entre 1000 y 1500 m*g™ y microporosidad que une los
canales principales.

La silice mesoporosa SBA-15 se sintetiza en condiciones acidas utilizando el copolimero tribloque
Pluronic® P123 (EO»,PO5EO,, poli-(etilenglicol)-poli(propilenglicol)-poli(etilenglicol)) como
surfactante y el tetraetoxisilano (TEOS) como fuente de silice. Una vez completada la sintesis, la
plantilla organica se elimina mediante calcinacion. Se puede ver un esquema del proceso en la figura
1 (Nam, 2018).

Las paredes de silice que separan los poros en estos materiales son amorfas y estan repletas de
defectos estructurales como resultado de la condensacidon incompleta de los atomos de silicio tras la
hidrélisis, lo que origina la presencia de &tomos de silicio unidos a grupos -OH, es decir, grupos silanol
(Si-OH) en las paredes. Es por ello que la quimica simple de policondensacién de la silice posibilita
funcionalizar tanto la superficie externa como la superficie interna de estos materiales con gran
variedad de grupos organicos (Zhao, 1998). La modificacién de la superficie de las particulas de silice
con grupos organicos proporciona numerosas posibilidades para controlar la adsorcidn de sustancias,
lo que contribuye a que las matrices de silice mesoporosa sean atractivas como base estructural para
la extraccion de contaminantes.
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FIGURA 1: RUTA PARA LA SiNTESIS DE SBA-15 (NAM , 2018).

1.2 CONTAMINANTES EMERGENTES

Los contaminantes emergentes se definen como especies quimicas cuya presencia en el medio
ambiente no es novedosa pero si causa preocupacién por sus posibles consecuencias adversas sobre
la salud humana. Son compuestos de los cuales se conoce relativamente poco acerca de su presencia
e impacto en el entorno porque no han sido regulados y por tanto no han sido introducidos en
analisis rutinarios de muestras ambientales y aguas residuales (Richardson, 2018), (Ebele, 2017). En
ocasiones, el riesgo de estos contaminantes no se debe tanto a su toxicidad aguda sino a su
genotoxicidad, la capacidad para causar dafio al material genético de organismos debido a la
exposicién continuada a estos contaminantes (Schnoor, 2014). El estudio e investigacion de estos
compuestos pertenece a organismos dedicados a la proteccion de la salud publica y el
medioambiente como la Organizacién Mundial de la Salud o la Comisién Europea (Commission
Implementing Decision (EU)2015/495 of 20 March, 2015).

Estos compuestos se producen y se consumen en elevadas cantidades de modo que son introducidos
de forma continua en el medio ambiente (Haman, 2015). De hecho, la principal problematica es que
algunas familias de compuestos no son degradadas completamente en las estaciones de depuracion
de aguas residuales, entrando en la cadena trofica tanto a nivel marino como terrestre por el uso de
las aguas regeneradas (Reemtsma, 2016).



1.2.1 PARABENOS

Esta memoria se centrara en el estudio de la extraccidon de un grupo de contaminantes emergentes
como son los parabenos. Los parabenos son una familia de ésteres sintéticos del acido p-
hidroxibenzoico que han sido utilizados ampliamente en productos de cosmética y belleza como
conservantes para evitar la formaciéon de microorganismos, hongos o bacterias (Ocafia, 2015).
Recientemente, se ha regulado la presencia de parabenos en productos comerciales debido al
aumento de controversia sobre su seguridad por sus efectos endocrinos y sus potenciales efectos
adversos a elevadas concentraciones sobre la salud humana (Al, 2007), (Btedzka, 2014).

Los parabenos mas usuales son el metilparabeno (MP), etilparabeno (EP), propilparabeno (PP),
butilparabeno (BP) y fenilparabeno (PheP), siendo el MP y el PP los mas utilizados. Sus princiales
caracteristicas fisico-quimicas vienen recogidas en la tabla 1 y en la figura 2 se pueden ver las
estructuras de los mismos. Los parabenos son moderadamente solubles en agua, esta solubilidad
disminuye al aumentar la cadena alquilica éster lateral, al igual que la resistencia a la hidrdlisis en
soluciones acuosas, ocurre lo contrario con el coeficiente de particién octanol/agua. Los valores de
pKa indican que en medios acuaticos se encuentran en forma de 4cido libre. Se tratan de compuestos
relativamente poco volatiles (Haman, 2015).

TABLA 1: PRINCIPALES PROPIEDADES FISICOQUIMICAS DE LOS PARABENOS

Parabeno MP EP PP BP PheP
Férmula quimica CgHgO; CgH1005 CioH1205 C11H1405 Ci3H1003
pKa 8.17 8.22 8.35 8.5 8.50
Punto de ebulliciéon (°C) 275 297 285 300 >300
Solubilidad en agua a 2500 885 500 207 160
25°C (mg/L)
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FIGURA 2: ESTRUCTURAS QUIMICAS DE LOS COMPUESTOS METILPARABENO (MP), ETILPARABENO (EP), PROPILPARABENO (PP), BUTIL
PARABENO (BP) Y FENILPARABENO (PheP).

