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Objetivo 

 

El objetivo principal de esta tesis es la puesta a punto de nuevas plataformas 

miniaturizadas que sean rápidas, potentes y versátiles, aplicadas al tratamiento de muestra. Para 

ello se diseñarán, fabricarán y optimizarán sistemas microfluídicos que permitan la extracción de 

analitos de diversa naturaleza química, tanto analitos ácidos como básicos, polares y no polares, 

en matrices complejas. Estas plataformas deberán permitir la extracción de una o varias familias 

de analitos, utilizando para ello tantos dispositivos sencillos (una sola extracción al mismo tiempo) 

o dobles (de dos extracciones simultáneamente), adaptados a la técnica de microextracción en 

fase líquida (LPME) y electromembrana (EME). De esta manera, se pretende desafiar la limitada 

versatilidad de la extracción simultánea de compuestos de diversa índole, compatibles a su vez 

hacia la “química verde”. Asimismo, se plantea como objetivo la optimización individual de cada 

uno de los parámetros fundamentales que rigen la extracción, según la naturaleza del analitos o 

analitos a extraer. Estos parámetros son geometría del dispositivo, membrana líquida soportada, 

composición de las fases aceptora y donadora, voltaje (en el caso de dispositivos adaptados a la 

EME) y caudales donador y aceptor.  

Además, dentro de estos objetivos, se llevará a cabo un estudio exhaustivo de la selección 

de la membrana líquida soportada (de naturaleza orgánica), considerada parámetro crítico en la 

optimización de estos dispositivos con el objetivo de conseguir sistemas ecológicos empleando 

solventes sostenibles de origen natural y biodegradables. La aplicación de estos nuevos solventes 

pretende alcanzar una gran expectación en la extracción de analitos de distintas polaridades de 

manera simultánea, gracias al estudio de las diferentes interacciones que se dan en el analito-

solvente. 

Otros de los objetivos que se presenta en esta tesis es la caracterización de un dispositivo 

microfluídico sencillo adaptado a EME a través de la técnica de espectroscopía de impedancia. Con 

esta caracterización se pretende alcanzar una profunda comprensión de los fenómenos de 

transporte de masas y cargas, así como también, los procesos electroquímicos que se producen 

en la interfase de la membrana. De esta manera, se podrá optimizar el sistema completo de 



 

 

 xii 

extracción de manera exhaustiva, prediciendo los mejores rendimientos de extracción reduciendo 

el número de experimentos necesarios para completar la optimización y por consiguiente, reducir 

también tiempo de análisis y costes.  
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Objective 

 

The main goal of this thesis is the development of new quick, powerful and versatile 

miniaturised platforms applied to sample treatment. For this purpose, microfluidic systems will be 

designed, manufactured and optimised to enable the extraction of analytes of diverse chemical 

nature, both acidic and basic, polar and non-polar, in complex matrices. These platforms shall 

allow the extraction of one or several families of analytes, using single devices (one extraction at 

the same time) or double devices (two extractions simultaneously), adapted to the liquid phase 

microextraction (LPME) and electromembrane (EME) technique. This way, the aims are to 

overcome the limited versatility of the simultaneous extraction of compounds of very different 

nature and to move also towards "green chemistry". It also aims at the individual optimisation of 

each of the fundamental parameters governing the extraction, depending on the nature of the 

analyte(s) to be extracted. These parameters are the geometry of the device, the supported liquid 

membrane, the composition of the acceptor and donor phases, the voltage (for EME adapted 

devices) and the donor and acceptor flow rates. 

In addition, within these objectives, an exhaustive study of the selection of the supported 

liquid membrane (of organic nature) which is a critical parameter in the optimisation of these 

platforms, will be carried out. The aim of this objective is to achieve environmentally friendly 

systems using sustainable solvents of natural and biodegradable origin. The application of these 

new solvents intends to achieve a great expectation in the extraction of different polarities 

analytes in a simultaneous way, thanks to the study of the different analyte-solvent interactions. 

Another of the objectives presented in this thesis is the characterisation of a single device 

(adapted to EME) by impedance spectroscopy. The aim of this characterisation is to obtain for the 

first time, a deep understanding of the mass and charge transport phenomena, as well as the 

electrochemical processes occurring at the membrane interface. Therefore, the complete 

extraction system can be optimised in a comprehensive way. With this characterisation, it will be 

possible to predict the best extraction throughput, reduce the number of experiments needed to 

complete the optimisation and consequently also reduce analysis time and costs.  
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La determinación de analitos a baja concentraciones en matrices complejas (tales como 

muestras biológicas o medioambientales) presenta hoy en día un gran desafío. Esto es debido a 

que compuestos mayoritarios al analito presentes en la matriz, enmascaran la señal de este en el 

análisis. Para minimizar este fenómeno denominado “efecto matriz”, previamente al análisis, se 

realiza un tratamiento de muestra, que en rangos generales se basa en la eliminación o 

disminución de las señales de cualquier sustancia que enmascare a la del analito. Debido a la 

importancia que tiene este paso en el análisis, el pretatamiento de muestras se ha convertido hoy 

en día en una de las ramas principales dentro de la química analítica moderna. [1,2]  

Los procedimientos para el tratamiento de muestras y las metodologías de análisis están en 

continua mejora, enfocados principalmente en desarrollar herramientas de análisis más rápidas, 

potentes y versátiles. La sofisticación y la capacidad del análisis cuantitativo y cualitativo de la 

metodología actual contrastan con la lentitud y laboriosidad de los procedimientos de tratamiento 

de muestra convencionales. Estas últimas, presentan numerosas desventajas como un elevado 

consumo de tiempo, de muestra y de reactivos, que en algunos casos son caros y/o tóxicos, 

generando pérdidas económicas con frecuencia [3].  

En los últimos años, la miniaturización y automatización de las técnicas analíticas se está 

convirtiendo en una tendencia dominante, ya que elimina las limitaciones presentadas por las 

tecnologías de análisis actuales [4]. En este sentido, los dispositivos microfluídicos presentan 

numerosas ventajas frente a la preparación de muestra tradicionales, ya que minimizan la cantidad 

de muestra requerida, así como el consumo de reactivos y de disolventes caros y tóxicos, 

contribuyendo a las líneas actuales enfocadas hacia una “Química Verde”[5]. En la literatura 

reciente queda demostrado que estos dispositivos son capaces de alcanzar resultados con alta 

selectividad, sensibilidad, sin efecto matriz y reducidos tiempos de análisis, además de permitir su 

acoplamiento on-line a instrumentos de análisis convencionales. [6,7] 

 



Introducción 

 

 3 

 

1.1. Técnicas de extracción 
 

La extracción líquido-líquido (liquid-liquid extraction, LLE), con excepción de la lixiviación, 

es la técnica convencional más antigua de extracción con disolventes. Esta técnica es sencilla y 

versátil, por lo que posiblemente sea la técnica de preparación de muestras acuosas más aceptada 

generalmente. [1] Sin embargo, la LLE convencional presenta numerosos inconvenientes, como 

tiempos de análisis demasiados prolongados, por no hablar del consumo excesivo de disolventes 

orgánicos. Esto implica elevados costes al emplear la técnica de manera continua, además, 

desechar estos disolventes afecta enormemente al medioambiente. Cabe añadir que la 

selectividad de la técnica es reducida ya que, con frecuencia componentes de estructura parecida 

al analito de interés son extraídos, sin conseguir anular el efecto matriz durante el análisis 

Como solución a estos inconvenientes, a finales de la década de los 70 surge la SPE (solid 

phase extraction, SPE) como una evolución de la LLE. Esta técnica es considerada como una versión 

miniaturizada de la cromatografía líquida, basándose en la retención selectiva de los analitos en 

muestras acuosas al pasar por una fase estacionaria. Aunque esta técnica reduce el gasto de 

disolventes empleados, presenta la desventaja de que algún componente de la matriz impida o 

dificulte la interacción entre el analito y el solvente, ocasionando bajas recuperaciones. [3,4]  

Como evolución de estas técnicas clásicas, en 1990 se introduce la microextracción en fase 

sólida (solid phase microextraction, SPME). [5] La SPME se basa en la miniaturización de la SPE, 

utilizando una fibra de sílice fundida recubierta de un sólido adsorbente para extraer y 

preconcentrar los compuestos de interés. Esta técnica constituye un avance significativo, 

presentando numerosas ventajas como la simplicidad del uso, la automatización, el bajo consumo 

de materiales, la eliminación de disolventes y tiempos de operación más cortos. Sin embargo, la 

dificultad a la hora de manipular la fibra hace que con frecuencia quede dañada, causando una 

baja reproducibilidad. [6, 7]  

El auge por procesos cada vez más miniaturizados y amigables con el medioambiente 

provocan, que las nuevas corrientes de investigación en el tratamiento de muestras se enfoquen  
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en técnicas de microextracción. Bajos estos pretextos, surge la microextracción en fase líquida 

(liquid phase microextraction, LPME), que básicamente es una versión miniaturizada de la LLE [12]. 

En estos sistemas, los analitos pasan desde una fase acuosa donde se encuentra la muestra, hasta 

la fase aceptora (acuosa u orgánica) a través de una membrana líquida que actúa como barrera 

selectiva. 

La capacidad de poder usar pequeños volúmenes durante la extracción, el empleo de 

únicamente unos microlitros de disolvente, tiempos de extracción reducidos y conseguir 

fácilmente un sistema reproducible y eficiente, provocaron que esta técnica se popularizase 

rápidamente. Además, una elevada relación ente los volúmenes de las fases (aceptora y donadora) 

permite obtener altas preconcentraciones, es decir una excelente sensibilidad [4,13]. En el 

apartado 1.1.1. se profundiza más en detalle sobre esta técnica. Tras el apogeo de la LPME, en 

1996 surge la microextracción en gota (single drop microextraction, SDME) desarrollado por Liu y 

Dasgupta [14] junto con Jeannot y Cantwell [15]. Se trata de una técnica sencilla y de bajo coste, 

donde la exposición a disolventes orgánicos tóxicos es mínima. Las desventajas de esta técnica son 

los elevados tiempos de extracción e inestabilidad del sistema, debido a posibles pérdidas de las 

gotas suspendidas durante la agitación de las muestras [16].  

Para abordar el problema de la inestabilidad, en 1999 S. Pedersen-Bjergaard y K.E. 

Rasmusen [17], introdujeron barreras selectivas en forma de fibras huecas de polipropileno. Estas 

fibras porosas actúan como soporte del disolvente y fueron denominadas “membranas líquidas 

soportadas” (supported liquid membranes, SLM). En estos sistemas, el disolvente orgánico se 

encuentra impregnado en los poros de una fibra hueca y la muestra se encuentra en contacto con 

esta membrana liquida soportada o extractante. El analito de interés es extraído desde la muestra 

(o fase donadora) hacia la aceptora (lumen de la fibra hueca) atravesando la membrana líquida 

soportada que actúa de barrera selectiva. Bajo estos pretextos y bajo las bases establecidas por G. 

Audunsson [18] y E. Thordarson [19], se desarolla la  microextracción en fase líquida usando fibras 

huecas (hollow fiber liquid phase microextraction, HFLPME). En esta técnica, la extracción se  
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consigue gracias al fenómeno de difusión que da lugar desde la muestra (fase donadora) hacia la 

fase aceptora, gracias a un gradiente de pH entre ambas fases. 

La principal desventaja que presenta esta técnica es la baja velocidad de difusión, 

implicando elevados tiempos de extracción a pesar del agitamiento de la muestra; especialmente 

en analitos polares [20]. Para intentar mejorar el transporte de los analitos, principalmente en 

analitos polares se añade un tercer componte llamado carriers o transportadores, que solo afecta 

a la cinética de la reacción, creando una molécula neutra o par iónico que facilita el transporte de 

masas [21–23]. 

En 2006, Pedersen-Bjergaard y Rasmussen desarrollan una nueva variante similar a la 

LPME: extracción mediante electromembrana (electromembrane extraction, EME) [24]. En esta 

modalidad, a diferencia de la LPME, la extracción se lleva a cabo gracias una diferencia de potencial 

existente entre la muestra (fase donadora) y la fase aceptora, generando un campo eléctrico entre 

ambas fases. Para ello, se sumerge un electrodo en cada una de las fases y se aplica una diferencia 

de potencial. Se ha observado que para determinados analitos, el campo eléctrico facilita el 

transporte a través de la membrana líquida soportada, reduciendo los tiempos de extracción de 

los analitos gracias a la electromigración [25,26]. En esta técnica, el disolvente empleado como 

SLM debe ser además conductor. En el apartado 1.1.2 se abarca en profundidad en esta técnica. 

En 2010 [24], se diseñó y desarrolló por primera vez una plataforma microfluídica adaptada 

a la extracción por EME. Con este nuevo diseño, el grupo de investigación dirigido por Pedersen-

Bjergaard abre una línea puntera basada en el concepto “Lab on a Chip” (LOC).  LOC es una 

tecnología donde son integradas varias funciones propias de un laboratorio en una única 

plataforma de tamaño reducido, permitiendo la posibilidad de manejar volúmenes muy reducidos, 

tanto de muestra como de químicos de alta toxicidad [25].  Junto a esta revolucionaria tecnología 

se incorpora un nuevo concepto, membranas planas, que harán de soporte del disolvente 

orgánico, sustituyendo a las membranas huecas convencionales en estos dispositivos.  
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Finalmente, Gjelstad et al.[26] introducen un nuevo formato al que denominaron PALME 

(parallel artificial liquid microextraction, PALME). Este dispositivo consta de 96 pocillos que 

descansan sobre una placa de aluminio donde se deposita la fase donadora. La fase aceptora se 

encuentra en una placa de plástico con otros 96 pocillos que es sobrepuesta a la placa donadora. 

