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1. INTRODUCCION.

En esta memoria se presentan los dos proyectos realizados durante el curso 2017-2018 en la
Universidad de Gante, en Bélgica, que conforman la asignatura Bachelor Project, el cual es
equivalente al Trabajo de Fin de Grado en la Universidad de Valladolid.

De acuerdo al reglamento de dicha universidad, cada uno de los proyectos se realizé en uno de
los departamentos que constituyen el area de la Quimica en esta institucion.

En primer lugar y dentro del Departamento de Quimica Organica, en el grupo de investigacion
“Organic synthesis” del Profesor Doctor Johan Winne y bajo la supervision del estudiante de
doctorado Kamil Unal, se realizdé un estudio de investigacion de diferentes rutas sintéticas de
aminacion de trivinilciclohexano para obtener la correspondiente triamina. Posteriormente, esta
triamina seria tratada mediante varios procesos que formarian parte de otro proyecto y de esta
manera seria Util para disefar polimeros reciclables.

Por otro lado, en la parte perteneciente al Departamento de Quimica Analitica, se investigo la
presencia del titanio procedente de un tipo de dulces analizando la concentracion total del
titanio y caracterizando las nanoparticulas de TiO; presentes utilizando diferentes metodologias
con sistemas de ICP-MS. Este estudio se realizd dentro del grupo de investigacion “Atomic &
mass spectrometry”, dirigido por el Profesor Doctor Frank Vanhaecke, y fue supervisado por el
investigador postdoctoral Eduardo Bolea-Fernandez. El resultado de este proyecto podria dar
lugar a unas conclusiones relacionadas con la salud y el medio ambiente.



2. SINTESIS DE UNA TRIAMINA A PARTIR DE DESECHOS QUIMICOS INDUSTRIALES CON INTERES PARA
EL DISENO DE POLIMEROS RECICLABLES.

RESUMEN

En este trabajo se estudiaron diferentes posibilidades para obtener una ruta sintética idonea
para la aminacion de la molécula trivinilciclohexano.

Cuatro fueron las opciones que se investigaron. En un primer lugar, se experimenté con una
secuencia de hidroboracion continuada con una aminacion. Otra ruta investigada fue una sintesis
de aminas secundarias a través de N-(benzoiloxi)aminas, ya registrada en bibliografia, que se
modificd para tratar de obtener una amina primaria equivalente que luego se pudiera utilizar
para sintetizar el producto deseado. Ademas, se pensoé en la posibilidad de realizar una reaccion
radicalaria seguida de una sintesis de Gabriel. Por Gltimo, se estudi6 la opcion de transformar la
molécula inicial en el alcohol analogo para posteriormente aminarlo mediante una reaccion de
Mitsunobu y una sintesis de Gabriel.

Por otra parte, se sintetizo etil fenil hidrazina-1,2-dicarboxilato (EPHD) con el objetivo de
utilizarlo como reactivo para la sintesis de una molécula con tres grupos triazolindiona (TAD) que
posteriormente puede ser usada con fines relativos al disefio de polimeros reciclables.

ABSTRACT

In this work they were studied different possibilities of obtaining an ideal synthetic route for the
amination of the molecule trivinylcyclohexane.

There were four options researched. In the first instance, we experimented with a sequence of
hydroboration continued by an amination. Another route researched was a synthesis of secondary
amines through N-(benzoyloxy)amines. This already registered route was modified in order to
obtain an equivalent primary amine that thereafter could be used to synthesize the desired
product. Besides, we thought about the possibility of performing a radical reaction followed by a
Gabriel synthesis. Finally, the option of transforming the initial molecule into the analogue
alcohol was studied in order to subsequently aminate it via Mitsunobu reaction and Gabriel
synthesis.

On the other hand, ethyl phenyl hydrazine-1,2-dicarboxylate (EPHD) was synthesized with the
aim of using it as a reagent for the synthesis of a molecule with three triazolinedione (TAD) that
can later be used for purposes related to the design of recyclable polymers.



2.1. Introduccion y objetivo.

Existen algunas rutas sostenibles de sintesis de urazoles, los cuales son las moléculas precursoras
de las triazolindionas (Esquema 1). Estas rutas no solo evitan el uso de isocianatos, sino que los
procedimientos implicados estan libres del uso de disolventes, obteniendo ademas unos
rendimientos altos. Para obtener los urazoles con estas rutas, es necesario partir de
semicarbazidas (Esquema 1), que se pueden conseguir desde las aminas analogas (Esquema 2).’
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La molécula con tres grupos TAD (tris-TAD) que se obtendria partiendo de la triamina sintetizada
desde el compuesto 1,2,4-trivinilciclohexano es objeto de estudio y se cree que, ademas de ser

atil como reticulado en aceites vegetales, resultaria de gran ayuda para el disefio de polimeros
reciclables.