El metil p-hidroxibenzoato se suele emplear como fungicida en la industria alimentaria y también en
la cosmética como un aditivo conservante denominado E-218; en esta industria debe estar en
concentraciones menores al 0.1%. El etil p-hidroxibenzoato es un antimicrobiano de bacterias
fundamentalmente gram positivas, levaduras y mohos que se emplea en derivados carnicos, en
conservas vegetales, productos de gran contenido graso, cosmética y reposteria. El propil p-
hidroxibenzoato es una sustancia natural que se encuentra en algunas plantas; se emplea como
conservante alimentario con el cédigo E-216. El butil p-hidroxibenzoato se utiliza como
antimicrobiano conservante en alimentos, cosméticos y medicamentos, tales como el ibuprofeno,
para prevenir su descomposicion. Se ha demostrado que tiene la capacidad de cruzar las membranas
del cuerpo y entrar en él a través de los pulmones, el tracto intestinal y el epitelio. El fenil p-
hidroxibenzoato se utiliza principalmente como agente antimicrobiano en productos cosméticos, al
igual que el resto de parabenos se presenta en forma de polvo blanco.

Segln estudios, los parabenos que tienen cadenas laterales alquilicas mds largas presentan mas
toxicidad que otros con cadenas laterales mas cortas, debido a los valores de log Kow (constante de
particién octanol/agua) superiores. Por esta razdn, el fenil, el butil y el propilparabeno podrian
causar efectos adversos a los organismos acuaticos, lo cual es preocupante ya que se han detectado
parabenos en concentraciones que oscilan entre 15 y 400 ng/L en aguas superficiales (Diaz, 2013).

1.3 ANTECEDENTES

El objetivo de este trabajo es sintetizar y caracterizar silice mesoporosa, de tipo SBA-15 y SBA-15
funcionalizada con grupos organicos amina, para la determinacion de la eficacia de retencion y
elucion de contaminantes emergentes tales como los parabenos frente a materiales comerciales. En
concreto se ha estudiado la capacidad de extraccidn de los parabenos a diferentes pH y, en especial,
en muestras comparables al agua de mar.

A pesar utilizarse desde hace casi 100 afios, en 1996 se publicaron los primeros resultados analiticos
de la presencia de parabenos y derivados en el agua. Aunque existen tratamientos que los eliminan
relativamente bien de las aguas residuales bajo condiciones aerdbicas, los parabenos siempre estan
presentes a bajos niveles de concentracion en los efluentes de las plantas de tratamiento de aguas
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residuales, normalmente a niveles de pg/L (ppb) o ng (ppt). Se ha demostrado que la presencia de
parabenos en el medio ambiente es mayor en las zonas costeras o en los rios cercanos a las fabricas
(Jonkers, 2009), (Kusk, 2011), (Ramirez, 2012), (Teerlink, 2012), (Yu, 2012). Ademas, al ser
compuestos que contienen grupos hidroxilo fendlicos, los parabenos pueden reaccionar facilmente
con cloro libre, produciendo subproductos halogenados. Derivados clorados de los parabenos son
mas estables y se sabe relativamente poco acerca de su aparicién en agua potable y el riesgo
potencial para los humanos (Haman, 2015).

Durante los Uultimos afios se han publicado diferentes métodos de extraccién, separacion y
determinacidon de varios parabenos en diversas muestras de interés ambiental y bioldgico. En
general, esos métodos analiticos se basan en los métodos tradicionales de extraccion /
preconcentracion que utilizan grandes volimenes de muestra y solventes organicos (Diaz, 2013).

Recientemente el desarrollo de materiales adsorbentes como las silices mesoporosas han sido de
interés en la investigacidon en quimica analitica como materiales para (micro)extraccion en fase sélida
debido a sus caracteristicas y ventajas frente a sorbentes tradicionales o comerciales (Casado, 2017).
Entre estas caracteristicas se encuentran: elevada drea de superficie, gran volumen de poro,
distribucidon de tamafio de poro bien definida, composicion de pared controlable y propiedades de
superficie modificables. Por ello, estos materiales pueden ser una buena alternativa a los sorbentes
clasicos, como la silice amorfa y los materiales poliméricos hidrofébicos o hidrofilicos, y pueden
permitir una extraccién eficiente de los compuestos objetivo como pueden ser los parabenos en
diferentes tipos de muestras ambientales.

1.4 OBJETIVOS
Los objetivos de este trabajo son los siguientes:

1- Sintesis de silice mesoporosa del tipo SBA-15 con dimensiones y porosidad uniforme.