Estas dos fases están separadas por la membrana líquida, la cual es soportada por unas láminas 

planas de fluoruro de polivinilideno (PVDF). De esta manera, se introduce un nuevo concepto que 

permite realizar muchas extracciones simultáneamente. En la variante de EME, los departamentos 

donde se deposita las muestras contienen 96 electrodos de aluminio (por cada fase) que hacen 

posible la electromigración. La principal ventaja que tiene este dispositivo es que es posible 

realizar muchas extracciones simultáneamente [27–29]. En la Fig. 1, se recoge un esquema 

evolutivo de la LLE hasta PALME. En la última década, estas técnicas se han ido desarrollando hacia 

la miniaturización y la automatización dando lugar a sistemas microfluídicos que implementan 

ambas técnicas (tanto LPME como EME) con el fin de disminuir significativamente el volumen de 

disolvente orgánico y reactivos, el volumen de muestra y el tiempo de extracción [30]. De manera 

homóloga, se ha ido innovando en el desarrollo de membranas de distintos tipos de materiales 

más ecológicos y compatibles con el medioambiente, con el objetivo de sustituir las membranas 

de PP. Hasta la fecha, se han conseguido importantes avances en membranas de gel de agar o 

agarosa tanto en LPME como en EME [31]. Estas membranas de gel son completamente 

biodegradables y gracias a las ventajas que se han comentado en líneas anteriores, favorecen el 

desarrollo de estas técnicas de microextracción hacia aplicaciones amigables con el 

medioambiente, tan necesarias actualmente. 
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1.1.1. Microextracción en fase líquida (LPME) 
 

Como se ha mencionado anteriormente, la LPME se consigue gracias a una difusión pasiva 

debido a un gradiente de pH entre la fase donadora y la fase aceptora. De esta manera, los analitos 

de la fase donadora (en su forma neutra) atraviesan la membrana líquida hacia una fase aceptora, 

en la cual los analitos se encuentran cargados positiva o negativamente, dependiendo de la 

naturaleza del analito básico o ácido, respectivamente. Además, esta técnica se ha desarrollado 

en dos modalidades, según la naturaleza de la fase aceptora: [32] 

a) LMPE en dos fases (Fig. 2a): en esta modalidad los analitos atraviesan la membrana líquida 

soportada (de naturaleza orgánica) desde una fase acuosa hacia una fase aceptora de la  

misma naturaleza que la membrana, donde permanecen neutros, dando lugar a una 

interfase entre la fase acuosa y el disolvente. Esta técnica se emplea principalmente en   

Fig. 1. Esquema evolutivo de las técnicas de extracción. 
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análisis que requieran de un disolvente orgánico o evaporación del solvente que contenga 

la muestra, como es la cromatografía de gases.  La cinética de la reacción dependerá del 

coeficiente de reparto (log P) del analito entre la fase acuosa y fase orgánica. Además, la 

elección propiedades disolvente dependerá de la naturaleza del analito, teniendo en cuenta 

parámetros como la polaridad o la inmiscibilidad del disolvente en agua [33,34]. 

b) En la modalidad de tres fases (Fig. 2b): los analitos se extraen desde una fase donadora 

(acuosa) hacia la fase aceptora también acuosa, atravesando la SLM (de naturaleza 

orgánica) y formando dos interfases.  Como en la modalidad anterior, la velocidad de 

difusión dependerá del coeficiente de repartición analito-interfaces, pero además de la 

composición (o diferencia de pH) de la muestra y de la fase aceptora. Los analitos, en su 

forma neutra, serán extraídos hacia la fase aceptora (en su forma ionizada) favoreciendo el 

no retroceso de los analitos hacia la muestra. Los analitos deben estar cargados negativa o 

positivamente en la fase donadora si se desea extraer compuestos ácidos o básicos, 

respectivamente. Esta modalidad de trabajo es principalmente empleada para extraer 

analitos ácidos o básicos en muestras acuosas, compatibles con técnicas de análisis como 

la cromatografía líquida o electroforesis capilar. [35,36] 

 

 

Fig. 2. a) Esquema de modalidad LPME en dos fases. b) Esquema de modalidad LPME en tres fases 
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1.1.2. Microextracción mediante electromembrana (EME) 
 

La extracción mediante EME (Fig.3) es similar a la de LPME, a excepción de la adición de dos 

electrodos en cada una de las fases. En esta técnica, la dirección del campo eléctrico generado al 

aplicar una diferencia de potencial entre los dos electrodos, es seleccionado en función a la 

naturaleza ácida o básica del compuesto de interés. Para ello, los analitos se deben encontrar 

ionizados en ambas fases y son impulsados por una nueva componente, la electromigración, que 

favorece la cinética (junto a la difusión) de la extracción a favor de la dirección del campo aplicado 

[37]. Para la extracción de analitos ácidos o básicos, se coloca en la fase aceptora el electrodo 

positivo y negativo, respectivamente. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Al añadir la componente eléctrica a estos sistemas de extracción, se abren nuevas 

oportunidades para extraer diferentes compuestos con mucha mejor sensibilidad y tiempos de 

extracción notablemente menores. El efecto matriz es muy reducido en la EME al incorporar a 

todos los beneficios de la LPME (barreras físicas, elección del disolvente según las necesidades de  

Fig. 3. Esquema de EME mediante electromigración para analitos ácidos. 
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extracción, etc) un campo eléctrico dirigido, que permite retener en la fase donadora muchos 

compuestos como proteínas o sales [38–40]. Esta técnica, además, aporta un plus en la 

selectividad, ya que no solo nos permite elegir entre compuestos aniónicos o catiónicos, sino que, 

al poder controlar la magnitud del campo aplicado, se pueden extraer compuestos según su 

polaridad [41]. Algunos estudios han demostrado que la extracción para analitos de baja polaridad 

o una sola carga es más eficiente a voltajes bajos; mientras que a voltajes altos, se ve favorecida 

la extracción de compuestos con mayor carga [42]. 

 

1.2. Dispositivos microfluídicos 
 

En las últimas décadas está cobrando cada vez más importancia la tendencia de desarrollar 

plataformas que permitan integrar sistemas de microextracción. Estas plataformas denominadas 

sistemas microfluídicos permiten la extracción de compuestos empleando solo unos microlitros 

de muestra, lo que implica un menor consumo de reactivos frente a sistemas tradicionales de 

tratamiento de muestras. Estos sistemas de reducidas dimensiones dan la posibilidad de ser 

trasportados fácilmente, permitiendo acoplar el dispositivo online a instrumentos de análisis 

[1,43].  

La rápida evolución de estos dispositivos es en parte a los materiales empleados en su 

fabricación. En sus inicios, metales como el aluminio o titanio eran los principales protagonistas, 

por lo que la manufacturación y costes eran bastantes elevados. Hoy en día materiales muchos 

más asequibles como el polimetilmetracrilato (PMMA) o el policarbonato, reducen los costes 

significativamente [1,43,44]. En la última década, las técnicas populares de extracción 

anteriormente descritas, como son la LPME y la EME, han sido miniaturizadas y satisfactoriamente 

integradas en sistemas microfluídicos enfocados al tratamiento de muestra, tanto para 

aplicaciones biológicas como medioambientales [45–50]. 
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El primer dispositivo microfluídico basado en una modalidad en tres fases de LPME es 

desarrollado por Audunsson et al. en 1986. [15] Estos investigadores, presentan un dispositivo 

formado por dos bloques individuales de titanio, los cuales contienen dos canales microfluídicos 

(uno para fase donadora y otro para la aceptora) separados por una membrana plana de 

politetrafluoroetileno (PTFE), en la cual se impregna el disolvente orgánico (Fig. 4a). En 1992, 

Jönsson y sus colaboradores desarrollaron un nuevo dispositivo con canales en forma de espiral 

(Fig. 4b) [51]. Dos años más tarde [7], estos mismos autores simplificaron su diseño cilíndrico inicial 

por uno lineal, dando lugar a un dispositivo formado por dos bloques simétricos de PVDF 

conteniendo cada uno un canal, encontrándose enfrentados y separados por la SLM (Fig. 4c).   

 

 

Fig. 4. Primeras miniaturizaciones microfluídicas basados en LPME en tres fases. A) En 1986. B) En 1992. 
C) En 1994 

 

Es en el año 2000 cuando se desarrolla el primer dispositivo basado en LPME en dos fases 

[52]. Este dispositivo contenía canales microfluídicos (0.1mm de profundidad) en forma de Y para 

contener la disolución orgánica y acuosa, ambas por separado (Fig. 5). Estas disoluciones recorren 

el canal por capilaridad hasta una intersección Y, punto en el que ambas fases se encuentran y se 

produce la extracción. Sin embargo, una de las limitaciones de este dispositivo es la poca eficiencia 

y reproducibilidad que presenta. Estos sistemas miniaturizados aplicados al tratamiento de  
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muestra han ido desarrollándose, aumentando su popularidad hasta la actualidad, donde 

podemos encontrar diseños y dispositivos muy diferentes que ofrecen elevadas eficiencias de 

extracción o buenos factores de enriquecimiento, bien basados en LPME [53,54] o EME [55,56].  

 

Fig. 5. Primer dispositivo microfluídico basado en LPME en dos fases (2000). 

 

En 2005, Wang et al. [57] empleó dispositivos de policarbonato con diferentes 

dimensiones y profundidades en los canales correspondientes para la fase donadora y aceptora. 

En este caso, emplearon una membrana liquida soportada de diexil eter al 5% de TOPO (óxido de 

trioctilfosfina), observando que los factores de enriquecimiento incrementaban a menor 

profundidad de los canales, mejorando así el contacto entre la membrana y dichas fases.  

En 2010 [58], Petersen et al. desarrollan por primera vez una versión miniaturizada de la 

EME (Fig. 6a)), empleando como material el PMMA, considerado un material transparente ligero 

y barato. Como se ha comentado previamente, la electromembrana lleva dos electrodos 

incorporados en cada una de las fases para generar una diferencia de potencial; y para ello, estos 

investigadores incorporaron hilos de platino de 0.076 mm de diámetro en las salidas del canal  
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donador y aceptor. Este dispositivo estaba compuesto por dos capas simétricas de PMMA, 

conteniendo cada una de ellas 5 canales individuales de 6 mm de largo, 2mm de ancho y 0,05 mm 

de profundidad. La membrana de polipropileno es colocada separando los canales aceptores y 

donadores previamente al sellado del dispositivo y posteriormente, la membrana es impregnada 

(empleando 2-nitrofenil octil eter, NPOE) antes de la extracción. Tanto la fase donadora (o 

muestra) como la fase aceptora, son impulsadas hacia el interior del canal donador y aceptor, 

respectivamente, empleando unos tubos de PTFE de 0.5 mm de diámetro interno. Finalmente, los 

electrodos de platino son conectados a una fuente de alimentación, generando así un campo 

eléctrico entre ambas fases, gracias al cual los analitos (presentes en la fase donadora) 

electromigran hacia la fase aceptora a través de la membrana. Este dispositivo fue empleado en 

primer lugar para extraer analitos básicos en muestras de orina, obteniendo como resultado altas 

eficiencias y buen “clean-up”. No obstante, el dispositivo estaba sellado y no permitía la 

reutilización de estos canales para nuevas extracciones, ya que la membrana no podía ser 

reemplazada; siendo esto por tanto, una de sus principales inconvenientes. 

Durante los siguientes años, cada vez son más el número de investigadores que se suman 

a la línea de la miniaturización de la LPME y/o EME utilizando membranas planas. De hecho, el 

PMMA se ha convertido en un material de fabricación en sistemas de extracción muy empleado 

debido no solo a las ventajas que éste presenta, sino porque ha demostrado ser muy versátil y 

reutilizable. Numerosas aplicaciones se han centrado en la extracción de un solo analito o familia 

de analitos de similares características, dirigidas tanto muestras biológicas, farmacéuticas como 

medioambientales [59–64]. Además, estos dispositivos han demostrado ser una alternativa 

atractiva para análisis online, permitiendo así su acoplamiento directo a equipos de análisis como 

HPLC, de manera sencilla y reduciendo el tiempo de análisis (Fig. 6b) [65]. Estas plataformas 

microfluídicas ofrecen elevadas eficiencias de extracción, gracias a que la transferencia de masas, 

que es acelerada tras la miniaturización de los canales, permite un mayor y mejor contacto entra 

la muestra y la membrana. Sin embargo, las condiciones de doble flujo continuo en ambas fases 

no permiten obtener altos factores de enriquecimientos; convirtiéndose en una de las desventajas  
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de estos sistemas; especialmente, cuando se pretende aplicar a muestras en los que los analitos 

de interés se encuentran en concentraciones muy bajas, como puede ser el caso de muestras 

medioambientales. Esta desventaja fue resuelta por el grupo de Yamini, enfocado en el desarrollo 

de nuevas geometrías en los canales de dispositivos microfluídicos aplicados al tratamiento de 

muestra. En este caso, la extracción se llevó a cabo en condiciones estacionaras con una geometría 

de canales diferentes implementando la técnica EME, consiguiendo factores de enriquecimiento 

del orden de 12-17 (Fig.6.c). Además, incorporaron una ventaja respecto a los dispositivos 

anteriores, permitiendo la reutilización del dispositivo mediante el sellado de éste con tornillos 

externos, de tal manera que la membrana podía ser reemplazada para nuevas extracciones. A 

pesar de que estas modificaciones permiten obtener buenos resultados propuestos en términos 

de enriquecimiento; el tiempo de extracción y el volumen de muestra necesario bajo estas 

condiciones son más elevados, afectando a unas de las principales características de la 

microextracción on-chip: rápidas extracciones y reducido volumen de muestra [64]. 

De manera paralela, Ramos-Payán M. et al.  estudió y puso a punto nuevos procedimientos 

de extracción con el objectivo de extraer simultáneamente compuestos de diferentes família y/o 

naturaleza. Hasta entonces, una de las ventajas de la LPME y EME era la selectividad para extraer 

analitos de naturaleza similar en una sola extracción. Sin embargo, poner a punto nuevas 

metodologías minuaturizadas de manera selectiva para compuestos de diferente naturaleza 

supuso un nuevo desafio. Se desarrolló un nuevo sistema microfluídico implementando LPME para 

la extracción simultanea de dos familias de compuestos diferentes (Fig. 6d) [60], comparando 

además eficiencias y enriquecimientos bajo dos condiciones diferentes de trabajo: en continuo y 

semicontinuo (o estacionario). Se observó que bajo condiciones de doble flujo o condiciones 

semicontinua, se obtenían altas eficiencias de extracción o altos enriquecimientos, 

respectivamente. Además, el tiempo de extracción y el volumen de muestra requerido eran 

inferiores al necesario para llevar a cabo extracciones en modo semicontinuo. 
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Estos dispositivos han demostrado ser una alternativa atractiva para la extracción rápida y 

eficiente de compuestos de diferente naturaleza mediante una misma técnica; no obstante, 

analitos de estructura y polaridad muy diferente con grupos ácidos y básicos presentaban 

incompatibilidad mediante una misma técnica. Diferentes investigadores probaron con diferentes 

diseños y metodologías en set-up tradicionales (no miniaturizada, como por ejemplo el uso de 

fibra hueca), donde se combinaba la LPME/EME o doble EME para conseguir la extracción de 

analitos ácidos y básicos; y aunque se consiguieron extraer estos analitos de manera separada, los 

volúmenes y tiempos de extracción empleados en estos set-up eran altos, alrededor de los 600 µL 

y 15 minutos, respectivamente. Además, las eficiencias obtenidas en el proceso eran bajas y no 

permitían realizar extracciones consecutivas [66–69]. En 2016, Yamini et al., propusieron conectar 

de manera externa dos dispositivos miniaturizados individuales para aplicar dos EME, uniendo la 

salida de la muestra de uno de los dispositivos con la entrada de muestra del otro dispositivo  

 

Fig. 6.  Evolución de la técnica EME y LPME on-chip (3 fases). a) En 2010. b) En 2014. c) En 2015. d) 2016 
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individual (Fig. 7a). En cada uno de los dispositivos individuales es impulsada una fase aceptora 

con un pH optimizado diferente, para favorecer la extracción del analito en función de si es de 

naturaleza básica o ácida. Este dispositivo requería trabajar bajo condiciones de flujo estacionario, 

para poder alcanzar una buena preconcentración de la muestra, implicando mayor consumo de 

muestra y tiempos de extracción superiores a 40 minutos [70].   

Esto no dejó de ser un desafío para la miniaturización, por lo que Ramos-Payán et al., 

propusieron y diseñaron un nuevo sistema miniaturizado, con el objetivo de implementar 

simultáneamente dos de las técnicas más populares de microextracción hasta la fecha (LPME y 

EME) en un solo microchip, para extraer simultáneamente analitos ácidos y básicos con alta 

eficiencia de extracción, bajos volúmenes de muestra, sin sacrificar los bajos tiempos de extracción 

que ofrecía los sistemas microfluídicos miniaturizados. Este dispositivo (2018) permite combinar 

cualquier posibilidad de las técnicas EME o LPME, es decir: EME-LPME, EME-EME o EME-LPME 

(Fig. 7b) [71]. La principal diferencia que marcó este revolucionario diseño es que solo existe una 

única plataforma microfluídica, eliminando la necesidad de utilizar equipos y conexiones externas. 

En el trabajo publicado por Ramos et al. esta nueva plataforma es adaptada y probada en un 

sistema doble EME/LPME con el que se consigue eficiencias próximas al 100%, además permite 

combinar los canales microfluídicos en función a la necesidad requerida, por ejemplo, dos fases 

aceptoras y una donadora común o viceversa ) [71]. Este diseño proporcionó la versatilidad de 

extraer compuestos de diferente naturaleza de manera simultánea procedentes de distintas 

muestras o, por lo contrario, la extracción en distintas fases aceptoras de compuestos ácidos y/o 

básicos procedente de una misma muestra común. Posteriormente, esta misma idea fue 

desarrollada por Yamini para emplear el dispositivo con EME/EME en condiciones estacionarias 

permitiendo buenos factores de enriquecimiento (Fig. 7c) [66]. Simultáneamente, este dispositivo 

de doble EME/EME es mejorado por Ramos-Payán en términos de eficiencia de extracción, 

reproducibilidad y homogeneización de campo [72]. 
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1.2.1. Parámetros operacionales que influyen en el procedimiento de 
LPME y EME en dispositivos microfluídicos. 
 