El compuesto 1,2,4-triviniciclohexano es facilmente obtenible mediante la produccion de
ciclododecatrieno (Esquema 3) como un subproducto del proceso si este se lleva a cabo en la
fase de vapor sobre un catalizador de tetracloruro de paladio a temperaturas entre 400° y 600°.
Este ciclododecatrieno se usa en la industria como la sustancia inicial para la obtencion
industrial del acido 1,12-dodecandioico.
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Esquema 3

La finalidad de esta investigacion es encontrar una ruta sintética efectiva para aminar los tres
grupos funcionales del trivinilciclohexano y, de esta manera, conseguir el reactivo inicial para
producir posteriormente la molécula tris-TAD necesaria para la meta final de disefar polimeros
reciclables.



2.2. Procedimiento.

Los disolventes, de pureza analitica, y los reactivos utilizados fueron obtenidos de distintas casas
comerciales y fueron usados sin purificacion adicional.

Todos los experimentos se llevaron a cabo en material de vidrio previamente lavado y secado
adecuadamente.

2.2.1. Hidroboracién y aminacion.

Como primera opcién para sintetizar la triamina de interés, se experimentd con una
metodologia? compuesta por las tres etapas que a continuacion se describen:

12 etapa:

Esta primera parte consiste en la hidroboracion del 1,2,4-trivinilciclohexano, en atmosfera libre
de oxigeno, utilizando tetrahidrofurano (THF) como disolvente y partiendo de una temperatura
de 0°, dejando que llegue posteriormente hasta la temperatura ambiente.
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Esquema 4

22 etapa:

En esta segunda fase, se hace reaccionar el producto de la etapa anterior con acido
hidroxilamina-O-sulfénico (HSA) en ausencia de oxigeno y calentando a reflujo.
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32 etapa:

Para terminar se anade hidroxido de sodio (NaOH) con el fin de romper los enlaces N-BH;
presentes en el producto de la anterior reaccion por medio de la neutralizacion que tiene lugar.
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2.2.2. Sintesis a través de N-(benzoiloxi)aminas.

Se investigd una modificacion de la sintesis de aminas secundarias via N-(benzoiloxi)aminas y
organoboranos? sustituyendo la amina primaria como reactivo que se anade al perdxido de
benzoilo (BPO) por amoniaco para asi intentar obtener una amina primaria analoga en lugar de
una secundaria.
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Esquema 7

2.2.3. Reaccion radicalaria.

Se trato de sintetizar la triamina por medio de la creacion de un radical en el atomo de
nitrogeno del primer reactivo, la ftalimida4, para hacerlo interaccionar con los dobles enlaces
del 1,2,4-trivinilciclohexano en presencia de peroxido de benzoilo, ya que es un iniciador de
reacciones radicalarias. Sin embargo, para probar la eficiencia del método, se realizaron dos
reacciones analogas previas utilizando ciclohexeno (Esquema 8) y estireno (Esquema 9),
respectivamente, en lugar de 1,2,4-trivinilciclohexano.
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2.2.4. Reaccién de Mitsunobu y sintesis de Gabriel.
La Gltima ruta estudiada consta de las tres etapas siguientes:
12 etapa:

El primer paso es la transformacion de la molécula inicial en el triol correspondiente mediante
un proceso de hidroboracion continuado por una oxidacion efectuada por el ataque de NaOH?,
siendo el grupo hidroxido el que ataca al carbono al que se une el boro y sustituye a este ultimo.

i) THF, CyBH,, 0°C—>rt, 75 min.

ii) NaOH, H,0,, rt 1 h. HOI\/O\/\
= HO OH

Esquema 10
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22 etapa:

La segunda parte trata de la conversion de cada grupo alcohol en una ftalimida N-sustituida®
usando la reaccion de Mitsunobu, mediante la cual se hace reaccionar el triol obtenido en la
primera etapa con ftalimida en presencia de azodicarboxilato de diisopropilo (DIAD) vy
trifenilfosfina.
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32 etapa:

Finalmente, se lleva a cabo una sintesis de Gabriel®. De esta manera, el producto obtenido en la
anterior etapa reacciona con hidrazina a reflujo para alcanzar la triamina deseada.
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2.2.5. Sintesis de etil fenil hidrazina-1,2-dicarboxilato (EPHD).

Se llevd a cabo una reaccion (Esquema 13) presente en la bibliografia!, con la cual se hizo
reaccionar difenil carbonato (DPC) con etil carbazato (EC) a una temperatura de 85°C, ya que
ambos reactivos son solidos a temperatura ambiente, y en una atmosfera ausente de oxigeno. Se
obtuvo el compuesto deseado y un subproducto, fenol, que fue eliminado (Esquema 14)
mediante la adicion de agua fria, ya que el fenol es soluble en ella y el enlace O-C se romperia si
se usara agua caliente, y carbonato potasico porque la sal correspondiente es incluso mas
soluble en el agua y esto hace mas facil su eliminacion.
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2.3. Discusion de resultados.