2- Funcionalizacion de la silice mesoporosa SBA-15 con grupos organicos amina.

3- Caracterizacién de los sélidos porosos sintetizados mediante adecuadas técnicas
instrumentales: principalmente difraccion de rayos X, microscopia electrdnica,
espectroscopia IR y analisis termogravimétrico.

4- Estudio de la capacidad de extraccion de parabenos de los sélidos sintetizados frente a
columnas comerciales de silice C18 y STRATA-X-AW Phenomenex®.



2. TECNICAS EXPERIMENTALES

2.1 DIFRACCION DE RAYOS X

La difraccidn de rayos X es una técnica experimental utilizada para realizar un analisis cristalografico
de un material. Se basa en la interaccion de los rayos X con los electrones de los 4tomos del material
produciéndose una difusion por el entorno ordenado de la red cristalina, de modo que la radiacion
emergente aportara informacidn acerca de la muestra (Skoog, 2008). Para que se produzca esta
difraccion es necesario que la separacién entre las capas de la red sea la misma que la longitud de
onda de la radiacién y que los puntos que dispersen la radiacién se encuentren de forma regular en
el espacio. El fendmeno de difraccién sigue la ley de Bragg:

nil = Zdhklsen thl

Siendo n un namero entero, A la longitud de onda de la radiacién incidente, d el espacio entre dos
planos de la red, © el dngulo incidente de la radiacién y hkl/ los indices de Miller para la linea de
difraccidon considerada. Se calcula la distancia d a partir de la ecuacidon conociendo la longitud de
onda de la fuente y el dngulo de los maximos de difraccién. Posteriormente se pueden asignar los
indices de Miller para determinar la simetria del sélido. El patrén de rayos X es caracteristico de cada
fase cristalina de modo que puede compararse con los difractogramas bibliograficos para identificar
correctamente el material analizado.

Las medidas experimentales se han llevado a cabo en el difractdmetro de rayos X Bruker D8 Advance
equipado con un anticitodo de cobre, filtro de niquel y detector dispersivo de energia
unidimensional modelo Lynxeye. Las medidas se han realizado en atmédsfera libre y temperatura
ambiente.

2.2 TERMOGRAVIMETRIA

La termogravimetria es una técnica que registra las variaciones de la masa de un sélido, a lo largo de
un tiempo determinado, en funcién de la temperatura. Para la caracterizacion del sélido mesoporoso
se ha empleado la modalidad dindmica que consiste en medir la masa de la muestra con un aumento
de temperatura lineal. Mediante este método se obtiene un termograma que aporta informacién
acerca de la estabilidad térmica y sobre la composicion inicial y final de la muestra.

Para esta memoria se ha empleado el instrumento TA Instruments- SDT2960 con analizador DSC-
TGA. El estudio se ha realizado mediante una rampa de temperatura de 25°C a 1000°C con una
velocidad de 2°C/min con una corriente reductora de nitrégeno.
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2.3 MICROSCOPIA ELECTRONICA

La caracterizacion morfoldgica de los sélidos se ha realizado mediante microscopia electrénica de
barrido (SEM, Scanning Electron Microscopy). Es una técnica de microscopia electrénica capaz de
producir imagenes de la superficie de las muestras analizadas mediante las interacciones de los
electrones con el material. Analizando las imagenes se puede obtener informacién acerca de la
naturaleza fisica de la superficie.

Para obtener una imagen por microscopia electrénica de barrido, se enfoca un haz de electrones
muy fino sobre la superficie de muestra sélida, el haz de electrones se pasa por la muestra en un
barrido en el cual: (1) se barre la superficie en linea recta en la direccion x, (2) vuelve a la posicidn
inicial y, y (3) se desplaza hacia abajo en la direccidn y un incremento estandar. El proceso se repite
hasta que se ha analizado el drea deseada (Skoog, 2008). Se producen varios tipos de sefales desde
la superficie, se utilizan los electrones retrodispersados, secundarios y rayos X para construir la
imagen.

El microscopio utilizado es el modelo HITACHI S-3400N. Para evitar acumulacién de carga eléctrica las
muestras se cubrieron de una capa de 20 nm de oro por vaporizacion.

2.4 ESPECTROSCOPIA INFRARROJA

El espectro infrarrojo (IR) se origina en las transiciones entre los niveles discretos de energia
vibracional y rotacional de las moléculas (Skoog, 2008). Las frecuencias de los diferentes tipos de
vibraciones dependen de la constante de fuerza de los enlaces entre los dtomos que forman la
molécula y de sus masas. Ciertos grupos estructurales de atomos dan lugar a bandas vibracionales en
la misma region del espectro (frecuencias de grupos caracteristicos), independientemente de la
molécula en la que el grupo esté situado. En estos casos se puede asumir que una vibracion
particular estd localizada en ese grupo estructural, a pesar de que en un modo normal de vibracion
cada atomo en la molécula sufre un desplazamiento periddico, en fase y con la misma frecuencia. En
esta memoria se ha utilizado la espectroscopia infrarroja para identificar los grupos organicos
presentes en la muestra de silice mesoporosa funcionalizada.