Teniendo en cuenta los fundamentos teóricos descritos en el punto 1.1.2 y 1.1.3 que rigen 

la LPME y EME respectivamente, resulta lógico pensar que la eficiencia y rendimiento de la 

extracción es afectada por una serie de determinados parámetros. Por otra parte, es fundamental 

alcanzar los niveles adecuados de reproducibilidad, repetitividad y robustez que rige el marco 

analítico en pretratamiento de muestras y análisis. Con el fin de obtener los objetivos 

mencionados, es necesario conseguir un sistema estable en estas plataformas microfluídicas, 

debiéndose optimizar los siguientes parámetros operacionales: la SLM, la composición y el caudal 

de las fases aceptora y donadora, la geometría del dispositivo y el voltaje aplicado para el caso de 

la EME [73]. 

 

 

 

Fig. 7. Evolución doble dispositivo LPME/EME on chip (3 fases). a) En 2016. b) En 2018. c) 2019 
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1.2.1.1. Membrana líquida soportada (SLM) 
 

En las técnicas LPME y EME, el disolvente orgánico añadido se queda inmovilizado entre los 

poros de la membrana, formando la SLM, que actúa como una barrera selectiva. La elección 

adecuada del disolvente orgánico, que debe ser selectivo y ofrecer altas recuperaciones, es una 

pieza clave a la hora de tener éxito en la extracción, principalmente si se parte de matrices 

complejas [74,75]. Existen una serie de requisitos que debe cumplir el disolvente orgánico 

empleando para formar la membrana líquida soportada [76]: 

• Tener una baja miscibilidad o nula con el agua, para poder formar correctamente las 

interfases.  

• Ser líquido a temperatura ambiente y tener baja volatilidad. 

• Tener baja viscosidad para facilitar el trasporte de los analitos cuando atraviesan la SLM. 

• Ser compatible con el material de la plataforma, evitando la rotura de esta. 

• Un punto de ebullición adecuado para evitar la evaporación del disolvente bajo las 

condiciones seleccionadas y así mantener la estabilidad del sistema. 

• Que permita establecer interacciones iónicas con los compuestos (enlaces dipolo-dipolo 

y/o puentes de hidrógeno) 

• En el caso de la EME, es necesario además, que el disolvente tenga buena conductividad. 

Para que el sistema de electromembrana permanezca estable es necesario que la 

membrana líquida junto a las dos fases acuosas forme un circuito eléctrico, que facilite la 

electromigración de las especies hacia el polo opuesto de la carga del analito, sin llegar a 

corrientes elevadas [75,77].  

Por otro lado, la naturaleza de los compuestos de interés también influye en la elección del 

disolvente ya que, los analitos seleccionados tienen que ser miscibles con la membrana para poder 

llegar hasta la fase aceptora. Para esta selección lo más recomendables es seguir el modelo de 

solvatocrómicos de Kamlet y Taft α, β, π*. Donde α es la acidez de enlace de hidrógeno, β es la 

basicidad de enlace de hidrógeno y π* es la polarizabilidad [78–80]. Según estos principios para  
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analitos apolares, es decir compuestos que contienen un log P mayores a 2,5, la extracción se verá 

más favorable al emplear disolventes de la misma polaridad. Para el caso de los compuestos de 

naturaleza ácida se requieren SLM con altos valores de α y π* y bajos de β [42,76], como pudiera 

ser el ejemplo de alcoholes de cadenas larga como 1-octanol, 1-decanol o éteres como DHE [81]. 

Por el contrario, para analitos básicos, es preferible elegir como SLM solventes de bajos valores de 

α y altos en β y π*, como el NPOE [74,78,82].  

Por otro lado, cuando se seleccionan analitos polares, con log P menor a 2,5, la selección 

adecuada de la SLM es más complicada, debido a la dificultad de encontrar un disolvente que sea 

inmiscible con las fases acuosas. Una solución efectiva en ciertos casos para estos sistemas es el 

empleo de carriers, ya que facilita el transporte del analito seleccionado a través de la SLM. Entre 

los carriers más empleados se encuentra Aliquat®336 [83] y el tris-(2-etilhexil) fosfato (TEHP) [84]. 

Recientemente se han probado para estos analitos disolventes eutécticos, mucho más sostenibles 

con el medio ambiente, como una nueva alternativa para este tipo de analitos tanto para LPME 

[85] como EME [86].         

Finalmente, diferentes materiales de membranas han sido estudiadas para dar soporte al 

disolvente orgánico, algunos ejemplos son: polidimetilsiloxano, carboxen/polidimetilsiloxano, 

polidimetilsiloxano/divinilbenzeno, entre otras. [43] Sin embargo, las membranas de PP han 

destacado frente al resto de sus competidoras debido a los resultados alcanzados, siendo las más 

populares las que presentan características de 0,2 µm, 55% de porosidad y un espesor 

comprendido entre 25-200 µm. [48,70] Un estudio reciente donde se evalúa el efecto del espesor 

de la membrana plana de PP en la transferencia de masas, concluye que espesores más delgados 

(25 µm) ofrecen un mejor y más eficiente transporte de los analitos frente a espesores más 

gruesos. Dejando claro la importancia de trabajar con espesores delgados, además de consumir 

menos volumen de disolvente. [87] Las investigaciones recientes, donde se desarrollan sistemas 

de extracción con membranas de gel de agarosa, posibilitan una nueva alternativa para la 

sustitución a corto plazo las membranas de PP, formando de esta manera, sistemas más ecológicos 

a los actuales, tan demandantes en el futuro cercano [31]. 
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1.2.1.2. Composición de la fase aceptora y donadora 
 

La selección de una adecuada composición de fases depende de la técnica empleada, ya 

que cuando el mecanismo de acción que rige el sistema es la difusión pasiva (LPME), el analito 

neutro atraviesa la SLM hacia la fase aceptora, encontrándose el analito ionizado en esta fase. En 

cambio, para la EME, el analito ionizado en atraviesa la SLM hacia la fase aceptora (donde se 

encuentra también ionizado) gracias a la electromigración. Teniendo en cuenta estas bases, es 

deducible pensar la importancia de la optimización del pH de cada una de las fases, que debe ser 

estudiado en función del pKa del analito o analitos seleccionados. 

Para el caso de la LPME, la literatura ha demostrado que mantener pHs extremos y 

opuestos en cada uno de los canales que contienen las fases, facilita la difusión hacia la fase 

aceptora. Es decir, en el caso de analitos ácidos, la extracción se ve favorecida al seleccionar pHs 

fuertemente ácidos en la muestra (donde permanece neutro) y fuertemente básicos en el canal 

aceptor (donde se encuentra cargado), seleccionando los pHs opuestos para el caso de analitos 

básicos.  

En cambio, si seguimos un sistema por EME es necesario emplear pHs fuertemente 

básicos, si queremos que los analitos ácidos cargados migren hacia la fase aceptora, donde se 

encuentra el polo positivo; o pHs fuertemente ácidos en caso de analitos básicos. Algunos trabajos 

publicados han demostrados que el ajuste de pHs utilizando NaOH o HCL mejora la eficiencia de 

extracción, ya que consiguen la liberación de una cantidad mayor de analitos en las interfases de 

la SLM con la fase aceptora acuosa [88,89]. 

Sin embargo, hay que prestar especial atención en el uso de bases o ácidos fuertes, 

especialmente en el caso de EME. Una de las consecuencias producidas al aplicar una diferencia 

de potencial entre las dos fases acuosas es la formación de electrolisis alrededor del electrodo de 

cada canal. Durante la electrolisis, se generan aniones hidroxilos (cátodo) y/o protones (ánodo) en 

las fases acuosas. Consecuentemente, al aumentar la concentración de estas especies en cada una  
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de las fases se producen cambios de pHs con respecto al pH inicial de extracción, variando la 

eficiencia de extracción. Una solución sencilla a estos cambios de pHs es el empleo de disoluciones 

tamponadas (buffers) para mantener el pH constante durante la extracción. No obstante, la 

mayoría de los buffers están compuestos por sales solubles en agua que aumentan la 

conductividad durante el proceso de extracción e incrementa exponencialmente la corriente 

eléctrica en EME, generando un sistema inestable y menos reproducible. Por tanto, es importante 

estudiar también el tipo y concentración de buffer empleado con el objetivo de conseguir sistemas 

estables [90,91]. 

 

1.2.1.3. Caudal de la fase aceptora y donadora 
 

En sistemas microfluídicos, el caudal de ambas fases es considerado un parámetro 

importante a la hora de conseguir eficiencias de extracción altas o buenos factores de 

preconcentración. Por una parte, si nuestro objetivo es conseguir altos enriquecimientos, la 

selección del menor caudal posible en la fase aceptora, frente al mayor caudal en la fase donadora 

(sin crear inestabilidad en el sistema) hace posible alcanzar mayores valores del factor de 

enriquecimiento [48]. En cambio, trabajar a caudales más lentos en ambas fases, aumenta el 

tiempo de residencia de los analitos en los canales, mejora el contacto con la SLM y favorece la 

transferencia de masas. 

En microfluídica es necesario que el flujo circule de modo laminar (Nº de Reynols ≥ 2040), 

de tal manera que el gradiente de velocidad producido por el movimiento de las partículas dentro 

de un flujo siga una trayectoria definida, avanzando en forma de láminas y manteniendo un 

sistema estable. Teniendo en cuenta este principio, hay que tener especial control con las 

presiones dentro del dispositivo ya que, podrían generar una inestabilidad, especialmente al 

impulsar las disoluciones dentro de los canales, incluso llegar a romper la membrana. Cuando se 

opera bajo condiciones de flujo estacionario, uno de los principales retos que se plantea es  
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mantener el equilibrio de las presiones de ambos canales con uno de los flujos a caudal cero. 

Además una diferencia significativa de caudal entre ambos canales conlleva a un sistema inestable 

bajo régimen de flujo dinámico [61].  

 

1.2.1.4. Voltaje 
 

El voltaje es un parámetro experimental que influye en la EME, ya que la migración de las 

especies cargadas hacia el polo de carga contraria depende directamente del campo aplicado, que 

este a su vez depende de la diferencia de potencial (voltaje) aplicado entre los dos electrodos 

[75,92]. Este hecho viene definido por la ecuación de Nernst-Planck (ec. 3) [93], donde se aprecia 

una relación directa del transporte de masas con la intensidad del campo, para unos mismos 

electrodos con un área activa y distancia determinado: 

 

        𝐽𝑗(𝑥) = −𝐷𝑗

𝜕𝐶𝑗  (𝑥)

𝜕𝑥
−  

𝑧𝑗𝐹

𝑅𝑇
𝐷𝑗𝐶𝑗

𝜕ø (𝑥)

𝜕𝑥
     (𝑒𝑐. 3) 

 

 Sin embargo, aunque un mayor voltaje genere un mayor campo eléctrico, a través de la 

ley de Ohm es fácilmente demostrable que la corriente crece al aumentar el voltaje, y a ciertos 

niveles de voltaje la corriente se incrementa exponencialmente, dando lugar a la electrolisis, un 

fenómeno que genera una gran inestabilidad en el sistema (ec. 4 y 5) [94,95]:  

 

       Á𝑛𝑜do (+)   𝐻20 (𝑎𝑞) →  2𝐻+(𝑎𝑞) + 
1

2
 𝑂2(𝑔) + 2𝑒−   (𝑒𝑐. 4) 

      𝐶á𝑡𝑜𝑑𝑜(-)   2𝐻20 (𝑎𝑞) +  2𝑒− →  2𝑂𝐻−(𝑎𝑞) +  𝐻2(𝑔)    (ec. 5) 
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Como se aprecia en las reacciones, la formación de gases genera burbujas dentro del canal, 

favoreciendo el aumento exponencial de la corriente y provocando una significativa inestabilidad 

al sistema [90,96,97]. 

 

1.2.1.5 Modos operacionales y automatización 

1.2.2.5.1. Modos operacionales 

 

Existen dos métodos operacionales fundamentalmente, condiciones de doble flujo (modo 

dinámico) y condidiones de stop-flow (modo estacionario) [48]. Dependiendo del modo de 

operación, las eficiencias de extracción y el factor de enriquecimiento son determinantes.  

En set-ups tradicionales donde se emplean estas técnicas, tanto el flujo de la fase aceptora 

como el flujo de la fase donadora se encuentra en estado estacionario, este hecho aumenta la 

relación de volúmenes en las interfases, logrando mejoras en los factores de enriquecimiento, 

pero bajas eficiencias de extracción. Cuando se integran la LPME y/o EME en dispositivos 

microfluídicos, la relación de volúmenes que existen entre ambas fases es pequeña, mejorando 

significativamente la eficiencia de extracción aunque dificultando alcanzar altas 

preconcentraciones [57,58]. En estos sistemas se puede mejorar el factor de enriquecimiento 

aumentando el caudal donador frente a la aceptora en condicione de doble flujo [60]; o bien, 

aumentando el caudal donador con el caudal aceptor parado, empleando diferentes tiempos de 

extracción (stop-flow) [48,62]. 

De los trabajos publicados se concluye que el modo de operación está directamente 

relacionado con los caudales de las fases empleadas, especialmente en condiciones de doble flujo. 

En estos casos,  mayores caudales de muestra dan lugar a eficiencias de extracción más bajas, 

debido a la disminución del tiempo de residencia de la muestra con la SLM [60].  

En cambio, para lograr altos enriquecimientos es necesario aumentar el tiempo del área 

de contacto manteniendo la fase aceptora parada (stopped-flow), por lo que el tiempo de  
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extracción y la velocidad del caudal de ambas fases deben optimizarse de manera simultánea 
[62,63]. 

 

1.2.1.5.2. Automatización  
 

Los sistemas microfluídicos se han desarrollado para permitir medidas off-line y on-line 

acoplado a instrumentos de análisis. En los trabajos donde se han empleado medidas off-line, los 

analitos que se encuentran en la fase aceptora son recogidos y posteriormente analizados en un 

instrumento de análisis como cromatografía líquida (HPLC), electroforesis capilar (CE) o 

espectrometría de masas (MS) [59,65]. Sin embargo, el acoplamiento on-line de estos dispositivos 

a instrumentos de análisis permiten dar un paso más hacia la integración total de un dispositivo 

completo de tratamiento de muestras. La Fig. 8a y 8b muestra un esquema de estos sistemas de 

extracción acoplados a un equipo HPLC (a) y a un MS (b). Para realizar estas medidas on-line la 

salida de la fase aceptora es conectada directamente con el equipo de análisis muestras la muestra 

es inyectada en continuo con una jeringa, logrando una mayor automatización del análisis [1,43].   

 

Fig. 8. Esquemas de automatización en dispositivos microfluídicos integrados en LPME a) un equipo de 
HPLC y b) a un equipo de MS.  
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1.3. Evaluación del rendimiento de extracción  
 

Para determinar la eficacia del proceso de extracción, es necesario determinar la 

concentración del analito que ha sido extraído desde la muestra hacia la fase aceptora.  Para 

determinar la cantidad del analito hace falta emplear técnicas de análisis para cuantificar la 

concentración real obtenida a través de una recta de calibrado. En esta tesis el equipo de análisis 

empleado es la cromatografía líquida de alta resolución.  

Para determinar esta eficacia de extracción se emplean dos términos, la eficiencia de 

extracción (EE), que responde a la cantidad de analito recuperado durante la extracción y (EF), 

referido a la cantidad de analito preconcentrado en la fase aceptora.  

En términos matemáticos podemos definir la EE como el cociente del número de moles de analitos 

encontrados en la fase aceptora entre el número de moles de los analitos introducidos 

inicialmente (ec. 1): 

 

𝐸𝐸 =
𝑛𝑎

𝑛𝑜
 𝑥 100% =

𝑉𝑎𝐶𝑎

𝑉𝑜𝐶𝑜
              (𝑒𝑐. 1) 

 

Donde 𝑛𝑎 es la cantidad de moles encontradas en la fase aceptora, 𝑛𝑜la cantidad de moles 

iniciales que contiene la muestra,  𝑉𝑎  es el volumen utilizado en loa fase aceptora, 𝑉𝑜volumen 

empleado en la fase donadora, 𝐶𝑎  la concentración de analitos finales obtenidos y 𝐶𝑜  la 

concentración inicial de los compuestos de interés.  