En este apartado se comentara cada una de las metodologias estudiadas que se han mencionado
anteriormente haciendo hincapié en los resultados obtenidos.

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) y las Cromatografias en Capa Fina (CCF) se
encuentra en el Anexo | al final de esta memoria.

2.3.1. Hidroboracién y aminacion.
12 etapa:

Tras la reaccion de 1,2,4-trivinilciclohexano con borano se obtuvo el producto borado deseado.
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22 etapa:

De la adicion de HSA en cantidad estequiométrica con respecto a los grupos borano con reflujo y
en ausencia de oxigeno se esperaba la introduccion de atomos de nitrégeno en la molécula, pero
no se comprobo la efectividad del método hasta la siguiente etapa.
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32 etapa:

Teniendo como objetivo romper los enlaces N-BHz, se afiadié NaOH y se hizo una extracciéon con
diclorometano. Tras el estudio mediante CCF de las dos fases obtenidas y RMN de la fase basica,
se observo que en el resultado no habia presencia de la triamina esperada, aunque si habia
compuestos aminados parcialmente.
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2.3.2. Sintesis a través de N-(benzoiloxi)aminas.

Se trato de obtener una amina primaria haciendo reaccionar amoniaco con peréxido de benzoilo,
siendo esta una variacion de la idea original®> con la que se sintetizan aminas secundarias
mediante la reaccion del perdxido de benzoilo con una amina primaria. Sin embargo, el
resultado fue negativo, ya que se comproboé mediante CCF y RMN que la reaccion no llego a
iniciarse.
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2.3.3. Reaccion radicalaria.

En un primer lugar, se intentd llevar a cabo la reaccion radicalaria con ciclohexeno en
condiciones normales pero tras realizar CCF y RMN se vio que el proceso no llego a iniciarse, por
lo que se tratd de hacer la misma reaccion y otra analoga sustituyendo el ciclohexeno por
estireno y aplicando presion a 95° y reflujo, respectivamente. Tras 16 horas, se aiadio acido, ya
que los acidos hacen que las reacciones radicalarias terminen. A continuacion, se realizé un CCF
con la que se comprobo que los reactivos iniciales no habian sufrido ninglin cambio con respecto
al comienzo del experimento, lo cual se podia constatar con el olor de las disoluciones, ya que
en ambos casos los olores son muy caracteristicos.
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2.3.4. Reaccion de Mitsunobu y sintesis de Gabriel.
12 etapa:

Siguiendo el proceso conveniente para la transformacién de un doble enlace en un grupo
hidroxilo? y teniendo en cuenta que en la molécula inicial hay tres dobles enlaces, se obtuvo el
resultado esperado con una conversion cuantitativa. Como subproducto se obtuvo ciclohexanol,
el cual se elimind mediante la adicion de tolueno y su posterior evaporacién, aplicando el
concepto de azedtropos.

i) THF, CyBH,, 0°C—srt, 75 min.

ii) NaOH, H,0,, rt 1 h. HOI/\EE\A
7 HO OH

Esquema 21

72

22 etapa:

Se llevo a cabo la reaccion de Mitsunobu poniendo en disolucion el producto de la primera etapa
y ftalimida en presencia de trifenilfosfina y DIAD®> y se obtuvo un espectro de RMN que
concordaba adecuadamente con el resultado esperado y, ademas, mediante una CCF se
comprobd que no quedaba nada del triol inicial.

13
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32 etapa:

El Ultimo paso fue la sintesis de Gabriel®, para la cual se hizo reaccionar el compuesto obtenido
en la segunda etapa con hidrazina. A través de una CCF se pensd que existia una mezcla de
moléculas en las que se habian sustituido los grupos ftalimida por grupos amino total y
parcialmente. Otra evidencia existente era el color de la disolucion, ya que era amarilla y las
aminas suelen presentar esta caracteristica. Finalmente, se realizd una prueba de RMN del
liquido obtenido y se observo que existia principalmente disolvente. También se obtuvo un
espectro de RMN del sdlido resultante y, aunque se pudo encontrar que mayoritariamente estaba
formado por ftalimida, algunos picos del espectro daban lugar a la idea de que la triamina
estaba presente en él.