Los espectros FT-IR presentados en esta memoria se obtuvieron con un espectrofotdmetro de
transformada de Fourier Bruker Vertex 80v equipado con un criodetector MCT, trabajando a una
resoluciéon de 3 cm™ y con 64 adquisiciones para cada espectro. Los espectros se registraron en el
intervalo de 4000 a 400 cm™. Las muestras se prepararon en forma de pastillas de KBr con una
proporcién (en peso) muestra: KBr de 1:100. Previamente a la adquisicién de los espectros FT-IR las
pastillas de KBr se secaron en la estufa a 100°C.
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2.5 EXTRACCION EN FASE SOLIDA Y HPLC

Para evaluar el potencial de los materiales como sorbentes existen varias técnicas tales como SPE
(solid-phase extraction), u-SPE (solid-phase micro extraction) y MSPD (matrix solid-phase extraction).
En la memoria se ha llevado a cabo el estudio por SPE, siendo este el procedimiento mas utilizado
para la extraccion y preconcentracidn de compuestos orgdnicos de muestras, principalmente debido
a su simplicidad. Esta técnica implica una separacion liquido-solido, donde la fase de extraccion es un
sorbente sdlido utilizado para eliminar y/o concentrar compuestos organicos de muestras o
soluciones liquidas. En comparacién con la extraccion liquido-liquido, SPE es facil de usar y reduce el
consumo de disolvente y el tiempo de preparacion de la muestra. El procedimiento consiste en un
primer paso de acondicionamiento pasando solventes orgdnicos o agua, en este caso metanol, a
través de un “cartucho SPE” (columna preparada llena con el sorbente) para aumentar el area de
superficie efectiva y reducir las interferencias. Luego, la soluciéon de muestra se carga en el cartucho y
el sorbente retiene los analitos objetivo. En la figura 3 se representa de forma esquematica el
procedimiento de carga y elucion. Una vez que se ha cargado la muestra, se realiza un paso de lavado
para eliminar los componentes no deseados que puedan interferir. Después de secar el sorbente, las
interacciones entre los analitos deseados y el sorbente se interrumpen al pasar pequefos volimenes
de disolventes organicos, lo que conduce a la desorcién de los analitos de la fase sdlida que se
recogen para su posterior analisis, en el caso de esta memoria se determinard la composicién de la
muestra por cromatografia liquida de alta resolucion.

i Aeowdicionamients 2+ Cangade 3. Lavado de 4. Elucion de compuestos
muestra impurezas de interés
F——
o = s
" T

o

-
T
=

FIGURA 3: FASES DEL PROCESO SPE DE UNA MUESTRA (ALTUN, 2005).

La cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC, High Performance Liquid Chromatography) es un
tipo de cromatografia en columna utilizada para la separacion de componentes de una mezcla en
funcién de las interacciones quimicas que presenta la muestra con la columna. Es una técnica que
permite adaptarse a una gran cantidad de analitos para su deteccién tanto cualitativa como
cuantitativa. El método consiste en tener la muestra disuelta en un disolvente determinado que sera
la fase movil de la cromatografia, se hace pasar esta fase a través de una columna cromatografica,
también llamada fase estacionaria. En funcién de la composicidn de la fase estacionaria los analitos
de la fase movil interaccionaran de un modo u otro. La resolucidn de la separacion y el tiempo de
retencién de los componentes de la mezcla dependeran de las interacciones entre las fases. Al tener
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cada componente un tiempo de retenciéon diferente, éstos saldran de forma separada en el
cromatograma en forma de seiial.

En el caso de esa memoria se ha utilizado el equipo de HPLC Jasco equipado con bombas PU-4180,
autosampler AS-4050, detector UV-Visible (Photo Diode Array Detector) MD-4017 interfase box LC-
NET II/ACD y termostato de columna GECKS 2000 y una columna Onyx Monolithic HD-C18
(100x4.6mm) Phenomenex®.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 SINTESIS Y CARACTERIZACION CRISTALOGRAFICA
3.1.1 SiNTESIS DE SBA-15

La sintesis de la silice SBA-15 se ha realizado siguiendo el método descrito por (Ding, 2013). Para ello
se ha preparado una disolucién de 61.5 mL de agua destilada y 4.5 mL de acido clorhidrico al 37% en
una manga de teflén a 40°C. Se afiadieron 1.8g de Pluronic® P123, empleado como agente director
estructural, en agitacién. Tras la disolucion del surfactante se afiadieron 4 mL de tetraetil ortosilicato
(TEQS, 98%) como fuente de silice. La mezcla se dejé en agitacidn y a temperatura constante de 40°C
durante 24 horas. Pasado el tiempo se introdujo la manga en un autoclave y se dejé en la estufa
durante 48 horas a 100°C. Después de dos dias se filtro el producto obtenido con agua destilada
hasta conseguir un pH neutro y después con etanol. El sélido se dejd secar en un desecador.