Mientras que el factor de enriquecimiento se define mediante la siguiente fórmula (ec. 2): 

𝐸𝐹 =
𝐶𝑎

𝐶𝑜
= 𝐸𝐸 𝑥 

𝑉𝑎

𝑉𝑜
              (𝑒𝑐. 2) 
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1.4. espectroscopía de impedancia (EIS) 
 

 La espectroscopía de impedancia (EIS) es una técnica que se comienza a aplicar sobre los 

años 70, y coincide con el auge de circuitos eléctricos cada vez más rápidos y sensibles, capaces 

de generar y analizar una señal de frecuencia y fase variable. EIS es una técnica no destructiva, 

muy sensible a pequeños cambios que ocurren en el sistema, permitiendo la caracterización 

eléctrica de los materiales y sistemas electroquímicos [98]. 

 La EIS es un método electroquímico donde una señal de corriente alterna (CA) es aplicada 

a un electrodo para determinar la respuesta generada; es decir, un potencial (E) es aplicado a un 

electrodo y la corriente generada (I) es determinada a diferentes frecuencias aplicadas. Los valores 

de impedancia y frecuencia obtenidos generan el espectro de impedancia. En el caso de los 

estudios de membranas, los espectros de impedancia obtenidos suelen ser analizados mediante 

circuitos eléctricos. Estos circuitos están formados por componentes como resistencias (R), 

capacitancias (C), inductancias (L), etc,  denominándose “circuitos eléctricos equivalentes” y son 

necesarios para determinar e interpretar los valores obtenidos en el espectro de impedancia [98]. 

 Un circuito equivalente es una combinación de elementos eléctricos pasivos (como los 

nombrados anteriormente) que dan una misma respuesta de una celda electroquímica, a un rango 

de frecuencia determinado. El número de circuitos eléctricos que pueden dar respuesta a un 

sistema electroquímico son ilimitados (y más en sistema complejo), por lo tanto, es de suma 

importancia que el circuito propuesto tenga una explicación física.  Es decir, aunque dos circuitos 

equivalentes puedan describir un mismo diagrama de impedancia, solo uno de ellos es más acorde 

desde una perspectiva física. 

 Matemáticamente, en circuitos de CA, la impedancia se representa como el cociente de 

potencial aplicado (𝐸0) (medido en voltios) y la intensidad medida en la salida del sistema (𝐼0) 

(medido en amperio). La ley de Ohm explica la relación entre corriente y potencial de un circuito 

con corriente directa (CD) [99] (Ec. 6). 
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                                                                                 𝑅 =
𝐸0

𝐼0
                                 (𝑒𝑐. 6)    

 

Si trabajamos bajo condiciones de corriente alterna la medición de la resistencia es representada 

por la impedancia (𝑍) y medidas en unidades de ohms, definida por la ec. 7 

  

                                                                             𝑍 =
𝐸0 (𝜔)

𝐼0(𝜔)
                                       (𝑒𝑐. 7) 

 

      Al trabajar con corriente alterna sometemos al sistema a una perturbación dependiente del 

tiempo y este proporciona una respuesta que también depende del tiempo, pero sin ser 

inmediata, esta diferencia de tiempo entre la perturbación y la respuesta generada se le llama 

desfase (φ). Al utilizar corriente alterna, es necesario operar con números imaginarios, y esto nos 

permiten representar la impedancia en coordenadas imaginarias o polares, necesarias para la 

representación de los resultados obtenidos de las medidas de impedancias. Existe dos maneras 

de representar los espectros de impedancia: 

• Diagrama de Nyquist, donde es representada la parte imaginaria (multiplicada por -1), 

frente la parte real, es decir -Z’’/Z’. Este es la representación gráfica que se utilizará en esta 

tesis. 

• Diagrama de Bode, donde se grafica el log de impedancia (log Z) y el desfase, frente a la 

frecuencia (ω). 

 

       A partir de la correcta interpretación de los datos de impedancia se pueden determinar 

distintos procesos electroquímicos que se dan en la celda, en función de la frecuencia empleada 

como es la resistencia de la solución, la polarización o información sobre la doble capa de  
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Helmholtz, siendo esta última de especial interés en los procesos de transporte de masas. Según 

la frecuencia aplicada obtenemos diferente tipo de información, a frecuencias altas la información 

obtenida estará relacionado con la resistencia a la solución, mientras que a frecuencias bajas está 

ligada a procesos cinéticos [99].  

 

1.4.1. Elementos impedimétricos 
  

Desde un punto de vista químico-físico, podemos definir un electrodo como la 

interfase entre la solución del medio y un elemento conductor. Cuando una corriente es 

aplicada a un electrodo se generan dos fenómenos, por un lado, al ser un material conductor 

tiene una componente resistiva al movimiento de los electrones a través de él y por otra parte, 

este movimiento genera una polarización en el propio electrodo generando una componente 

capacitiva. Esta polarización induce en la interfase electrodo-disolución una capa de difusión 

que depende del tiempo, conocida como doble capa de Helmholtz. La doble capa (en una 

interfase metal-disolución) consiste, en un exceso o defecto de electrones en el metal y una 

cantidad equivalente de iones de carga opuesta a una distancia d que depende del radio 

iónico. Este fenómeno es equivalente a un condensador (Cdl) en un circuito eléctrico [100]. 

 

De un modo general, la impedancia de una interfase puede ser representada mediante 

números complejos:  

 

          𝑍 (𝜔) = 𝑍𝑅𝑒 − 𝑖 𝑍𝐼𝑚                (𝑒𝑐. 8)               
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Donde ZRe
 representan las partes reales de la impedancia y ZIm la parte imaginaria. El 

caso más sencillo que nos podemos encontrar es el formado por un circuito formado por una 

resistencia y un condensador en serie:  

 

                  𝑍𝑅𝑒 = 𝑅                    (𝑒𝑐. 9)   

              𝑍𝐼𝑚 =  
1

𝑗𝜔𝐶
                (𝑒𝑐. 10)   

 

El ángulo de fase viene a ser una expresión de la relación existente entre las 

componentes capacitiva y resistiva de la impedancia en el circuito en serie. Puede ser que el 

circuito tenga un comportamiento donde solo existe una única resistencia, φ = 0 o, por el 

contrario, que solo exista un condensador, φ=π/2. De esta manera, cuando tenemos un sistema 

compuesto por varias resistencias y condensadores, tenemos valores de fase comprendidos 

entre 0 y π/2. 

 

Fig. 9. Diagrama de Nyquist equivalente a una en serie con un condensador 
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En este caso (Fig. 9), el diagrama representa una serie de puntos de impedancia a un rango 

de frecuencias, donde la componente imaginaria (Z’) es la componente capacitiva que disminuye 

a medida que aumenta la frecuencia, quedando constante la componente resistiva. Este tipo de 

diagramas representa a un sistema donde solo existe un componente resistivo puro. La 

impedancia global viene dada por la suma de las impedancias, mientras que, en el caso de circuitos 

en paralelo, la impedancia global es igual a la suma de la inversa impedancias. Esta impedancia 

(Ec. 11) en paralelo viene representada por un circuito formado por una resistencia y un 

condensador en paralelo:  

 

   
1

𝑍(𝜔)
=  

1

𝑅
−

𝜔𝐶

𝑗
              (𝑒𝑐. 11) 

 

 Un caso más acorde a situaciones reales es lo representado en la Fig. 10. En este 

diagrama se representa la respuesta a una interfase electroquímica. El circuito equivalente 

correspondiente a estos tipos de gráficos está compuesto por una resistencia a la transferencia de 

carga ( R) en paralelo con una Cdl, que a su vez están en serie con una resistencia a la solución. 

Cuando se dan estos circuitos, la tendencia del circuito a comportarse como un condensador será 

mayor cuanto más elevada sea la frecuencia. 
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Fig. 10. Diagrama de Nyquist equivalente a un en paralelo de una resistencia a la transfrencia de carga 
con un condensador y en serie a la resistencia a la solución 

 

 El circuito equivalente más popular y que equivale a una reacción electroquímica 

simple es el conocido como “circuito de Randles”[101]. En este circuito se incorpora un nuevo 

elemento (la impedancia de Warburg) en serie con la resistencia a la transferencia de carga. 

Este elemento viene a representar una especie de resistencia al transporte difusivo. En el 

ejemplo expuesto en la fig. 11, se aprecia claramente la parte controlada por la parte 

difusional (línea a unos 45 º con el semicírculo) y la parte controlada por la transferencia de 

carga, correspondiente a la parte del semicírculo a altas frecuencias. 
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Fig. 11. a) Diagrama de Nyquist equivalente a un circuito de Randles b) Ejemplo espectro de impedancia 

de un sistema complejo 

 

 En sistemas electroquímicos reales, el semicírculo asociado a la capacidad en el espectro 

de impedancia (Fig 11b)) frecuentemente es más achatado que en los sistemas ideales (Fig. 11 a)). 

Este fenómeno es asociado a la rugosidad y/o porosidad superficial del electrodo y se identifica 

como CPE(elemento de fase constante), facilitando el ajuste del circuito equivalente en estos 

sistemas complejos [102]. 

 

1.4.2. Aplicaciones de medidas de EIS en sistema de 
electromicroextracción (EME) con membranas planas 
 

Un de los motivos principales para aplicar la técnica de EIS en sistemas de extracción 

por EME es el gran potencial que esta técnica puede otorgar en la caracterización y 

comprensión detallada de los distintos procesos que se llevan a cabo en las interfases de estos 

sistemas. Sin embargo, a pesar de que la EIS puede aportar una gran información, no existe 

demasiada evidencia en la literatura, ya que la correcta interpretación de los datos de 

impedancia presenta una gran a la complejidad.  
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En 2016 [103],  Mohamadi et al. Realiza por primera vez un estudio sobre el 

comportamiento de la SLM en un sistema EME de fibra hueca, monitorizando las medidas de 

impedancia bajo condiciones de voltajes a pulso. En este estudio se controla la respuesta de 

la doble capa, la resistencia a la solución y de la membrana, aplicando el clásico “circuito de 

Randles” para realizar el ajuste de las medidas de impedancia. Las conclusiones obtenidas de 

este trabajo indican que la capacidad de la doble capa (bajo condiciones óptimas de 

extracción) aumenta en los primeros 5 minutos de la extracción, decayendo hasta valores que 

permanecen estables pasado estos 5 minutos. Tras esta publicación, queda desmentida la 

hipótesis acerca de la progresiva disminución de la capacidad de la membrana a lo largo del 

tiempo.  

Un año más tarde, el grupo de investigación dirigido por Pedersen-Bjergaad, estudia 

el efecto del buffer en la estabilidad del pH, realizando medidas de impedancia para obtener 

más información del comportamiento de la doble capa en estos sistemas. De este modo, es 

posible monitorizar las variaciones del cambio de pH en EME, parámetro que tiene un rol 

importante en el control de la electrolisis. En esta ocasión, el circuito equivalente propuesto 

es el presentado en la Fig. 12, donde se divide el dispositivo empleado (96-well plates) en tres 

partes, correspondientes a la fase donadora, la SLM y fase aceptora [104]. 
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Fig. 12 Esquema del circuito equivivalente de un dispositivo 96-well plates.  

 

En 2018 Nasrollahi et al. [105] aplican de nuevo la EIS a un sistema de extracción por 

EME en fibra hueca. Este trabajo desarrolla dos modelos impedimétricos para estudiar el 

efecto de diferentes sales sobre la resistencia de la solución, la SLM y la capacidad, aplicándolo 

indistintamente sobre un analito ácido (Naproxeno) y otro básico (Verapramil). Tras el análisis 

de los resultados, estos investigadores llegan a la conclusión que el tamaño del ión tiene un 

efecto significativo en la doble capa y en el tiempo de transferencia de carga. Para analitos 

ácidos, las sales aniónicas disminuyen la resistencia a la solución y aumenta el efecto de la 

doble capa, disminuyendo el rendimiento de esta. Sin embargo, se obtuvo el efecto contrario 

al utilizar sales catiónicas. Para analitos básicos, los resultados obtenidos no demostraron 

ninguna conclusión clara, solo se pudo observar alguna mejora en la extracción al seleccionar 

sales con contraiones pequeños, efecto también percibido en la extracción de analitos ácidos. 
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2.1. Impedance model for voltage optimization of parabens 
extraction in an electromembrane milifluidic device. 
 

 In this work, an EIS characterization of a simple microfluidic device using the 

electromembrane (EME) was proposed. The EME consists of the transport of the selected analytes 

from the sample phase (which contains the analytes) to the acceptor phase, where they are 

collected and analysed. Through the exhaustive study of the electrochemical parameters inside 

the system and a correct adjustment of the equivalent circuit of this specific device, it was possible 

to significantly reduce and simplify the optimization time of the experimental parameters. 

 The device proposed in this work (Fig. 13) consisted of two PMMA plates, where two 

microfluidic channels of dimensions 23 x 3 x 0.140mm (length x width x depth) were used. The 

acceptor and donor phase solutions were connected with a Nemesys micro-syringe pump. Plates 

were parallel to each other and separated by a PP membrane of 55% porosity, with a thickness of 

25µm and a pore size of 0.21µm x 0.05µm. A cylindrical platinum was located along each 

microchannels wire where the potential was applied. Finally, 6µL of 1-octanol was used as organic 

solvent as supported liquid membrane (SLM).  

 

Fig. 13. Scheme of the µEME device 
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 Impedance measurements were performed in order to understand the nature and 

electrical behaviour of this device. Due to the complexity of this extraction system and the 

sensitivity of the EIS measurements, the characterisation of the system was performed under 

three experimental conditions. Those conditions were: the device without the flat PP membrane 

(Fig. 14 (i)), the device with the flat PP membrane but without the organic solvent (Fig. 14 (ii)), and 

finally, a more complex system with all components (Fig. 14 (iii)). Once identified and validated by 

comparison with theoretical physical values, the electrical parameters associated with the SLM 

were used to elaborate an impedimetric model. 

 Electrically, this EME device consists of 3 capacitive components with 3 resistances in 

parallel, each of these circuits connected in series. As shown in the fig. 14 (iii), each of the parallel 

circuit corresponds to the acceptor phase, the SLM (membrane + Octanol) and the donor phase. 

From the results obtained, it was concluded that the weight of the electrical circuit associated with 

membrane is the most important and corroborated the fundamental role of the supported liquid 

membrane in the extraction. 

 Thanks to the knowledge of the characteristics and electrical magnitudes of the membrane 

resistances, the transport of 3 ionised parabens (Ethyl 4-hydroxylbenzoate, Butyl 4-

hydroxylbenzoate, IsoButill 4-hydroxylbenzoate) towards the positive pole were monitored on real 

time. After analysing these results, it was determined that the best extraction voltages were 

between 4 and 6V. 
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Fig. 14. Electrical parameters scheme of µEME device (i) The device without µEME, (ii) the device with 

µEME, (iii) the device µEME device with octanol 

 

 In addition, the voltage optimisation between 1-40 V was studied under double flow 

conditions to compare the conclusions obtained from the impedance analysis, Fig. 15 shows the 

efficiencies obtained when using different voltages. As seen, efficiencies near 100% were found 

when 4V was used, with standard deviations below 6%. On the other hand, the current intensities 

obtained at this value were around 5 µA, which provided a very stable system over time. After 

studying the menbrame lifetime at low currents, consecutive extractions were carried out. This 

result showed that it was possible to perform continuous extractions up to 5h with RSD less than 

7% when using 5V and 1-octanol as SLM. These surprising results allowed the stability of the 

extraction systems to be considerably increased. Data from the literature showed that up to now, 

(i) (ii) (iii) 



Results and discussion 
 

 

 47 

it was not possible to work for more than one hour of extraction, thus the extraction stability 

performance has been enhanced by 5 times. 