O i) NaHy (aq), A, 40 min. H,N
o i) 1t, 3 h.
—_—
fo) N
HoN NH»
N o
0
Esquema 23

Con el objetivo de aislar la triamina del resto del precipitado, se procedidé a realizar una
extraccion acida seguida por una extraccion basica y la fase organica resultante se analizd
mediante una prueba de RMN pero se descubrié que no se trataba de la triamina, sino que
probablemente era DIAD reducido tras la reaccion. Desafortunadamente y debido a la falta de
mas tiempo, no se llego a aislar adecuadamente la triamina, por lo que no se llego a sintetizar la
semicarbazida precedente al urazol.
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2.3.5. Sintesis de etil fenil hidrazina-1,2-dicarboxilato (EPHD).

Se procedio exactamente como se detalla en la bibliografia correspondiente a esta sintesis y tras
el tiempo estimado se obtuvo EPHD y se elimind adecuadamente el fenol generado como
subproducto.
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+ H2N\ /\ [ H +
0 H o o
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+ K,CO3 —> + KHCOj4
Esquema 25
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2.4. Conclusiones.

Analizando cada una de las metodologias con las que se trabajoé para obtener la triamina, se
pueden extraer varios puntos.

En primer lugar, se puede pensar que en el primer procedimiento la hidroboracion funciona
correctamente dando el compuesto objetivo y que, sin embargo, el HSA no es capaz de
interactuar con los tres grupos funcionales de la molécula al mismo tiempo.

Atendiendo a la segunda técnica que se investigd, cabe decir que el amoniaco, a diferencia de
una amina primaria, no es capaz de reaccionar con el peroxido de benzoilo. Debido a este hecho
la reaccioén no lleg6 a iniciarse si quiera.

Con respecto a la reaccion radicalaria, la razon por la que no funcioné fue presumiblemente el
hecho de que no llegara a propagarse porque las condiciones con las que se trabajo eran idoneas
para que la reaccion al menos se iniciara.

La mejor opcion entre las estudiadas fue sin duda la utilizacion de la reaccion de Mitsunobu a
partir del triol analogo al compuesto inicial y la posterior sintesis de Gabriel. El principal reto en
este caso es el aislamiento de la triamina. Una vez obtenida se podria conseguir facilmente la
semicarbazida haciendo reaccionar la anterior molécula con EPHD, como dicta la bibliografia.’

16
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3. DESARROLLO DE UN METODO DE ICP-MS PARA EL ANALISIS DE TITANIO EN DULCES.
RESUMEN

En este segundo proyecto se hizo uso de la técnica de analisis de espectrometria de masas con
plasma acoplado inductivamente (ICP-MS) para investigar la presencia de nanoparticulas (NP) de
TiO2 en un producto comercializado de goma de mascar.

La razon de este trabajo es que el uso de las nanoparticulas de ingenieria (ENP) ha aumentado
exponencialmente en la Ultima década en una gran variedad de campos y, como se constata en
diversos estudios, sus efectos pueden ser peligrosos, por lo cual la preocupacion por ellas es
notable. Respecto a las nanoparticulas de titanio, estas han sido encontradas en diferentes
productos de alimentacion, especialmente en aquellos que son consumidos por las personas mas
jovenes, como es el caso de los dulces.

El método de analisis utilizado no esta libre de dificultades. De hecho, algunas de las
complicaciones con las que se lidié fueron las interferencias espectrales y la capacidad para
realizar las mediciones en condiciones aptas para el modo de particulas individuales, es decir, de
una en una.

ABSTRACT

In this second project, the mass spectrometry with inductively coupled plasma (ICP-MS) analysis
technique was used to investigate the presence of TiO2 nanoparticles (NP) in a commercialized
product of chewing gum.

The background of this work is that the engineered nanoparticles (ENP) use has grown
exponentially during the last decade in a wide variety of fields and, as noted in several studies,
its effects can be dangerous, and therefore the concern about them is remarkable. With respect
to the titanium nanoparticles, they have been found in different food products, especially in
those that are consumed by young people, as is the case of sweets.

The analysis method that was used is not free from challenges. In fact, some of the difficulties
that were dealt with were the spectral interferences and the ability to measure under real
single particle conditions, i.e., one by one.

18



3.1. Introduccion y objetivo.

El dioxido de titanio (TiO2) es un aditivo comUnmente usado en gran cantidad de productos de
alimentacion, de cuidado personal y de otros tipos que estan al alcance de la mayor parte de la
poblacion. Cuando las personas consumen alguno de estos productos, el compuesto entra en el
organismo y, tras su uso, llega a las aguas residuales y, consecuentemente, entra en contacto
con el medio ambiente.”

La razon por la que se anade el TiO; a determinados productos es para dar a estos una apariencia
mas atractiva de la que tienen sin él, ademas de funcionar como excipiente cuando se encuentra
en complejos multivitaminicos y medicamentos.?