Para eliminar los restos orgdnicos del material se calciné el sélido durante 5.5 horas en corriente de
nitrégeno y 3 horas en corriente de aire a 550°C. Esta muestra de silice mesoporosa calcinada se
llamard en esta memoria SBA-15.

3.1.2 FUNCIONALIZACION DE LA SBA-15

La funcionalizacién del material mesoporoso sintetizado se realizd segin una adaptacién del método
solvotermal de (Ding, 2017) representado de forma esquematica en la figura 4. Inicialmente se
introducen 0.1 g de SBA-15 en una manga de teflén junto con 20 mL de tolueno, y se deja en
agitacién. Se afiade a la manga de teflén 146 pL de (aminoetilaminometil)fenetiltrimetoxisilano y se
deja agitando 10 minutos. Pasado ese tiempo se introduce la manga en un autoclave para dejarse en
la estufa a 80°C durante 2 horas. Una vez enfriado se filtra el producto obtenido, primero varias
veces con tolueno y después varias veces con etanol. El sélido se dejo secar en la estufa a 80°C. En la
figura 4 puede observarse el proceso de funcionalizacién.

(aminoetilaminometil)
fenetiltrimetoxisilano

_

Tolueno

Particula de silice
funcionalizada

Particula de silice
mesoporosa

FIGURA 4: ESQUEMA DEL PROCESO DE FUNCIONALIZACION DE LA SBA-15.
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3.1.3 CARACTERIZACION CRISTALOGRAFICA
La caracterizacién cristalografica de los materiales se ha llevado a cabo mediante difraccidn de rayos
X, en la modalidad de polvo microcristalino. Las medidas que se llevaron a cabo se hicieron en las
siguientes condiciones: intervalo angular 26 de 0.5- 10°, con un paso de 0.02°, tiempo de residencia
por canal de 50 segundos y area iluminada 15 mm.

En la figura 5 se pueden observar los difractogramas correspondientes a la SBA-15 sintetizada y
calcinada y la SBA-15 funcionalizada con grupos amino. En ellos se pueden apreciar los picos que
pertenecen a las reflexiones (100), (110) y (200) tipicas del grupo espacial 2D hexagonal p6mm de
una estructura tipo SBA-15 con una distribucion de poros tubulares (Kruk, 2000), (Zhao, 1998).
Ambos difractogramas presentan las lineas de difraccion caracteristicas pero en el caso de la SBA-15
funcionalizada los picos son de menor intensidad. Este tipo de cambios se han descrito en la
bibliografia (Song, 2005) al funcionalizar la silice con moléculas organicas voluminosas y en este caso
por la presencia de los grupos amino.

(100)

SBA-15

SBA-15
funcionalizada

20

FIGURA 5: DIFRACTOGRAMAS DE RAYOS X DE LA MUESTRA DE SBA-15 Y SBA-15 FUNCIONALIZADA.

3.1.4 CARACTERIZACION TERMOGRAVIMETRICA
En la figura 6 se pueden observar los termogramas obtenidos de las muestras de silice SBA-15 y SBA-
15 funcionalizada. En el primer termograma se aprecia una disminucidn de aproximadamente un 4%
del peso antes de alcanzar los 100°C, esta variacién se debe a la pérdida de agua adsorbida. Con

respecto a la muestra funcionalizada se pueden observar disminuciones del peso de forma
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escalonada a medida que se descompone el grupo orgdnico de la funcionalizacidn. Esta pérdida se
produce en un intervalo amplio de temperatura y de forma gradual. La pérdida total es de
aproximadamente un 28% entre los 100°C y 1000°C.

95 —
SBA-15

§ 90 -
O
O
a 85

80 -

75 _| SBA-15

funcionalizada

1 I N I
400 600 800 1000
Temperatura (°C)

T
0 200

FIGURA 6: TERMOGRAMA DE LA MUESTRA DE SBA-15 Y SBA-15 FUNCIONALIZADA.