 

Fig. 15. Relation between extraction efficiency (%) and Rmoct vs voltage 

 

 

Fig. 16. Voltage optimization. SLM: 1-octanol, flow rate (donor phase): 3 μL min-1, flow rate (acceptor 

phase): 1 μL min-1, donor phase composition: pH 3, acceptor phase composition: pH 11.5 
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 The remaining parameters such as donor phase pH: 3, acceptor phase pH: 11.5, 4V and a 

flow rate of 1 and 3µL min-1 for the acceptor phase and donor phase, respectively, were 

successfully applied to 1:2 diluted urine samples at three different doping concentrations (0.5, 1 

and 3 µg/mL). The recoveries were above 84% (table 1) for all cases, with excellent clean-up and 

standard deviations below 6% were found. For the analysis of each of the extraction parameters 

an Agilent 1100 series HPLC-UV chromatography equipment with a LiChroCART1 75-4 Purosphere 

STAR RP-18e 3 mm (75 mm × 4.0 mm i.d.) column was used. 

 

Table 1. µEME/HPLC recoveries (average of three determinations ± standards deviation) from spiked 

urine samples. 

  
Spiked level 

(µg /mL) 
Etil-P iBut-P But-P Average current (µA) 

 0.5 91.7 ± 3.8 84.4 ± 5.1 88.4 ± 6.1 6.8 

Urine sample 1 91.7 ± 2.1 88.5 ± 5.4 86.3 ± 5.8 7 
 3 87.1 ± 4.7 87.3 ± 3.9 86.5 ± 3.6 9.4 

 

              The reduction and control of the intensity is a very important parameter in the 

electromembrane extraction technique. Low currents favour a more stable system over time by 

decreasing electrolysis, removing the formation of bubbles inside the microchannel (table 1). EIS 

has been demonstrated to be a powerful tool in future microextraction systems. This technique 

opens a new window of possibility for characterisation and electrical analysis of these microfluidic 

extraction systems. 

EIS technique allows monitoring analyte transfer across the membrane in real time. These 

measurements (EIS) enable the development of more comprehensive optimisation protocols, 

because it provides a lot of information about the extraction process previously unknown.  In 

addition, it reduces cost and time in the optimisation processes. 
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2.2. An efficient microfluidic device based on electromembrane 
extraction for the simultaneous extraction of acidic and basic 
drugs 
 

 In this work, we have designed, fabricated and characterised a device that allows 

simultaneous extraction of acidic and basic analytes in a single step under electromembrane 

conditions. This design demonstrated to be a significant advance in the development of 

microfluidic sample pre-treatment platforms. 

The proposed device consisted on three PMMA plates of dimensions 35 x 35 x 6 mm 

(length x width x depth) (fig. 15), manufactured with an Epilog Mini 24-30 W laser (Fig. 17). 

Channels had a dimension of 15 x 2 x 0.120 mm (length x width x depth) each. Two acceptor 

solutions of different composition (channel 1 and channel 3) and a common sample solution 

(channel 2) for both acceptor phases were used. Since two EME were implemented into the 

microfluidic device, the use of two platinum electrodes (one for each phase) was necessary.  

Two acidic compounds (ketoprofen (KTP) and naproxen (NPX)) and two basic compounds 

amitriptyline (AMP) and loperamide (LRP) were selected as model analytes for the study. Once 

EME parameters were optimized, the following values were selected as optimal extraction values:  

1:1 NPOE-Dodecanol as SLM, pH: 6.5 (10mM phosphate buffer) as common donor phase, pH: 12 

(10mM phosphate buffer) as acidic acceptor phase, pH: 1.5 (10mM phosphate buffer) as basic 

acceptor phase, 5V as common voltage for all compounds and a common flow rate of 1 µLmin-1. 

Under these conditions, excellent efficiencies within 98-100 % were obtained (Fig. 17). 
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Fig. 17. Scheme of the microfluidic device a) Not assembled, b) Assembled, c) Analytes transfer model. 

 

 In addition, the system allowed more than 30 consecutives under low voltage conditions. 

For the first time, low voltages and currents were possible to carry out high-efficiency extractions. 

This aspect was a great advantage because the risk of electrolysis is greatly reduced, which plays 

a significant role in the instability of the system. Furthermore, the design of this device 

demonstrated to be a versatile microfluidic platform to work which allows different techniques 

combinations such as EME/EME, LPME/LPME or LPME/EME. 
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Fig. 18. Donor flow rate optimization. SLM: 1:1 NPOE:Dodecanol. Donor phase composition: 10 mM 

phosphate buffer pH 6.5. Acceptor phase composition: 10 mM phosphate buffer at pH 1.5 (basic 

compounds) and 10 mM phosphate buffer at pH 12 (for acidic compounds). Voltage: 5 V. 

 

 This microfluidic platform proposed (Fig. 17) was tested on real samples of bovine plasma 

1:2 diluted (table 2), and the recoveries obtained exceed 84% with a relative standard deviation 

of less than 6%. The sample volume required to perform these extractions did not exceed 50 µL, 

which is also an advantage of this device. On the other hand, only 10 minutes of extraction time 

were necessary and excellent clean-up was observed.  
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Table 2. Extraction efficiencies (average of three determinations ± standard deviation) from 0.5, 1 and 3 

mg L-1 spiked urine samples and bovine plasma samples. 

AMT LPR KTP NPX 
 Spiked level 

(mg L-1) 
    

Urine 1 (non-diluted) 0.5 90.6 ± 5.9 95.4 ± 5.1 99.1 ± 5.6 97.8 ± 6.2 
  

1 
 

91.3 ± 4.1 
 

96.7 ± 3.8 
 

99.3 ± 4.4 
 

96.4 ± 3.9 
  

3 
 

90.9 ± 2.1 
 

97.5 ± 2.0 
 

97.8 ± 3.0 
 

96.8 ± 1.0 
 

Bovine plasma (non-diluted) 
 

0.5 
 

88.5 ± 3.5 
 

83.4 ± 5.0 
 

45.2 ± 3.9 
 

nd* 
  

1 
 

89.7 ± 3.9 
 

81.5 ± 7.9 
 

40.3 ± 2.4 
 

nd* 
  

3 
 

91.3 ± 1.6 
 

81.7 ± 5.1 
 

42.1 ± 1.5 
 

nd* 
 

Bovine plasma (1:1) 
 

0.5 
 

95.7 ± 3.2 
 

94.5 ± 4.2 
 

67.7 ± 2.3 
 

14.0 ± 4.2 
  

1 
 

92.6 ± 4.4 
 

91.1 ± 3.3 
 

65.2 ± 3.3 
 

16.1 ± 4.0 
  

3 
 

89.8 ± 4.1 
 

92.0 ± 5.2 
 

68.9 ± 1.6 
 

13.3 ± 2.1 
 

Bovine plasma (1:2) 
 

0.5 
 

95.5 ± 3.0 
 

93.2 ± 1.8 
 

97.9 ± 2.3 
 

84.0 ± 5.8 
  

1 
 

103.6 ± 5.7 
 

98.4 ± 4.5 
 

101.1 ± 3.3 
 

83.8 ± 6.0 
  

3 
 

96.1 ± 5.0 
 

88.5 ± 2.5 
 

101.5 ± 4.7 
 

88.4 ± 4.1 

nd: no detected 

 

Finally, the microfluidic device presented in this work based on EME/EME system is 

compared with previous methodologies for the simultaneous combination of acidic and basic 

drugs (table 3). Our device µEME/EME performed extractions with high extraction efficiencies 

(above 96%) at low voltages (5 V), improving the processes shown in table 3 for the simultaneous 

extraction of acidic and basic analytes. This system also allowed consecutive extractions and 

reusing of membrane, with shorter extraction times and lower sample volume than its 

competitors. Under these terms, this device is considered to have great potential to implement 

double EME for the simultaneous extraction of analytes of different nature, with minimal sample 

consumption, using a stable system with low currents (4-5 µA) in less than 10 minutes. 
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Table 3. Comparison of figures of merit for simultaneous extraction of basic and acidic drugs with other 

setups. 
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2.3. Electromembrane extraction using deep eutectic solvents as 
the liquid membrane. 
 

The following work was carried out during my stay at the Faculty of Pharmacy (University 

of Oslo) together with my colleague F. Hansen.  F. Hansen and myself share the co-authorship of 

this paper, supervised by Prof. S. Pedersen-Bjergaard. During this time, DES compounds were 

investigated for the first time as SLM for the extraction of acidic and basic analytes of a wide 

polarity (-0.4 < log P < 5.0) window. DESs are systems formed from a eutectic mixture of Lewis or 

Brønsted acids and bases. To make these mixture, one compound must be a hydrogen bond donor 

(HBD) and the other a hydrogen bond acceptor (HBA). The formation of the hydrogen bond results 

in a considerable reduction of the melting point of the components, dependent on the molar ratio.  

The molar ratio with the lowest melting point is called the deep eutectic point. For this work, 4 

natural compounds were selected for making DESs mixture (camphor, coumarin, DL-menthol and 

thymol), and the selection of these compounds was designed to optimise a completely sustainable 

and environmentally friendly solvent. These DESs were synthesised by mixing the appropriate 

amounts of HBA and HBD component and then heating them at 80º in an oven for 15 minutes. 

Fig. 19 shows a representation of the equipment used in this work. In this case, a 96-well 

plate format was used, which consisted of a base plate with 96 wells where 100 µL of sample in 

each could be tested. 4 µL of solvent were impregnated into the PVDF filters of a commercial 96-

well MultiScreen-IP plate of 0.45 mm pore size (Merck Millipore Ltd., Carrigtwohill, Ireland). After 

placing the filter plate in the wells containing the sample, 100 mL of acceptor solution was 

deposited in the reservoir above the SLM. Finally, a lid with 96 aluminium electrode rods was 

placed on top of the filter plate and attached to the rest of the set-up. The well-adjusted device 

was placed on a 900 RPM programmed shaking plate (Vibramax 100, Heidolph, Kellheim, 

Germany), and the plate with the sample and electrodes were then connected to a power supply 

to apply a potential. After extraction, the acceptor solutions were collected and analysed by 

UHPLC. 
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Fig. 19. Photos of EME equipment. Top left-to-right) sample plate, filter plate, acceptor lid with electrode 

rods. Bottom left) assembled device. Bottom right) cross-sectional illustration of assembled device 

configured for extraction of basic analytes. 

 

In the present work, we selected four non-ionic components forming hydrophobic deep 

eutectic solvents at room temperature. The camphor and coumarin compounds were selected as 

HBA components, while DL-menthol and thymol were selected as HBDs. A scheme of the 

properties of these compounds is showed in Fig. 20. As seen, coumarin and thymol are aromatic 

compounds, while on the other hand DL-menthol and thymol are non-aromatic. The mixtures 

formed in molar ratios of 2:1, 1:1 and 1:2 (HBA:HBD) are listed in table 4. These DESs were 

synthesised by mixing the appropriate amounts of each HBA and HBD component and then 

heating them at 80º in an oven for 15 minutes. The selected DES compositions were designed to 

investigate dispersion-based interactions (cation-π interactions and π-stacking) and hydrogen 

bonding. Thus, our synthesized DESs could be classified into SLM 1-2 as non-aromatic, SLM 3-8 as 
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moderately aromatic, and SLM 9 -11 as highly aromatic. The Kamlet-Taft properties were 

experimentally determined and summarised in table 4. Therefore, a total of 11 DESs were 

designed and tested by EME and the efficiencies obtained were compared with two classical 

solvents from the literature, NPOE for the extraction of basic analytes and 1- octanol for acid 

analytes. These 11 solvents were studied with 3 different families of compounds:  a) papaverine, 

promethazine, verapamil, amitriptyline, perphenazine and prochlorperazine as model basic non-

polar analytes (log P 2.5 to 5.0); b) ketoprofen, naproxen, flurbiprofen, fenoprofen, diclofenac and 

ibuprofen as model non-polar acidic analytes (log P 2.5 to 5.0); and c) tyramine, metaraminol, 

sotalol, ephedrine, atenolol and metoprolol as model polar basic analytes (log P -0.4 to 1.8). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig. 20.  Chemical structures of the selected DES components. 

 

In order to study the news synthesized SLMs, working conditions were selected according 

a previously published EME extraction. For these experiments, 75V, 15 min at 900 rpm as 

extraction time, 50 mM phosphoric acid (pH 2.0) as sample and acceptor solution for basic 
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compounds extraction and 50 mM ammonium phosphate (pH 9.0) for acidic compounds 

extraction were fixed. 

DESs were tested on three different families of analytes individually by EME. Firstly, the 

extraction with 7 basic non-polar analytes was studied and the recoveries obtained are shown in 

Fig. 21. As seen, recoveries above 75% were obtained when SLMs 1,5,9,10 and 11 were selected 

as organic solvent, obtaining low efficiency with the rest of the SLMs. Secondly, DESs were tested 

in the extraction of 6 acidic non-polar analytes. This time, exhaustive efficiencies between 64-

100% (Fig.21) were only obtained when the solvents of the coumarin-thymol (SLM 9-11) were 

used, with inefficient performance for the remaining SLMs Finally, the performance of DESs on 6 

polar basic analytes was carry out, as in the previous case, and high throughputs for most 

compounds were achieved when SLMs based on coumarin-compounds were applied (Fig 22). 

 

Table 4. SLM solvents selected for testing. Camphor:DL-menthol 2:1 mixture was not liquid at room 

temperature. The Kamlet-Taft properties were determined experimentally 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



Results and discussion 
 

 

 58 

The results obtained from these experiments have demonstrated that extractions using 

the coumarin-thymol mixture improve extraction performance compared to the other solvents 

tested. In particular, the 2:1 coumarin-thymol membranes provided exhaustive extraction of bases 

in the range 0.4 < log P < 5.0 and acids in the range 2.5 < log P < 5.0. Moreover, the efficiencies 

obtained with this solvent exceeded the values obtained with the classical solvents described in 

the literature such as NPOE and Octanol. This may be due to a favourable transport of acidic 

analytes to the acceptor phase based on hydrogen bonding interactions, which is formed at the 

analyte-SLM interface, whereas the transport of basic analytes may be favoured by dipolar and π-

type interactions.  

 

Fig. 21.  Extraction recoveries (%) obtained after 15 min of extraction with different SLM compositions. 

The voltage was 75 V for bases and 35 V for acids. The sample solution was 10 mg/mL for both acids and 

bases 
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Fig. 22. Extraction recoveries (%) obtained after 15 min of extraction with different SLM compositions. 

The voltage was 75 V, and the sample solution was 10 mg/mL in 50 mM phosphoric acid pH 2.0. 

Finally, 2:1 coumarin-thymol as SLM was tested on human plasma samples and analysed 

by UHPLC-MC. Plasma samples were diluted 1:1 and adjusted with 250mM phosphoric acid to pH 

2. The extraction was applied for 20 minutes at 75V. Table 5 shows the results obtained from the 

extraction of polar basic analytes in plasma samples. Excellent recoveries were observed with 

values between 77-93%, except for Metaraminol (47%). The calibration curves were linear in the 

range of 0.05 to 100 ng mL-1 with R2 > 0.970. The standard deviations(RSD) were between 1.6 to 

0.7% (n=6) for all analytes. Moreover, no matrix effect was found in the extraction and excellent 

clean-up was acquired. 
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In this work, 11 deep eutectic solvents have been used for the first time in an EME system 

that has been designed and optimised based on its Kamlet-Taft properties. 2:1 coumarin-thymol 

allowed exhaustive individually extractions of basic analytes within the range -0.4 < log P < 5.0 and 

acidic compounds within the range 2.5 < log P < 5.0. This way, for the first time, a common SLM 

allowed the extraction of acidic and basic compounds of a wide polarity window. Moreover, thanks 

to the natural origin of its components, an ecological and sustainable extraction system has been 

developed.    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table 5. Evaluation data of polar bases extracted for 20 min at 75 V from human plasma diluted 1:1 with 250 

mM phosphoric acid. Repeatability (RSD) and matrix effects (%ME) were evaluated at 50 ng mL1 . 
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2.4. Green microfluidic liquid-phase microextraction for polar 
and non-polar acids from urine 
 

 Based on the experiments and conclusions obtained from our previous research, new 

modifications in our microfluidic platforms were studied with the aim of eliminating drawbacks 

and promoting eco-sustainability by implementing environmentally friendly solvents in 

miniaturized systems.  In this work, polar and non-polar acidic analytes were simultaneously 

extracted using two different SLMs based on eutectic solvents and classical solvents. The 

extractions with both cases were satisfactory and high extraction efficiencies were obtained. As 

previously described, eutectic solvents (DES) are compounds that are solids at room temperature 

and that decrease their melting temperature when mixed with another eutectic solvent. The aim 

of this work is to simultaneously extract compounds of an acidic nature with very different 

polarities in a single step, and which in turn becomes a system that contributes to “green 

chemistry”.  