La cantidad de titanio en productos de consumo ha sido cuantificada en alguna ocasion, llegando
a la conclusion de que los alimentos con concentraciones mas altas de TiO; incluyen dulces y
golosinas, mientras que dentro de los productos de cuidado personal, las pastas dentifricas y las
cremas solares tenian entre 1% y 10% de titanio en su peso. Aunque en algunas clases de
productos las concentraciones de titanio encontradas son pequefas, el uso generalizado y su
posterior llegada a las plantas de tratamiento de aguas residuales llaman la atencion. También
se ha identificado que los nifios son quienes estan mas expuestos debido a que las golosinas
tienen mayores cantidades de titanio que otras comidas. Por Ultimo, esta constatado que la
cantidad de titanio a la que esta expuesto normalmente un adulto es de 1 mg por cada
kilogramo de peso.”

Algunos estudios han investigado los efectos que el TiO; tiene tanto en la salud humana como en
el medio ambiente. Las conclusiones no son claras, ya que los resultados de unos estudios y de
otros no concuerdan totalmente. Aun asi, debido al uso masivo que se hace hoy en dia de las
nanoparticulas de ingenieria, la preocupacidén por los posibles efectos peligrosos que estas
conllevan esta aumentando y existe una necesidad por investigar mas acerca de este asunto.’

Algunos de los presuntos efectos que el TiO; origina en el ser humano estan relacionados con la
inflamacion de las vias respiratorias y con la aparicion de asma en el caso de su inhalacion;
mientras que si se ingiere, los problemas asociados al titanio son la enfermedad de Crohn y el
cancer de colon; y sin embargo, las lesiones en el bazo, el higado, los rifiones y el cerebro se
relacionan principalmente a la exposicion intravenosa. Respecto a los estudios de ecotoxicologia,
se conocen aun menos datos acerca de los resultados negativos que pueden causar las
nanoparticulas de TiO;. No obstante, se ha comprobado que esta sustancia inhibe el crecimiento
de algunas algas y plantas y que en estas Ultimas también puede incrementar la perorxidacion
lipidica y danar el ADN.7:8,10

Con motivo del interés hacia este compuesto aditivo, el objetivo de este proyecto es la
cuantificacion de todo el titanio procedente de unos chicles de la marca Stimorol
comercializados en supermercados comunes en Bélgica, asi como la caracterizacion y la
cuantificacion de las nanoparticulas de TiO,. De esta manera se podra observar cuan expuesta
esta una persona que consume este articulo.

Existen muchas técnicas analiticas disponibles para la toma de medidas a escala nanométrica
pero solo algunas de ellas pueden ser aplicadas con buenos resultados en estudios de salud y
medio ambiente. Entre los métodos para abordar la distribucion del tamano de particula se
encuentran la microscopia electronica, la cromatografia, la dispersion dinamica de luz, la
ultrafiltracién analitica y el fraccionamiento campo-flujo. Sin embargo, la falta de especificidad
de estas técnicas resulta ser un problema para matrices complejas que pueden contener
nanoparticulas naturales con distribuciones de tamanos polidispersas y con composiciones
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heterogéneas. Por esta razon se necesitan técnicas con sensibilidad en su deteccion si se
requiere informacion especifica acerca de la composicion elemental y de la concentracion de
nanoparticulas. Desafortunadamente, también pueden aparecer complicaciones con algunas
técnicas de deteccion debido a la falta de sensibilidad en la caracterizacion y cuantificacion de
particulas en concentraciones relevantes para el medio ambiente.

Una técnica que esta resultando de gran valor para la deteccion y medicion de nanoparticulas
metalicas es el plasma acoplado inductivamente con espectrometria de masas usando el modo
de particulas individuales (SP-ICP-MS). Para poder usar esta metodologia se debe usar el modo
TRA (Time Resolved Analysis), mediante el cual se consigue recopilar la intensidad de una
particula individual cuando esta se vaporiza y se ioniza en el plasma (Figura 1). Su combinacion
de especificidad elemental, resolucion en las mediciones e inigualable sensibilidad la hace
extremadamente aplicable a la caracterizacion de elementos como Ag, Au, Ti y Si, estando todos
ellos presentes en articulos como alimentos, farmacos y productos de cuidado personal.'!-16

Signal from one nanoparticle

o | event
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2
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'(’_) SR
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Figura 1