3.1.5 CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA

La espectroscopia FT-IR se utilizd para estudiar las muestras de silice SBA-15 y SBA-15 funcionalizada
con grupos organicos. En la figura 7 se presentan los espectros de las dos muestras. En el espectro de
la muestra SBA-15 se observa una banda intensa y ancha que cubre la zona de unos 3600 a 3100
cm™ 'y una banda débil a 900 cm™! que representan las vibraciones de estiramiento v flexién de Si—
OH, respectivamente. La banda intensa centrada a 1100 cm™ ' se asigna al modo de tensién
asimétrica Si-O-Siy a 800 cm™ ' se asigna al modo de tensién simétrica Si-O-Si También se observa la
presencia de un pequefio pico de absorcién correspondiente a la flexién C-H a 1300 cm™ ! del
copolimero. La banda a 1600 cm™* se ha atribuido a la vibracién de estiramiento del grupo carboxilo
(—C=0). Esto sugiere que todavia existe una pequefia cantidad de tensioactivo en la muestra después
de la calcinacién (Kokunesoski, 2010).

El espectro IR de la muestra de silice funcionalizada con grupos amino muestra, ademas de las
bandas de absorcidn IR descritas para el espectro de la muestra SBA-15, una banda de absorcion IR a
3000 cm™ 'y otra a 1600 cm™ ' que corresponden a los modos de tensién N—H, junto con otras bandas
de absorcién a alrededor de 2800 cm™ ' que se asignan a los modos de tensién —CH y —CH- de las
cadenas de etilamina. En la zona entre 1500 cm™* y 1400 cm™ ' se esperaria encontrar la banda
caracteristica de tension de -C=C- del anillo aromatico que solapa con el resto de bandas presentes.
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FIGURA 7: ESPECTRO IR DE LA MUESTRA DE SBA-15 Y SBA-15 FUNCIONALIZADA.

3.1.6 CARACTERIZACION MORFOLOGICA
En la figura 8 se muestran las micrografias electrdnicas obtenidas por microscopia electrénica de
barrido de las muestras de silice SBA-15 y SBA-15 funcionalizada. En las imagenes puede observarse
la forma tubular de la SBA-15, caracteristica de la fuente de silice TEOS sobre el templante utilizado
P123 (Zhao, 1998). En las micrografias de SBA-15 funcionalizada se puede ver como las particulas son

de forma similar aunque de longitud menor.
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FIGURA 8: A), B) Y C) MICROGRAFIAS DE LAS MUESTRAS DE SBA-15 FUNCIONALIZADA. D), E) Y F) MICROGRAFIAS DE LAS MUESTRAS DE
SBA-15 CALCINADA.
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3.2 EXTRACCION DE PARABENOS

El objetivo de la memoria consiste en validar la capacidad de extraccién de una mezcla de parabenos
a diferentes pH y en disolucién salina tanto de los materiales preparados como de materiales
comerciales, en particular, se han utilizado dos tipos de columnas con materiales comerciales: 30um

e (18 125A (bulk packing material 55-105um, Waters Corporation): la silice C18 es el tipo de
columna mas popular utilizada como fase estacionaria en cromatografia de fase reversa. Se
trata de una silice que posee cadenas lineales de 18 carbonos (figura 9).

\ (|:H3
Si—0—3i—(CH,);,CH,
3 CH,

/Si—OH

FIGURA 9: ESTRUCTURA QUIMICA DE LA SILICE C18.

e STRATA-X-AW Phenomenex®: es una columna polimérica comercial para intercambio
aniénico débil. Consiste en una estructura hidréfoba con un ligando di-amino que contiene
una amina primaria y una amina secundaria (figura 10). Puede retener analitos por tres
mecanismos diferentes: por intercambio anidnico débil interacciones m-mt e interacciones
hidrofdbicas.

NH
N/\/ 2
H

FIGURA 10: ESTRUCTURA QUIMICA DE LA STRATA-X-AW PHENOMENEX®.

Para los estudios de extraccion se ha preparado una disolucién acuosa madre de concentraciéon 50
ppm de los siguientes parabenos: metilparabeno (MP), etilparabeno (EP), propilparabeno (PP),
fenilparabeno (PheP) y butilparabeno (BP). Y a partir de dicha disolucién madre, los estudios de carga
y elucién de parabenos con SBA-15, SBA-15 funcionalizada, C18 y Strata-X-AW Phenomenex® se
hicieron con una disolucién de parabenos (MP, EP, PP, PheP y BP) de concentracién de 1 ppm al 2%
en MeOH en diferentes medios:

— Disolucién a pH 8 (tampdn de TRIS (50mM))

— Disolucién a pH 6 (tampdn de MES (50mM))

— Disolucién a pH 6 (tampdn de MES (50mM)) y NaCl 3.5%

— Disolucién a pH 6 (tampdn de MES (50mM)) en agua de mar sintética (siguiendo la
receta de (Horstkotte, 2010)).