 The platform used in this study was a microfluidic device integrating LPME as extraction 

technique. Under LPME conditions, the mass transference comes from passive diffusion produced 

by a pH gradient between the two phases (sample/donor and acceptor). In this case, the analytes 

(in their neutral form) from a donor phase are extracted through the SLM, to an acceptor phase 

(in their ionised form). 

 The device (Fig. 24) for both studies consisted of two symmetrical PMMA plates, containing 

one channel each with dimensions: 23 x 3 x 0.13 mm (length x width x depth). The supported liquid 

membrane (DES or classic solvent) was located between the two microchannels. The acceptor and 

donor phases were introduced into microchannels through two Teflon tubes by two micro-syringe 

pumps. Finally, four model acidic analytes with different polarities between 0.5 < log P < 3.6 

(hippuric acid (HIP), anthranilic acid (ANT), ketoprofen (KTP), naproxen (NPX)) were selected for 

the optimisation. 
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Fig. 23.Scheme of the methodology of microfluidic extraction based in liquid-phase microextraction. 

 The extraction parameters were optimized in all cases. For DESs study, the optimal 

conditions were: camphor-menthol 1:1 as SLM, pH 2 as donor solution, pH 11.5 as acceptor 

solution and a flow rate of 1 µL min-1 (for both, donor and acceptor solutions). Fig. 21. shows the 

flow rate optimisation (between 0.5 to 10 µL min-1) using this green solvent (camphor-menthol 

1:1). and achieving high recoveries when flow rates of 0.5 and 1 µL min-1 were tested. These 

efficiencies decreased as the flow rate increased, due to the reduction of the SLM-sample contact 

time.  

On the other hand, a similar study for 1-Decanol SLM was carried out. In this study, flow 

rates between 1- 10 µL min-1 under optimal extraction conditions (donor pH: 2, acceptor pH: 10.5 

and acceptor flow rate of 1 µL min-1 ) were tested. The results obtained in this experiment were 

very similar to those obtained with the DES. Once more, the same phenomenon of decreasing 

efficiencies as the donor flow rate increases was observed in this study. 
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Fig. 24. Extraction efficiency versus donor flow rate. SLM: camphor-menthol 1:1, acceptor phase pH 11.5, 

donor phase pH 2, acceptor flow rate: 1 μL min-1 

 

Both membranes were tested in a parallel stability study and this experiment allowed to 

determine the lifetime of each membrane. After these experiments, a total of 6 and 5 consecutive 

hours of extraction for Decanol and camphor-menthol 1:1 were determined, respectively.  

 

 

Fig. 25. Extraction efficiency versus donor flow rate. SLM: camphor-menthol 1:1, acceptor phase pH 10.5, 

donor phase pH 2, acceptor flow rate: 1 μL min-1 
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In order to improve the 58% EE for HIP when DES was used as SLM, different depth 

dimensions were studied. After analysis of the results, it is found that the device described above 

was the most optimal one (Fig.20).  

Finally, these optimal extraction parameters were tested in urine samples from two 29-

year-old women using different dilutions. Recoveries above 72% with deviations below 10% for all 

cases were obtained. As a final conclusion, a good alternative from this organic solvent (camphor-

methol 1:1) is evident from the recoveries obtained (72-100%) when compared to the best 

classical solvent Decanol (82-100%).  

 

Table 6. Recoveries (average of three determinations ± standard deviation) from 1 mg L −1 spiked urine 

samples for decanol and camphor-menthol 1:1 as SLM 

Samples SLM HIP ANT KTP NPX 

Urine 1 (non-diluted) Decanol 84.2 ± 6.7 100.2 ± 10.3 81.6 ± 3.8 90.6 ± 3.3 

Urine 1 (1:1 dilution) Decanol 108.2 ± 2.3 102.0 ± 4.0 84.7 ± 3.8 92.7 ± 1.0 

Urine 1 (non-diluted) 
Camphor-
menthol 1:1 

74.5 ± 1.6 82.2 ± 4.2 71.4 ± 1.0 81.2 ± 2.2 

Urine 1 (1:1 dilution) 
Camphor-
menthol 1:1 

103.7 ± 2.2 87.5 ± 1.1 79.6 ± 2.3 88.2 ± 3.2 

Urine 2 (non-diluted) Decanol 83.2 ± 3.6 100.2 ± 1.2 87.7 ± 3.3 95.8 ± 2.4 

Urine 2 (1:1 dilution) Decanol 102.5 ± 1.5 103.0 ± 1.8 91.8 ± 2.5 101.4 ± 1.1 

Urine 2 (non-diluted) 
Camphor-
menthol 1:1 

80.7 ± 1.6 85.4 ± 3.6 71.4 ± 1.9 82.4 ± 4.0 

Urine 2 (1:1 dilution) 
Camphor-
menthol 1:1 

100.8 ± 5.2 93.7 ± 1.0 73.4 ± 1.6 88.3 ± 3.0 

 

This experiment demonstrated that DES (camphor-menthol 1:1) can extract compounds in 

a wide polarity window. This surprising result provided a wide versatility to LPME, driving this 

technique to be applied in microfluidic devices towards completely environment friendly 

extractions. 

 



Results and discussion 
 

 

 65 

2.5. A microfluidic method for the simultaneous extraction of 

polar and non-polar basic analytes from urine samples (under 

revision) 

The work presented below is current under review in the journal (ACA), thus the paper 

submitted to this journal is shown without modification. 

 

A microfluidic method for the simultaneous extraction of polar and non-
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Abstract   

In sample preparation, simultaneous extraction of analytes of very different polarity from 

biological matrixes represents a challenge. In this work, verapamil hydrochloride (VRP), 

amitriptyline (AMP), tyramine (TYR), atenolol (ATN), metopropol (MTP) and nortriptyline (NRP) 

were used as basic model analytes and extracted simultaneously from urine samples by liquid-

phase microextraction (LPME) in a microfluidic device. The model analytes (target compounds) 

are pharmaceuticals with -0.4 < log P < 4.9. Different organic solvents and mixtures of them were 

investigated as supported liquid membrane (SLM), and a mixture of 2:1 (v/v) tributyl phosphate 

(TBP) and dihexyl ether (DHE) was found to be highly efficient for the simultaneous extraction of 

the non-polar and polar model analytes. TBP reduced the intrinsic hydrophobicity of the SLM and 

facilitated extraction of polar analytes, while DHE served to minimize trapping of non-polar 

analytes. Sample and acceptor phase composition were adjusted to pH 12 and pH 1.5, 

respectively. Urine samples were pumped into the microfluidic system at 1 µL min-1 and extraction 

was completed in 7 min. Recoveries exceeded 78 % for the target analytes, and the relative 

standard deviation (n=4) was below 7 % in all cases. Using five microliters of SLM, the microfluidic 

extraction system showed good long-term stability, and the same SLM was used for more than 18 

consecutive extractions.  

Keywords:  microfluidic, liquid phase microextraction, supported liquid membrane, basic 

drugs, urine samples 

 

2.5.1. Introduction 

 

In the last decade, liquid phase microextraction (LPME) systems have been investigated 

and developed with the aim of minimizing the use of hazardous organic solvent. Liquid phase 

microextraction is a widely used technique for the treatment of samples and has been conducted 

in different formats, such as dispersive liquid-liquid extraction (DLLE) [1-3], hollow fiber liquid 

phase microextraction (HF-LPME) [4-6], single drop microextraction (SDME) [7-9], and 



Results and discussion 
 

 

 67 

electromembrane extraction (EME) [10-12]. LPME has been successfully applied to both biological 

and environmental samples and there are two different modes of work depending on the nature 

of one of the phases. The analyte is extracted from the sample to a microliter volume of acceptor, 

which can be an organic solvent [13-14] or an aqueous solution [15-16]. In the analytical field, 

sample pre-treatment systems are commonly used as a cleaning, preconcentration and extraction 

procedure. In addition, the development of improvements in these procedures and the 

advantages they present have attracted the interest of the scientific community, not only for their 

development but also using these systems as a routine procedure. LPME [17-19] and EME [20-22] 

are well-known techniques and have been developed extensively, especially for biomedical and 

environmental applications [23-26]. Both LPME and EME provide pre-concentration and efficient 

sample clean up. 

In both LPME and EME, analytes are extracted across a supported liquid membrane (SLM), 

which is a microliter volume of organic solvent immobilized by capillary forces in the pores of a 

polymeric membrane. The chemical composition of the SLM play a central role in both LPME and 

EME, and different solvents are used for different analytes depending on their acid/base 

properties and based on their polarity [27-33]. Therefore, simultaneous extraction of bases and 

acids, or simultaneous extraction of polar and non-polar analytes, represent a challenge. The EME 

system has been shown to be a good option for the simultaneous extraction of acids and bases 

[34-36]. These systems have been optimized mainly for compounds of similar polarity, providing 

enrichment factors of between 300-350 [34], 76-130 [35] and good recoveries (60-80%), but the 

latter requiring extraction times of 45 min. [36]. In these cases, different SLMs have been used for 

acidic or basic compounds sharing the same donor phase. Furthermore, EME has been previously 

studied for the extraction of compounds of different polarity, either for acidic or basic compounds 

using a different membrane according to acidity and polarity [37]. The use of eutectic solvents 

proved to be an option for the extraction of compounds of different polarity using different SLMs 

and obtaining efficiencies higher than 85%. 

In the last years, LPME [38-41] and EME [42-47] have been successfully implemented in 

microfluidic devices, requiring less sample and organic solvent. Due to very short diffusion 
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distances and operation under dynamic conditions, kinetics are fast and recoveries are high in 

microfluidic devices. Simultaneous extraction of acids and bases, and polar and non-polar bases, 

have been reported with electromembrane extraction under microfluidic conditions [48,49]. 

However, there are no studies on simultaneous microfluidic LPME of basic pharmaceuticals within 

a large log P window and six different basic drugs have been selected for the study: verapamil 

hydrochloride (VRP), amitriptyline (AMP), tyramine (TYR), atenolol (ATN), metopropol (MTP) and 

nortriptyline (NRP). Their therapeutic dose is: 0.1-1, 0.02-0.2, 0.05-0.3, 30-200, 0.01-0.25 µg/mL 

for ATN, NRP, AMP, MTP and VRP, respectively.    

For this reason, in this work, an efficient microfluidic method is proposed for simultaneous 

liquid-phase microextraction of polar and non-polar pharmaceuticals from microliter volumes of 

human urine samples. The composition and polarity of the supported liquid membrane was 

developed and tuned carefully to facilitate extraction in a large log P window. Operational 

parameters were optimized, and the method was evaluated for basic pharmaceuticals in the log P 

range -0.4 to 4.9.  

 

2.5.2. Experimental 

2.5.2.1 Chemicals and sample solutions 

 

Formic acid, hydrochloric acid, sodium hydroxide, methanol, 2-nitrophenyl octyl ether 

(NPOE), 1-octanol, 1-decanol, dihexyl ether (DHE), tributyl phosphate (TBP), verapamil 

hydrochloride (VRP), amitriptyline hydrochloride (AMP), tyramine (TYR), atenolol (ATN), 

metopropol (MTP), and nortriptyline (NRP) were purchased from Fluka_Sigma_Aldrich (Madrid, 

Spain). A Celgard 2500 membrane of 25 µm thickness, 55 % porosity, and 0.21 x 0.05 µm pores 

was obtained from Celgard (Charlotte, NC, USA). 100 mg L-1 stocks solutions for all analytes were 

prepared in methanol. All daily working dilutions were prepared using ultrapure water from a Milli-

Q Plus (Elga, Purelab option S-R 7-15) (Madrid, Spain). 

 



Results and discussion 
 

 

 69 

2.5.2.2 Liquid chromatography 

 

An Agilent 1100 series (Barcelona, Spain) liquid chromatography apparatus equipped with 

a G1312A Bipump system was used for liquid chromatography. This was equipped with a STAR RP-

18e column (75 mm × 4.0 mm × 3 µm) from VWR (Barcelona, Spain), and a Kromasil1 100 A C18 

(20 mm × 4.6 mm × 5 µm) guard column from Scharlab S.L. (Barcelona, Spain). Column 

temperature was 30°C. An autosampler G1313A was used for sample injection (5 μL). The mobile 

phase consisted of 0.1% formic acid (pH 2.6) (component A) and methanol (component B) at a 

flow rate of 0.5 mL min-1.  An initial elution gradient was programmed as follows: from 0 % to 2 % 

B for 2 min, then from 2% B to 100% B for another 27 min, this condition was kept for 2.5 min, 

followed by 5 min re-equilibration. The wavelengths used for DAD was 200 nm for all compounds. 

Chromatogram were completed in 29 min and retention times were 3.4, 9.8, 17.9, 25.5, 27.6 and 

28.1 min for TYR, ATN, MTR, VRP, NRP and AMP, respectively. 

 

2.5.2.3 Fabrication and setup of the microfluidic device 

 

An Epilog Mini 24–30-W laser cutter was used for the device fabrication, under ablation 

conditions of 40% for writing speed and power, a resolution of 1500, and a frequency of 5000, as 

described in our previous work Santigosa et al. [40] (Fig. 26). The device contained two channels 

each of 25.0 × 3.0 × 0.13 mm (length × width × depth), on two poly(methyl methacrylate) (PMMA)  

layers. Two inlets/outlet Teflon tubes (1.5 mm od and 0.12 mm i.d) were located at the ends of 

the channels, the acceptor and sample solutions were introduced through two holes where the 

tubes were placed. A 28 mm length × 5 mm width piece of flat polypropylene (PP) membrane (25 

µm thickness, 55 % porosity) was used to separate the acceptor channel and the sample channel. 

PP was impregned with 5 µL of TBP:DHE (2:1, v/v) using a micropipette. Inlets Teflon tubes were 

connected to two separate micro-syringe pumps (Cetoni GmbH, Korbussen, Germany). Acceptor 

(pH 1.5) and sample (pH 12.0) solutions were pumped into the microfluidic channels at 1 µL min-

1. The extraction was completed in 7 minutes, and acceptor phase was collected by a micropipette 

and transferred to a micro-insert for its analysis by liquid chromatography. 



Results and discussion 
 

 

 70 

 

 

Fig. 26. Microfluidic device scheme. 

 

2.5.2.4 Preparation of real samples 

 

Non-diluted and 1:1 diluted urine samples from a 29-year-old female volunteer (prior 

consent) were spiked with model analytes at three different levels (0.75, 1 and 2 mg L-1). All 

samples were adjusted to pH 12.0 (with NaOH) and filtered through Pall Nylaflo™ nylon membrane 

filter 0.45 μm (Pall Corporation, Ann Arbor, MI, USA) prior to extraction. The samples were 

delivered into the microfluidic system at 1 µL min-1 requiring a final sample volume amount below 

100 µL for at least 5 repetitive extractions. 