Por otra parte, para el analisis de muestras en las que el elemento a analizar se encuentra en
concentraciones muy pequenas se usa el ICP de triple cuadrupolo (ICP-QQQ). Desde que en 1983
sali6 a la luz el ICP-MS, esta técnica fue considerada como la ideal para el analisis
multielemental de trazas y ultratrazas. Diversas herramientas fueron desarrolladas para
conseguir la disminucion de la aparicion de interferencias de todo tipo pero fue con la creacion
de la técnica de ICP-QQQ cuando se consiguido minimizar con efectividad estas interferencias y se
descubrié que las posibilidades de la técnica eran todavia mayores. En el ICP-QQQ, el cuadrupolo
tradicional esta precedido por una celda de colisién/reaccion (CRC), la cual ayuda a reducir
significativamente las interferencias tanto poliatomicas como espectrales usando un gas que
puede ralentizar los iones poliatomicos o que reacciona con el ion del analito para cambiar su
masa y que asi no tenga la misma que otros iones en la muestra. El primer cuadrupolo, situado
justo antes que la CRC se usa simplemente como una guia para los iones, ya que permite que
pasen a la CRC Unicamente los iones con la misma relacion masa/carga (m/z) que el analito. En
caso de usar el primer y el tercer cuadrupolo, se dice que se opera en modo tandem o MS/MS. "

Un parametro importante para el analisis de nanoparticulas individuales es el tiempo muerto,
que es el periodo durante el cual el instrumento de analisis acumula la sefal. Si el tiempo
muerto es demasiado largo, la sefal de fondo sera mayor que la 6ptima, y si es demasiado corto,
la sefial no se medira con fiabilidad."”
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3.2. Procedimiento.

En el desarrollo de este proyecto se utilizaron los sistemas ICP-
QQQ Agilent 8900 (Figura 2) e ICP-MS Agilent 7900 (Figura 3).
Los parametros mas relevantes que se establecieron para el
trabajo con cada uno de los instrumentos se detallan en las

tablas | y Il.

La solucién de calibracién consistia en una mezcla
comercializada por la marca Agilent, ya preparada y especifica

para la calibracion de equipos de la propia empresa.

Se hizo uso de una solucion stock de Au como material de
referencia para el equipo con el que se trabajo en la medicion
del tamano de particula. El tamafo de las particulas de Au de
esta disolucion era de 50 nm y la concentracion era de 1000

ppm.

Para la preparacion de las soluciones patron de Ti se utilizo

una solucion stock comprada con una concentracion de 1000

ppm.

» Figura 4

Figura 3

El agua utilizada en todo momento era ultrapura y obtenida con un sistema de
purificacion Milli-Q. En ciertos casos se afiadio HNOs a este agua.

Los chicles Stimorol (Figura 4) analizados se compraron en abril de 2018 en un
supermercado comun de Gante.

Tabla I: Parametros del instrumento de ICP-QQQ usados para este analisis

Parametro Valor

Instrumento

Nebulizador

Camara de nebulizacion
Antorcha e inyector
Potencia

Gas de plasma

Gas auxiliar

Gas nebulizador

Velocidad de toma de muestra
Discriminacion por energia
Tiempo muerto

Tiempo de muestreo

ICP-QQQ Agilent 8900

Concéntrico
De doble paso (tipo Scott)
Antorcha de cuarzo e inyector de cuarzo de 1,5 mm de diametro
1600 W
Ar; 18 L/min
Ar; 1,15 L/min
Ar; 0,097 L/min
0,5 mL/min
-8,0V
100 ps
60 ps
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Tabla Il: Parametros del instrumento de ICP-MS usados para este andlisis

Instrumento ICP-MS Agilent 7900

Nebulizador Concéntrico

Camara de nebulizacion De doble paso (tipo Scott)

Antorcha e inyector Antorcha de cuarzo e inyector de cuarzo de 1,5 mm de diametro
Potencia 1600 W

Gas de plasma Ar; 18 L/min

Gas auxiliar Ar; 1,10 L/min

Gas nebulizador Ar; 0,10 L/min

Velocidad de toma de muestra 0,5 mL/min

Tiempo muerto 100 ps

3.2.1. Puesta a punto.

Se probd el equipo de ICP-MS utilizando una solucién de calibracion que contenia Li, Mg, Y, Ce y
TL. ELLi, el Y y el Tl se usan para tener una relacion masa/carga (m/z) baja, una intermedia y
una alta y de esta manera obtener un rango amplio en el que va a medir posteriormente el
equipo y dentro del cual se va a encontrar la relacion m/z del analito que se va a estudiar. El Mg
es utilizado para que el sistema tenga en cuenta las dobles cargas y asi monitorizarlo. Por
alitmo, el Ce ayuda a evitar en cierta medida las interferencias poliatdmicas, ya que este
elemento forma facilmente oxidos y de esta manera se monitoriza el equipo.

3.2.2. Curva de calibracion.

Lo primero que se hizo fue preparar cinco soluciones patron de Ti a partir de la solucion stock de
1000 ppm y diluyendo con agua ultrapura con 1% de HNOs. Estas soluciones patron tenian
concentraciones de 0 ppb, 0,5 ppb, 1 ppb, 2,5 ppb, 5 ppb y 10 ppb.