La composiciéon del agua de mar sintética utilizada consiste en una disolucidn compuesta de: 3.0
mg-L'1 de NaF, 20 mg-L'1 de SrCl,-6H,0, 30 mg-L'1 de H;BO;, 100 mg-L'1 de KBr, 700 mg-L'1 de KCl, 1470
mg-L™ de CaCl,-2H,0, 4000 mg-L™ de Na,SO,, 10,780 mg-L"* de MgCl,-6H,0, 23,500 mg-L™ de NaCl, 20
mg-L'1 de Na,SiO3-9H,0 y 200 mg-L’1 de NaHCO;, disueltos en agua destilada.
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Los compuestos utilizados para preparar las disoluciones tampdn del estudio son: MES (acido-2-(N-
morfolino)etanosulfonico) y TRIS (tris(hidroximetillaminometano). Ambos compuestos se utilizan
ampliamente en biologia molecular, se caracterizan por ser altamente solubles en agua, poco
solubles en solventes apolares, minimo efecto salino y minimo cambio de pKa en funcién de la
temperatura. Su estructura y su pKa vienen recogidos en la tabla 2.

TABLA 2: CARACTERISTICAS DE LOS TAMPONES MES Y TRIS.

MES TRIS

Estructura quimica OO0

S
(\N/\/‘ \OH HG\/ﬁ/DH

O\) NHZ

Férmula quimica CeH13NO,S (HOCH,);CNH,

pKa 6.15 8.06

Para todos los estudios de carga y elucidon de parabenos siempre se usd la misma cantidad de sélido
de 30 mg. Las etapas de acondicionamiento, carga, lavado y elucién fueron las siguientes:

Etapa de acondicionamiento de la columna: 0.5 mL de metanol
Etapa de acondicionamiento: 0.5 mL de la disolucién tampdn correspondiente.
Carga: 1 mL de la disolucidn de parabenos de 1 ppm en la disolucién tampdn
correspondiente.
Lavado: 0.5 mL de la disolucién tampdn correspondiente.

5. Elucién: 1 mL de MeOH recogida en vial para HPLC.

Una vez recogidas las eluciones éstas fueron inyectadas en el sistema de HPLC. Para el HPLC el
método utilizado fue un método con gradiente de disolventes, empieza con un 35% de acetonitrilo y
un 65% agua y llega hasta ser 100% acetonitrilo al cabo de 11.5 min; con un flujo de 1 mL/min. El
volumen de inyeccion fue 10 L y la temperatura de la columna se mantuvo a 31°C. La longitud de
onda para la deteccion de los parabenos fue de 254 nm. En la figura 11 se puede observar un
cromatograma del patron de concentracidon 1ppm de todos los analitos.
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FIGURA 11: CROMATOGRAMA DEL PATRON DE 1PPM DE LA MEZCLA UTILIZADA DE PARABENOS SIENDO LOS PICOS: (1)
METILPARABENO, (2) ETILPARABENO, (3) PROPILPARABENO, (4) FENILPARABENO Y (5) BUTILPARABENO.

En las figuras 12 y 13 vienen representados los porcentajes de retencién de los diferentes parabenos
analizados para las muestras utilizadas. En la figura 12 se pueden observar los porcentajes de
retencién de cada uno de los componentes de la mezcla de parabenos utilizada para el estudio de
modo que, de izquierda a derecha, las cuatro primeras barras de la figura para cada tipo de parabeno
corresponden a los resultados de la muestra de SBA-15 sintetizada, y las cuatro siguientes a los
obtenidos con el material comercial C18. A su vez, cada grupo de cuatro barras representa el
porcentaje medio de las réplicas realizadas en tampdén de MES a pH=6, tampdn de TRIS a pH=8,
tampon de MES a pH=6 en NaCl 3.5% y en tampon de MES a pH=6 en agua de mar sintética,
respectivamente. A grandes rasgos, se puede observar como para las muestras de C18, columna
principalmente apolar, la retencidn de los parabenos aumenta a la vez que disminuye su polaridad y
da mejores resultados a pH 6 que a pH 8. Con la silice tipo SBA-15, columna polar, la tendencia
general es la misma pero con un mayor porcentaje de retencion. Ambas columnas actian de fase
reversa, cuanto mas apolar es el parabeno mejor se retiene. Por ello, como a pH 8 los analitos se
encuentan parcialmente ionizados (ver pKa de la tabla), se extraen menos, es decir, se necesitan
analitos en forma neutra para que la columna funcione por fase reversa y por este motivo a pH 6 se
consiguen mejores resultados. Este efecto es mas significativo para la SBA-15, puesto que extrae
mejor que la C18. El efecto de la presencia de sales (al afiadir concentraciones de sales diferentes
aumenta la fuerza idnica de la disolucién) en este caso no provoca un cambio significativo de la
eficacia extractiva ya que los iones no compiten por la superficie de la columna, este hecho resulta
positivo porque supone que se puede utilizar en agua de mar sin que se vea afectada
significativamente la eficacia.
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FIGURA 12: PORCENTAJE DE RETENCION DE LOS DIFERENTES PARABENOS: MP, EP, PP, PheP Y BP, DE LA MUESTRA DE SBA-15
SINTETIZADA Y DEL MATERIAL COMERCIAL C18.