 

2.5.3. Results and discussion 
 

2.5.3.1 Theoretical considerations 
 

Polar and non-polar model analytes were extracted from aqueous sample pH 12, through 

organic SLM, and into aqueous acceptor pH 2. For a given analyte, the following partition 

coefficients controlled the process:  

𝐾1 =
𝐶𝑒𝑞,𝑆𝐿𝑀

𝐶𝑒𝑞,𝑠 
  (1) 



Results and discussion 
 

 

 71 

𝐾2 =
𝐶𝑒𝑞,𝑎

𝐶𝑒𝑞,𝑆𝐿𝑀 
  (2) 

𝐶𝑒𝑞,𝑆𝐿𝑀, 𝐶𝑒𝑞,𝑠 and 𝐶𝑒𝑞,𝑎  are the analyte equilibrium concentrations in the SLM, sample and 

acceptor, respectively. The overall analyte partition coefficient K between the donor and acceptor 

can be expressed as the product of 𝐾1 and 𝐾2: 

𝐾 =  
𝐶𝑒𝑞,𝑎

𝐶𝑒𝑞,𝑠 
=  𝐾1 × 𝐾2  (3) 

The analyte extraction recovery at equilibrium is related to the partition coefficients as 

expressed in the following equation :  

𝑅 (%) =
𝐾×𝑉𝑎

𝐾×𝑉𝑎+𝐾1×𝑉𝑆𝐿𝑀+𝑉𝑠
× 100 %     (4) 

 𝑉𝑎, 𝑉𝑠, and 𝑉𝑆𝐿𝑀 denote the volumes of acceptor, sample, and SLM, respectively. Analyte 

kinetics are controlled by 𝐾1, and can be modelled using the following equation [50]: 

𝐶𝑠(𝑡) = 𝐶𝑠
0 ∙ exp (−

𝐴𝑆𝐿𝑀𝐷𝑆𝐿𝑀𝐾1

𝑉𝑠ℎ
𝑡)  (5) 

Here, 𝐶𝑠(𝑡) is the analyte concentration in the donor as a function of time, 𝐶𝑠
0 is the initial 

analyte concentration in the donor (t = 0), 𝐴𝑆𝐿𝑀 is the surface area of the SLM, ℎ is the thickness 

of the SLM, and 𝐷𝑆𝐿𝑀  is the diffusion coefficient of the analyte in the SLM. The following 

discussions of experimental work are anchored in Equations (1)-(5). 

 

2.5.3.2 Supported liquid membrane selection 
 

In the first series of experiments, the composition of the supported liquid membrane was 

studied. Five different organic solvents were selected as SLM for simultaneous extraction of polar 

and non-polar basic compounds based on previous work [32,33,40]: 1-octanol, 1-decanol, NPOE, 

DHE and TBP. As well-known for LPME of basic analytes, the compounds must be in their neutral 

form in the sample and positively charged in the acceptor phase. This way, analytes are extracted 

from the sample to the acceptor phase through the SLM. Table 7 shows the molecular structure, 
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log P and pKa of model analytes. The preliminary conditions of the rest of the parameter were 

selected based on the literature for the extraction of these compounds and their pKa value [33]. 

Thus, 5 mM of phosphate buffer pH 2.0 was used as acceptor, and 5 mM phosphate buffer pH 

12.0 spiked with model analytes at 3 mg L-1 was used as sample. Both acceptor and sample were 

pumped at 1 µL min-1. Table 8 summarizes the extraction efficiencies obtained with each of the 

tested solvents. 

 

Table 7. Extraction efficiencies (RSD %) of the polar and non-polar basic using different organic solvents as 

the SLM for μLPME-chip device. 
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Tabla 8. . Recoveries (RSD %) of the polar and non-polar basic using different organic solvents as the SLM 

for μLPME-chip device. 

SLM 
Extraction efficiency ± SD (%) 

TYR ATN MTP VRP NRP AMP 

Octanol 70.0 ± 6.0 78.6 ± 4.3  75.4 ± 1.8 50.4 ± 4.6  41.3 ± 3.3  43.8 ± 3.6 

Decanol 25.3 ± 0.9 36.7 ± 3.0  45.6 ± 2.1 80.4 ± 4.5  79.1 ± 4.2 82.7 ± 6.9 

NPOE 0.0 ± 0.0 31.9 ± 2.4  62.5 ± 6.1 87.1 ± 4.8  75.6 ± 4.4 95.2 ± 5.5 

DHE 5.7 ± 1.4 24.4 ± 5.0  60.4 ± 2.7 72.7 ± 3.2  55.3 ± 3.4 39.5 ± 4.9 

TBP 67.6 ± 7.8 80.8 ± 6.4  53.7 ± 4.3 31.3 ± 4.6  71.5 ± 3.2 7.7 ± 2.5 

1:1 TBP:NPOE 16.1 ± 1.5 27.5 ± 1.7  48.6 ± 2.8 77.8 ± 5.9  68.7 ± 4.5 43.3 ± 1.2 

2:1 TBP:NPOE 30.2 ± 1.7 39.4 ± 2.5  49.3 ± 4.4 94.9 ± 1.9  72.4 ±2.9 55.3 ± 6.8 

1:2 TBP:NPOE 0.0 ± 0.0 27.5 ± 1.7 52.0 ± 1.7 55.3 ± 1.2 43.0 ± 1.6 45.2 ± 2.8 

3:1 TBP:NPOE 30.3 ± 2.8 64.8 ± 7.0 74.3 ± 1.9 89.8 ± 5.4 83.9 ± 4.6 53.8 ± 4.9 

1:3 TBP:NPOE 0.0 ± 0.0 1.8 ± 3.9 94.8 ± 4.6 99.3 ± 4.5 83.7 ± 2.2 88.9 ± 3.5 

1:1 TBP:DHE 56.5 ± 5.6 52.2 ± 5.9  75.1 ± 5.5 79.6  ± 6.2  65.6 ± 3.6  25.0 ± 6.1 

2:1 TBP:DHE 78.6 ± 3.5 92.8 ± 4.6  87.2 ± 6.8 97.2 ± 3.3  91.4 ± 3.4 64.5 ± 5.2 

1:2 TBP:DHE 15.9 ± 1.3 21.3 ± 1.4 80.4 ± 3.5 78.2 ± 3.7 51.2 ± 2.0 49.5 ± 1.9 

3:1 TBP:DHE 55.1 ± 5.9 83.7 ± 6.3 102.4 ± 5.4 84.1 ± 3.2 42.0 ±1.7 51.3 ± 5.7 

1:3 TBP:DHE 0.0 ± 0.0 21.9 ± 4.4 81.9 ± 6.9 74.9 ± 1.1 61.9 ± 2.3 74.8 ± 2.5 

 

1-Octanol (OCT, log P = 3.0) was tested as the first SLM. With this solvent, K1 and K2 were 

calculated for the model analytes based on computer software [50], and from these values 

theoretical equilibrium recoveries were estimated based on Equation (4) (Table 9). For the polar 

analytes (tyramine, atenolol, and metoprolol), K1-values were low. The theoretical equilibrium 

recoveries are very close to 100 %, while the experimental values ranged between 70 and 79 %. 

This indicated that the polar analytes were not extracted completely to equilibrium for kinetic 
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reasons. For the non-polar analytes, K2-values were low, and theoretical recoveries were 

calculated to 30-43 %. The experimental values ranged between 41 and 50 %. Kinetics were faster 

for these analytes, but recoveries were limited by trapping in the SLM (K2-limitation).   

When OCT (log P = 2.58) was replaced by 1-decanol (DEC, log P = 3.47), the intrinsic 

hydrophobicity of the SLM increased, while the number of hydrogen bond sites remained the 

same (HBA = HBD = 1). Therefore, K1-values decreased in general. The polar analytes now suffered 

from poor transfer into the SLM (K1-limitation), while the non-polar analytes improved due to 

increased K2-values.  In subsequent experiments, we also tested dihexyl ether (DHE, log P = 4.55), 

2-nitrophenyl octyl ether (NPOE, log P = 4.86), and tributyl phosphate (TBP, log P = 4.09) as SLMs. 

With DHE, the intrinsic hydrophobicity was even higher than with DEC, and the solvent has a single 

HBA site. For this reason, K1-values were low, and all the analytes suffered from slow kinetics (K1-

limitation). When DHE was replaced by NPOE, the intrinsic hydrophobicity increased slightly, but 

the number of HBA sites increased from one to three, and the aromatic ring count changed from 

zero to one. The polar analytes still suffered from K1-limitation with NPOE, owing to 

hydrophobicity, but due to hydrogen bond and π-type interactions, the non-polar analytes were 

extracted with high recoveries. When NPOE was replaced by TBP, the intrinsic hydrophobicity 

decreased and the number of HBAs increased to four. K1-values increased significantly, the polar 

analytes were extracted with high recovery, while the non-polar analytes now suffered from low 

K2-values (K2-limitation). 

As illustrated in the discussion above with pure solvents, the extraction efficiency for a 

given analyte depends on the hydrophobicity of the solvent and the number of functional groups. 

Increasing the intrinsic hydrophobicity decreases K1-values (and increases K2), while increasing the 

number of functional groups increases K1 (and decreases K2). For high recovery, K1 and K2 have to 

be balanced. Due to this, and because the analytes were within a very broad log P-range, we tested 

binary mixtures of TBP and NPOE, and TBP and DHE (Table 9). The mixtures of TBP and NPOE all 

provided low recoveries for the polar analytes, due to high intrinsic hydrophobicity caused by 

NPOE. Very interestingly, the 2:1 ratio of TBP and DHE provided high recoveries (> 60 %) for all the 

analytes, regardless of polarity. This SLM clearly balanced hydrophobicity and the activity of 
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functional groups, in such way that both K1- and K2-limitations were avoided for the analytes with 

0.4 < log P < 5.0. Clearly, this is a fine balance, as evidenced by the observation that the 

performance of the mixtures of TBP and DHE were highly dependent of the compositional ratio of 

the binary mixture. The TBP and DHE mixture in ratio 2:1 was used in subsequent experiments.  

 

Table 9. Calculated values for K1, K2, K, and recovery with 1-octanol as SLM. 

 K1 K2 K Recovery (%) 

Tyramine 0.29 89 26 99 

Atenolol 2.6 6.6∙102 1.7∙103 99 

Metoprolol 57 30 1.7∙103 99 

Nortriptyline 2.7∙104 0.065 1.7∙103 30 

Amitriptyline 6.3∙104 0.49 3.2∙103 43 

Verapamil 1.1∙105 0.029 3.2∙103 30 

Vs and Va was set to 15 µL, and VSLM was set to 1 µL 

 

2.5.3.3 Acceptor and sample composition 
 

In the following experiment, the composition of the acceptor and sample was optimised. 

Due to the great difference that exists between the pH of both phases, the stability of the 

extraction was tested with and without buffer. The effect of phosphate buffer was studied by 

carrying out different extractions at different buffer concentrations (0 mM, 5 mM, 10 mM and 20 

mM). It was observed that the pH changed during the extraction when no buffer was used, 

however, no change was observed in the pH when using phosphate buffer during the extraction. 

Maintaining a stable pH during extraction improved extraction efficiencies and reproducibility of 

the system. On the other hand, the highest recoveries were obtained with 5 mM phosphate buffer 
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(79-85%), while efficiencies decreased as the concentration of buffer was increased. Therefore, a 

concentration of 5 mM of phosphate buffer was set to study the effect of pH. 

 

 

Fig. 27. Optimization of sample composition. SLM: 2:1 TBP:DHE, 5 mM phosphate buffer (pH 2) as 

acceptor, flow rate: 1 μL min-1 (acceptor and sample). 

 

In following experiments, sample pH was tested between 6.0 and 12.0, while the acceptor 

was fixed at pH 2 to keep the analytes positively charged. Fig. 27 shows recoveries as function of 

sample pH. Due to low log P and high pKa, recovery of ATN increased with increasing pH in the 

sample up to 12.0. At this pH, the other model analytes still were extracted with high recoveries, 

and pH 12.0 was selected as the final sample pH. The acceptor pH was studied between 1.0 and 

4.0, while sample pH was constant at 12.0 (Fig. 28). The highest recoveries were obtained between 

pH 1.0 and 1.5, and pH 1.5 was selected for subsequent experiments. All experiments with 

different sample and acceptor pH were studied in triplicate (n=3) with relative standard deviation 

below 7% for all model analytes. 
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Fig. 28. Optimization of acceptor composition. SLM: 2:1 TBP:DHE, 5 mM phosphate buffer (pH 12) as 

sample, flow rate: 1 μL min-1 (acceptor and sample).  

 

2.5.3.4 Sample flow rate 
 

Sample flow rate was investigated under optimal experimental conditions as described 

above. The sample flow rate was tested between 0.5 and 20 μL min-1 while the acceptor flow rate 

was kept constant at 1 μL min-1.  As seen in Fig. 29, recoveries decreased significantly when 

increasing the sample flow, and with the highest efficiency at 0.5 and 1 μL min-1. A flow rate of 1 

μL min-1 was selected in order to decrease the extraction time prior analysis by HPLC. Under 

optimal conditions, recoveries between 84 and 100 % were obtained. Each experimental point 

was tested in triplicate with relative standard deviation below 6% at low flow rate below 5 μL min-

1. However, the relative standard deviation increased when at flow rate above 5 μL min-1, due to 

decreased SLM stability. The effect of carry-over was studied using different membranes and the 

same membrane in consecutive extractions without observing significant changes in the extraction 

efficiency of the collected acceptor phase. Under optimal conditions with 1 μL min-1 sample flow, 

the SLM was used for 18 consecutive extractions, and with relative standard deviations between 
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6-7 %. After 18 extractions, the membrane must be filled with more organic solvent since the 

extraction efficiency decreases and an increase of RSD was also observed. 

 

 

Fig. 29. Recovery versus sample flow rate. SLM: 2:1 TBP:DHE, 5 mM phosphate buffer (pH 1.5) for acceptor 

phase and 5 mM phosphate buffer (pH 12)for sample solution, flow rate: 1 μL min-1 (acceptor and sample). 

 

2.5.4. Evaluation of analytical performance  
 

The microfluidic LPME method was combined with liquid chromatography and evaluated 

for the determination of non-polar and polar basic model analytes (pharmaceuticals) at optimal 

experimental conditions as described above. A calibration curve was constructed using a least-

square linear regression analysis at six different concentrations from 0.45 to 10 µg mL-1 for ATN, 

MTP, and VRP and from 0.60 to 10 µg mL-1 for TYR, NRP, and AMP, observing a linear relationship 

with r2 values over 0.9995 in all cases. Table 4 summarizes the calibration parameters of the 

method: detection limits, quantitation limits and recoveries in standard solutions. Detection and 

quantitation limits were based on S/N ratio of 3 and 10, respectively. Method detection limits and 

quantitation limits were within 0.14-0.18 and 0.45-0.60 µg mL-1, respectively, for all compounds. 

Extraction efficiencies were 90, 93, 100, 100, 99 and 84 % for TYR, ATN, MTP, VRP, NRP and AMP, 
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respectively. Each experimental point was studied in triplicate, with relative standard deviation 

below 6 % for all analytes. The device and membrane reproducibility was tested using two 

different devices and different membranes, replacing the membrane three times in ach device, 

obtaining a relative standard deviation between 4-8 % for all compounds. Repeatability and 

intraday repeatability were studied in triplicate at low, medium and high concentration levels of 

the calibration curve. A relative standard deviation between 4-6 % and 5-6% was obtained for 

repeatability and intraday repeatability, respectively. 

 

2.5.5 Real samples analysis 
 

Urine samples were collected from one 29-year-old healthy adult female volunteer. Each 

urine sample was spiked at one concentration level (0.75, 1 and 2 µg mL-1) within the linear range, 

containing all analytes. All samples were spiked and pH adjusted (using NaOH) prior extraction. 

For 1:1 dilution factor, sample was diluted using MiliQ water. Non-diluted and 1:1 diluted samples 

were analysed keeping experimental parameters fixed at optimal conditions. All samples were 

submitted to the microfluidic device for extraction. Recoveries are shown in Table 10. As seen, 

high recoveries between 84-100 % were obtained at 0.75 µg mL-1 with no sample dilution. A 1:1 

dilution did not show an increase in recovery, and therefore both samples can be considered for 

real sample analysis, in which the sample does not need to be diluted to obtain good recoveries. 

Slightly lower recoveries were observed in higher concentration spiked samples at 2 µg mL-1 (78-

89%). Recoveries over 78 % were observed in all cases for all compounds. SLM stability was studied 

with the same and different membranes, observing good SLM stability for more than 10 

consecutive extractions in both cases. The microfluidic method was successfully applied in urine 

samples as shown in Fig. 30A. Urine samples have been analysed without the proposed 

microfluidic procedure as shown in Fig. 30B. When both chromatograms are compared, the 

benefits of sample treatment procedures on complex urine samples can be clearly seen. The 

membrane acts selectively decreasing the interferences present in the real sample, resulting in an 

excellent clean-up. 
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Table 10. Chromatogram of spiked human urine at 2 µg mL-1 after submitted to the microfluidic device (A) 

and without (B). (1) TYR, (2) ATN, (3) MTP, (4) VRP, (5) NRP, (6) AMP.  