A continuacion se realizaron las medidas en el equipo de ICP-QQQ para obtener la curva de
calibracion para la cuantificacion total de Ti. Se usé una disolucion de agua ultrapura con una
concentracion 0,42 M de HNOs para limpiar el equipo entre una medida y otra.

3.2.3. Preparacion de la muestra.

La técnica de ICP-MS es especifica para la medicion de ultratrazas y es por esto que la dilucién
de las muestras es muy importante, ya que si la concentracion es demasiado elevada el equipo
puede estropearse, sin olvidar que los resultados no seran optimos tanto si la dilucion es
excesiva como si es insuficiente.

Debido a que las muestras con las que se trabajo eran chicles cuyas capas externas se disolvian
con gran eficacia al afadir agua, no hizo falta realizar una digestion acida, sino que basté con
esta adicion de 40 mL de agua ultrapura a cada una de los tres dulces elegidos aleatoriamente
que fueron sujeto del estudio.

Seguidamente, los tres tubos con los chicles en agua se llevaron a un bano de ultrasonidos
durante 25 min para disolver ain mas las extracciones.
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Por una parte, para la preparacion de las muestras de las cuales se iba a obtener la
cuantificacion total del Ti presente en los chicles, el factor de dilucion utilizado fue 104,

Por la otra parte, para la preparacion de las muestras cuya medicion proporcionaria la
informacion necesaria para la caracterizacion y cuantificacion de las nanoparticulas de TiOy,
inmediatamente después del bano de ultrasonidos se diluyé una muestra representativa de cada
uno de los tres casos con un factor de dilucion de 5:10%, ya que se habian hecho pruebas previas
en las que se observo que con factores de hasta 10° el resultado en la grafica de cuentas por
segundo (CPS) frente al tiempo no proporcionaba practicamente sefal, por lo que la dilucion era
excesiva, mientras que con un factor de dilucién de 10° las sefales se solapaban, lo que queria
decir que la concentracion era demasiado grande.

3.2.4. Medida de la muestra para la cuantificacion total de Ti.

Se utilizo el sistema de ICP-QQQ en modo MS/MS, ya que de esta manera las interferencias que
pueden afectar al analisis de algunos de los isotopos de Ti son minimizadas con gran eficacia.

El modo de trabajo empleado para la celda de colision/reaccion fue el modo mass-shift para que
el amoniaco, que fue el gas de reaccidén que se selecciond, con el Ti* diera lugar a Ti(NH3)e",
cuya masa de 150 g/mol seria objeto de la medicion y asi las interferencias presentes con el
primer analito fueran evitadas. El flujo volumétrico del gas de reaccién establecido era de 2 mL/
min. Se dejo un tiempo de estabilizacidén para el gas de reaccién antes de comenzar con las
medidas.

El rango de relaciones m/z que se establecié para el primer cuadrupolo comprendia los valores
46-50, mientras que para el segundo cuadrupolo los valores iban desde 148 hasta 152, siendo
respectivamente los valores de las masas de Ti* y de Ti(NH3)e¢* teniendo en cuenta todos los
isotopos.

Los parametros que se establecieron en el sistema con el que se trabajé para la cuantificacion
del Ti se presentan en la Tabla I.

3.2.5. Medida del compuesto de referencia.

La eficiencia del transporte de iones del equipo de ICP-MS se obtiene observando la distribucién
del tamano de particula de un metal de referencia con un tamano de particula conocido. En el
caso de esta técnica analitica suele usarse el oro. Ademas, al hacer este analisis también se

Se prepararon tres disoluciones de Au de concentraciones O ppb, 0,5 ppb y 1 ppb a partir de la
solucion stock de 1000 ppm.

Se obtuvo la calibracion midiendo las muestras con el ICP-MS Agilent 7900 usando tiempo de
integracion de 1 s y un tiempo muerto de 100 ps. A partir de los resultados se representd una
curva de calibracion para el Au.

3.2.6. Medida de la muestra para el analisis de las nanoparticulas de TiO,.

Usando el instrumento de ICP-MS Agilent 7900 en modo TRA (Time Resolved Analysis) se
analizaron las tres muestras previamente preparadas para obtener el tamafo medio de particula
y la concentracién de nanoparticulas en masa. De esta manera se conseguia aplicar el modo de
particulas individuales (SP-ICP-MS) para realizar el analisis adecuado obteniendo una sefal por
cada nanoparticula de TiO2 que pasa por el detector.
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Los parametros del ICP-MS con los que se trabajo para obtener la informacion de las
nanoparticulas de TiO; se pueden observar en la Tabla Il.
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3.3. Discusion de resultados.
3.3.1. Preparacion de la muestra.