En la figura 13 se pueden observar los porcentajes de retencién de la mezcla de parabenos, de
izquierda a derecha, las cuatro primeras barras de la figura para cada tipo de parabeno corresponden
a los resultados de la muestra comercial de Strata-X-AW Phenomenex®, y las cuatro siguientes a los
obtenidos con la silice SBA-15 funcionalizada con grupos amina. Igual que en la figura 12, cada grupo
de cuatro barras representa el porcentaje medio las réplicas realizadas en tampdén de MES a pH=6,
tampédn de TRIS a pH=8, tampdn de MES a pH=6 en NaCl 3.5% y en tampdn de MES a pH=6 en agua
de mar sintética. Estos dos materiales se han comparado debido a que ambos presentan el mismo
grupo di-amino. Para este conjunto de muestras, se puede observar, para la SBA-15 funcionalizada
sigue la misma tendencia que la SBA-15 respecto a la mayor retenciéon cuanto menor es la polaridad
del parabeno, con la diferencia de que ha mejorado notablemente su eficacia a pH=8 por la presencia
de los grupos amina. Ademas, en general, se puede ver una disminucidon de la retencion con la
presencia de sales en la matriz. Por otro lado, las réplicas obtenidas con el material comercial
STRATA-X-AW Phenomenex® con el protocolo de la memoria ha dado resultados de alta retencién vy,
en general, regulares en cuanto a la polaridad de los parabenos, del pH y de la concentracion de sales
en la matriz.

Ambas fases, ademas de presentar una zona hidrofébica, presentan una zona de intercambio
anidnico débil y por este motivo se ven menos afectadas por el pH que las columnas que actuan
solamente como fases reversas. Para el MP y el EP, a pH 8 hay mayor proporcién de analito ionizado
que a pH 6 de modo que puede interaccionar por la zona de intercambio aniénico de forma mas
efectiva. Para los analitos mas hidrofébicos lo que ocurre es que el cardcter de fase reversa de la
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columna es mas significativo, ademas, a pH 6 hay mayor proporcidn de analito neutro que a pH 8,
esto provoca que a pH 6 sea mayor la eficacia extractiva para el PP, BP y PheP. Asimismo, para los
analitos mas polares, MP, EP y PP, el aumento de fuerza idnica afecta negativamente a la eficacia
extractiva ya que existen mas aniones en el medio que pueden competir por las zonas de interaccion
de la columna y disminuye la eficacia de extraccidn.

En general, el material STRATA-X-AW Phenomenex® presenta buenos resultados, siendo éstos
regulares independientemente del pH y de la concentracidn de sales. En cuanto a la SBA-15
funcionalizada debe considerarse que no se encuentra funcionalizada en la misma proporcién que la
columna comercial, esto provoca que su capacidad de intercambio idnico posiblemente sea inferior a
la columna comercial y actia mejor de fase reversa que por intercambio anidnico.
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FIGURA 13: PORCENTAJE DE RETENCION DE LOS DIFERENTES PARABENOS: MP, EP, PP, PheP Y BP, DE LA MUESTRA DE SBA-15
FNCIONALIZADA CON GRUPOS ORGANICOS AMINA Y EL MATERIAL COMERCIAL STRATA-X-AW PHENOMENEX®.
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4.

CONCLUSIONES

A partir de los resultados experimentales y de su discusién se pueden llegar a las siguientes

conclusiones:

1-

2-

Se ha conseguido sintetizar silice tipo SBA-15 siguiendo el método descrito en la bibliografia.

A partir de un método solvotermal descrito en la bibliografia, se ha conseguido la
funcionalizacién de la SBA-15 con un grupo organico di-amina.

La estructura y morfologia de los materiales obtenidos se ha caracterizado mediante técnicas
instrumentales adecuadas que han demostrado la obtencion de la red de poros hexagonales
caracteristica del material.

Mediante extraccidn en fase sélida se ha estudiado la capacidad de retencion de parabenos
de las diferentes muestras preparadas ademas de dos muestras comerciales (C18 y STRATA-
X-AW Phenomenex®). Para ello se ha realizado el procedimiento de extraccion a pH 6y 8y
con diferentes concentraciones de sales (NaCl 3.5% y agua de mar sintética). La muestra SBA-
15 presenta una mayor eficacia extractiva a pH 6 que el material C18, independientemente
de la presencia o no de sales en disolucién. La muestra SBA-15 funcionalizada presenta
mejores resultados a pH 8 que la silice SBA-15; no obstante, su capacidad extractiva es
inferior a la del material STRATA-X-AW Phenomenex®, debido a que éste proporciona
buenos resultados independientemente del pH de la disolucion y de la concentraciéon de
sales.
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