Samples 
Extraction efficiency ± SD (%) 

TYR ATN MTP VRP NRP AMP 

Urine 0.75 µg mL-1  (non-diluted) 110 ± 5 92 ± 7 105 ± 6 89 ± 3 99  ± 7 84 ± 6 

Urine 0.75 µg mL-1  (1:1 dilution) 100 ± 7 92 ± 5 110 ± 3 90 ± 2 106  ± 3 89  ± 5 

Urine 1 µg mL-1  (non-diluted) 100 ± 4 94 ± 3 97 ± 7 95 ± 4 99 ± 6 92 ± 3 

Urine 1 µg mL-1  (1:1 dilution) 102 ± 5 95 ± 6 101 ± 3 97 ± 7 102 ± 5 94 ± 4 

Urine 2 µg mL-1  (1:1 dilution) 80 ± 5 78 ± 2 89 ± 4 90 ± 7 79  ± 1  86  ± 6 

Urine 2 µg mL-1  (non-diluted) 85 ± 7 80 ± 6 97 ± 5 96 ± 2 81  ± 2 92 ± 5 

 

 

 

Fig. 30. . Chromatogram of spiked human urine at 2 µg mL-1 after submitted to the microfluidic device (A) 

and without (B). (1) TYR, (2) ATN, (3) MTP, (4) VRP, (5) NRP, (6) AMP. 
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2.5.6. Conclusions 
 

In this work, a microfluidic device for simultaneous liquid-phase microextraction of polar 

and non-polar basic pharmaceuticals is proposed for the first time. This device enabled exhaustive 

(or near-exhaustive) extraction of pharmaceuticals in the log P range 0.4 to 5 from 10 µL humane 

urine samples. With only 5 µL organic solvent as supported liquid membrane (SLM), at least 18 

samples were extracted with the same SLM. 

A comprehensive study of the supported liquid membraned (SLM) was carried out, and a 

SLM based on a 2:1 (v/v) mixture of tributyl phosphate (TBP) and dihexyl ether (DHE) was found 

to be an appropriate compromise SLM. Thus, excess of TBP kept the intrinsic hydrophobicity of 

the SLM relatively low, and this was mandatory for efficient extraction of the polar model analytes. 

DHE on the other hand reduced trapping of non-polar model analytes within the SLM, and enabled 

high recoveries for the model analytes with high log P. The compromise SLM thus provided 

efficient extraction of basic analytes over the entire log P range from 0.4 to 5. The TBP:DHE SLM 

was mechanically and chemically stable under dynamic conditions, was compatible with human 

urine samples, and provided highly efficient clean up.  
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Una vez considerados los resultados expuestos en esta memoria se puede concluir que los 

sistemas microfluídicos empleando membranas líquidas soportadas son sistemas reproducibles, 

rápidos y versátiles, para la separación y determinación de analitos de diferentes familia y 

naturaleza, bien de manera individual y/o simultáneamente, ofreciendo una excelente y 

satisfactoria aplicación en muestras biológicas. 

En base a los estudios llevados a cabo en esta tesis, podemos concluir lo siguiente:  

1. El diseño, fabricación y optimización de dispositivos microfluídicos sencillos se adaptan con 

éxito a la técnica LPME, acelerando la transferencia de masas de los analitos a través de la 

membrana. La optimización de los dos canales microfluídicos de dimensiones 23 x 03 x 

0.13 mm, separados por la SLM, ha permitido desarrollar una plataforma versátil capaz de 

extraer una amplia rama de analitos, tantos ácidos como básicos de manera individual, en 

un rango de polaridad comprendido entre -0.4 < log P < 4.9. 

 

2. Los dispositivos microfluídicos simples que han sido diseñados, fabricados y optimizados 

para la implementación de la técnica de extracción por EME han demostrado ser una 

alternativa interesante para la extracción de parabenos, obteniendo recuperaciones 

cercanas al 100%. Estos dispositivos se han construido sobre dos placas de PMMA con 

canales de dimensiones similares a los empleados en la LPME, a diferencia de la 

incorporación de un hilo de platino que recorre el canal ejerciendo de electrodo, y cuyo 

diámetro determina, por tanto, la profundidad mínima de estos canales.  

 

3. Las plataformas microfluídicas de PMMA permiten una gran variedad de geometrías 

haciendo posible incorporar aspectos más innovadores, retando de esta manera desafíos 

importantes en el campo de la química analítica, como es la extracción simultanea de 

compuestos de muy diversa índole, como el caso de analitos ácidos y analitos básicos. 

Además, generan un gran potencial ya que han permitido implementar simultáneamente 

una doble EME proporcionando un sistema estable, manteniendo las ventajas que la EME  
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tradicional presenta, como es su excelente clean-up, mejorando sus principales ventajas y 

erradicando sus inconvenientes. De esta manera, se consigue un solo sistema microfluidico 

de doble EME en un solo paso para la extracción simultánea de ácidos y bases de gran 

versatilidad disminuyendo el tiempo de extracción, el volumen de muestra y reactivos 

empleados.  

 

4. El circuito eléctrico equivalente propuesto y la caracterización por EIS en un dispositivo 

sencillo de EME ha demostrado el gran potencial que tiene esta técnica en la mejora de 

futuras optimizaciones de sistemas de microextracción, al otorgar un profundo 

conocimiento de los sucesos de transporte y fenómenos químico-físicos que ocurren en el 

sistema.  De esta manera, se propone un sistema en el que es posible predecir las 

condiciones óptimas mediante EIS con el objetivo de disminuir el tiempo de análisis. Este 

estudio se ha realizado para la optimización de parabenos mediante EME, resultando en 

altas eficiencias de extracción y una excelente clean up en muestras biológicas. 

 

5. El diseño de nuevas SLM de origen natural de compuestos denominados eutécticos, junto 

al estudio de las interacciones ocurrentes en la interfase analito-SLM han permitido 

desarrollar sistemas de microextracción basados en el formato 96-well completamente 

ecológicos, siendo la primera vez que estos disolventes eutécticos son aplicados en EME. 

Los resultados han demostrados que sistemas EME con SLMs basadas en mezclas de 

coumarin-thymol proporcionan rendimientos claramente superiores a estos mismos 

sistemas con solventes clásicos, como el NPOE para bases o el 1-octanol para ácidos, bajo 

las mismas condiciones óptimas de extracción.  

 

6. Las plataformas microfluídicas integrando LPME han demostrado también una gran 

versatilidad para extraer simultáneamente compuestos de polaridad muy diferente, como 

es el caso de analitos ácidos polares y no polares. Además, estas plataformas basadas en  
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LPME permiten trabajar en condiciones amigables con el medioambiente, haciendo 

posible el uso de disolventes ecológicos (camphor: mentol 1:1) como SLM; y alcanzando 

rendimientos comparables a los de un sistema tradicional, sustituyendo los solventes 

tóxicos tradicionales por sistemas de microextracción completamente sostenibles. Este 

sistema se aplicó a muestras de orina bajo las condiciones óptimas de trabajo, obteniendo 

unas recuperaciones de 72-100%, quedando demostrada el gran rendimiento de este 

solvente biodegradable en la extracción de analitos de una amplia ventana de polaridad. 

 

7. El estudio de nuevas combinaciones de solventes clásicos ha permitido mejorar la 

versatilidad de los sistemas microfluídicos basado en la LPME, logrando extraer 

satisfactoriamente analitos básicos de una amplia polaridad, de manera simultánea. El 

empleo de 2:1 (v/v) TBP:DHE como SLM ha hecho posible extraer por primera vez analitos 

básicos de polaridades comprendidas entre -0.4 ˂ P ˂ 4.9, superando eficiencias de 

extracción del 78% (RSD menores al 7%) en muestras de orina humana. 

 

8. En resumen, en esta tesis se ha estudiado de manera exhaustiva el uso de un sistema 

microfluídico aplicado al campo de tratamiento de muestra, una etapa crítica previa al 

análisis. No solo se han diseñado nuevos sistemas que han permitido integrar diferentes 

técnicas de extracción en una sola etapa; sino que también se han optimizado los 

parámetros operacionales críticos para llevar a cabo las extracciones bajo condiciones 

óptimas, como es la selección de la membrana líquida soportada. Estos sistemas se han 

diseñado para LPME, EME y doble EME en una sola etapa. Además, han permitido extraer 

no solo compuestos de una sola familia como son los parabenos sino extraer 

simultáneamente compuestos ácidos polares y no polares, compuestos básicos polares y 

no polares; y compuestos ácidos y básicos simultáneamente. Por otro lado, el estudio de 

impedancia en estos sistemas ha abierto un gran abanico de posibilidades con el objetivo 

de reducir el número de experimentos durante la optimización, permitiendo predecir las 

eficiencias de extracción.  
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9. Finalmente, el estudio exhaustivo de la membrana líquida soportada ha permitido mejorar 

la versatilidad en los procedimientos de tratamiento de muestra, no solo minuaturizados, 

puesto que estas SLM son aplicables a otros sistemas recogidos en la literatura. Estas SLMs 

puras o como mezclas son una alternativa atractiva para ampliar el abanico de compuestos 

para llevar a cabo extracciones de manera simultánea. Entre estas SLM podemos destacar 

el uso de: 1-octanol, 1:1 NPOE:dodecanol, 2:1 TBP:DHE ; además de SLMs ecológicas como 

2:1 coumarin-thymol y 1:1 camphor-menthol. Estos sistemas microfluídicos no solo son 

compatibles con el medioambiente reduciendo el volumen de disolventes tóxicos, sino 

que, mantienen el resto de ventajas que aportan estos sistemas miniaturizados como son 

el reducido coste de fabricación, su rentabilidad, su pequeño tamaño, el bajo consumo de 

volumen de muestra requerido, bajo consumo de disolventes, reducidos tiempos de 

extracción, la posibilidad de llevar a cabo extracciones consecutivas, el excelente clean-up 

en muestras reales, su posible acoplamiento con técnicas de análisis instrumental y los 

bajos potenciales necesarios (como es el caso de EME) compatibles con una simple batería.  
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Once the results presented in this thesis have been considered, it can be concluded that 

microfluidic systems based on supported liquid membranes are an attractive alternative with great 

potential in the field of sample treatment thanks to its high reproducibility, short extraction and 

its great versatility for the separation and determination of analytes of different families and 

nature, either individually and/or simultaneously, providing an excellent and successfully 

application in biological samples. 

From the studies carried out in this thesis, we can conclude the following: 

1. The design, fabrication and optimisation of single microfluidics devices can successfully 

implement a LPME technique, increasing the mass transfer of analytes across the 

membrane. The optimisation of the two 23 x 03 x 0.13 mm microfluidic channels, 

separated by the SLM, has allowed the development of a versatile platform that can extract 

a wide range of analytes, both acidic and basic individually, in a polarity range between -

0.4 < log P < 4.9. 

 

2. Microfluidic devices can also implement EME extraction techniques and it has 

demonstrated to be an interesting alternative for the extraction of parabens, obtaining 

recoveries close to 100%. These devices have been fabricated on two PMMA plates with 

channels of similar dimensions to the devices used in LPME, except for the incorporation 

of a platinum wire that crosses the channel and works as an electrode. The diameter of 

this electrode determines the minimum depth of these channels. 

 

3. PMMA microfluidic platforms allow a wide variety of geometries enabling the 

incorporation of more innovative aspects, overcoming important challenges in analytical 

chemistry, such as the simultaneous extraction of compounds of very diverse nature, as in 

the case of acidic and basic analytes. Moreover, these geometries generate a great 

potential because they have allowed the simultaneous implementation of a double EME 

providing a stable system, which keeps the advantages of traditional EME, such as its  
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excellent clean-up and improves its main advantages. In this way, a single microfluidic 

double EME system for the simultaneous extraction of acids and bases of great versatility 

in a single step is achieved, reducing the extraction time, the sample volume and the 

reagents used. 

 

4. The proposed electrical equivalent circuit and characterisation by EIS on a simple EME 

device has demonstrated a great advance of this technique in the improvement of future 

optimisations of microextraction systems. EIS provides a deep understanding of the 

transport processes and chemical-physical phenomena in the system. In this way, a system 

is proposed in which it is possible to predict the optimal conditions by means of EIS with 

the aim of reducing the analysis time. This study has been carried out for the optimisation 

of parabens by EME, obtaining high extraction efficiencies and excellent clean up in 

biological samples. 

 

5. The design of new SLMs of natural origin of compounds called eutectics, together with the 

study of the interactions occurring at the analyte-SLM interface, have allowed the 

development of microextraction systems based on the 96-well format, completely 

ecological, applying these solvents for the first time in EME. The results have shown that 

EME systems with SLMs based on coumarin-thymol mixtures achieve clearly higher 

throughputs than these same systems with classical solvents, such as NPOE for bases or 1-

octanol for acids, under the same optimal extraction conditions. 

 

6. Microfluidic platforms adapted to LPME have also demonstrated great versatility to 

simultaneously extract compounds of very different polarity, such as polar and non-polar 

acidic analytes. Moreover, these LPME platforms allow working under environmentally 

friendly conditions, enabling the use of environmentally friendly solvents (camphor: 

menthol 1:1) such as SLM; and achieving throughputs comparable to those of a traditional 

system. This makes it possible to replace traditional toxic solvents with fully sustainable 

microextraction systems. This system was applied to urine samples under optimal working 
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conditions, obtaining recoveries of 72-100% and showing the high performance of this 

biodegradable solvent in the extraction of analytes from a wide polarity window. 

 

7. The study of new combinations of classical solvents has improved the versatility of LPME 

microfluidic systems, successfully extracting basic analytes of a wide polarity 

simultaneously. The use of 2:1 (v/v) TBP:DHE as SLM has made it possible for the first time 

to extract basic analytes of polarities between -0.4 ˂ P ˂ 4.9, exceeding extraction 

efficiencies of 78% (RSD less than 7%) in human urine samples. 

 

8. In summary, this thesis has exhaustively studied the use of a microfluidic system applied 

to the field of sample treatment, a critical step prior to analysis. Not only new systems have 

been designed to integrate different extraction techniques in a single step, but also the 

critical operational parameters have been optimised to carry out the extractions under 

optimal conditions, such as the selection of the supported liquid membrane. These systems 

have been designed for LPME, EME and double EME in a single step. Moreover, they have 

made it possible to extract not only compounds from a single family, such as parabens, but 

also polar and non-polar acidic compounds, polar and non-polar basic compounds, and 

acidic and basic compounds simultaneously. On the other hand, the study of impedance in 

these systems has opened up a wide range of possibilities with the aim of reducing the 

number of experiments during optimisation, allowing extraction efficiencies to be 

predicted. 

 

9. Finally, the exhaustive study of the supported liquid membrane has improved the 

versatility of sample treatment procedures, not only miniaturised, since these SLMs are 

applicable to other systems reported in the literature. These SLMs pure or as mixtures are 

an attractive alternative to expand the range of compounds to carry out simultaneous 

extractions. Among these SLMs we can highlight the use of: 1-octanol, 1:1 

NPOE:dodecanol, 2:1 TBP:DHE; as well as environmentally friendly SLMs such as 2:1 

coumarin-thymol and 1:1 camphor-menthol. 
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10. These microfluidic systems are not only compatible with the environment by reducing the 

volume of toxic solvents, but also maintaining the other advantages of these miniaturised 

systems such as reduced manufacturing cost, cost-effectiveness, small size, low sample 

volume consumption, low solvent consumption, shorter extraction times, the possibility of 

carrying out consecutive extractions and its coupling with instrumental analysis 

techniques, excellent clean-up on real samples and low potentials required (as in the case 

of EME) compatible with a simple battery. 
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A collaborative work with the research field of solar cell development is attached in this annex. 
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