En las siguientes imagenes se puede observar la evolucion desde la extraccion del chicle con
agua ultrapura (Figura 5) pasando por el bano de ultrasonidos para conseguir que el chicle se
disolviera en el agua eficazmente (Figura 6) y terminando con la muestra habiendo aplicado el

correspondiente factor de dilucion (Figura 7).

Figura 5 Figura 6 Figura 7

3.3.2. Cuantificacion total de Ti.

En la curva de calibracion (Figura 8) que se obtuvo al analizar las soluciones patrén de Ti solo se
representaron los resultado para los isdtopos 4/Ti y “Ti debido a que, en los resultados del
analisis de las muestras, se averigu6 que habia interferencias afectando a las medidas, sobre
todo al isotopo mas abundante, el ¥Ti, aunque también eran notables en el “Ti y 3°Ti,

Esto no supuso un gran problema ya que con las medidas del 4Ti y #Ti (Tabla Ill) fue suficiente
para obtener la informacion deseada.

Tabla Ill: Datos obtenidos para la cuantificacion de Ti

Concentracion
0 0,5 1 2,5 5 10
47T (PpPb)

Intensidad (CPS) Gy 11464,997 19297,95 42439,439 81337,427  158573,617

Concentracion 0 0,5 1 2,5 5 10
49T ppb

Intensidad (CPS) L IYAL) 6553,179 12342,6 29389,527 58241,047  115060,191

Calibration Curves Ti47/Ti49

y=15512x+3592,2 ¢
R2=1 ..

Intensities (CPS)

R?=1

8

Concentrations (ug/L)

Figura 8
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En la tabla IV se plasman los resultados (intensidades) obtenidos en el analisis de las muestras,
asi como la informacion obtenida a partir de ellos (concentraciones, limite de deteccién y limite
de cuantificacion).

| media |C muestra|C chicle LOD LO
112161,18 124300,998 106902,159 114454,779 7,147 1,33 0,13 0,02 0,08
82524,385 84879,141 76425,194 81276,24 7,035 1,31 0,13 0,007 0,02

El valor de la concentracion de Ti en el chicle obtenido con uno de los isotopos no es
significativamente distinto al otro, con lo que se puede confirmar que el resultado es valido y
que, como se menciond anteriormente, estos dos isotopos no fueron afectados por
interferencias.

3.3.3. Analisis de las nanoparticulas de TiO,.

En primer lugar se analizo el compuesto de referencia (Au), a partir del cual se obtuvieron la
calibracion ionica (Figuras 9 y 10) y la distribucion del tamano de particula (Figura 11).
También se pudo diseiar la curva de calibracion (Figura 12) con los valores de intensidad para
cada concentracion analizada, los cuales figuran en la tabla V.

%1034 *x105

CPS
CPS

Sl
] ] 200 400

200 400

Time (sec)

Time (sec)

Figura 9 Figura 10

100 " y = 42023x + 783,79
M R? = 0,996p

8
Intensity (CPS)

Normalzed Frequency

~

I S L e = 0 0,25 0,5
30 40 50 60 70 80 90
Concentration

Particle Size (nm)

Figura 11 Figura 12

Tabla V: Datos obtenidos para el compuesto de referencia
- Concentracion (ppb) 0 0,5 1

| Intensidad (CPS) | 66,9 23229,024 42089,8
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A continuacion, se realizaron los analisis de las muestras para la obtencion de la representacion

de las senales de las nanoparticulas individuales de TiO; (Figura 13) y la distribucion del tamano
de particulas (Figura 14).

x107 |

TP
Normalzed Frequency

0 bl

200 400

Time (sec)

200

Figura 13

Particle Size (nm)

Figura 14

La tabla VI muestra los datos obtenidos con el método utilizado para la caracterizacion y la
cuantificacion de las nanoparticulas de TiOz.

Tabla VI: Datos obtenidos acerca de las nanoparticulas de TiO, mediante SP-ICP-MS

Tamafo medio de particula (nm) 170
LOD tedrico (nm) 17
Rango real de valores (nm) 42-300
NUmero de particulas en muestra 2073
NUmero de particulas en chicle 3,9-10""
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3.4. Conclusiones.

En este proyecto se desarrollo un método de ICP-MS para la cuantificacion total de Ti y la
subsecuente caracterizacion de nanoparticulas de TiO; en golosinas.

Usando esta técnica se cuantifico una cantidad significativa de Ti (0,13% m/m) en un tipo de
chicle de la marca Stimorol, disponible en el comercio. Para ello, el método se baso en el uso de
los is6topos menos interferidos (#/Ti y #°Ti) y en el uso de la calibracion externa (LOD < 0.02 pg/
L). La cuantificacion del Ti en los chicles analizados puede ser un indicador de que otros
alimentos también contengan Ti o diferentes elementos y nanoparticulas que no son deseables
para el consumo y cuyos efectos todavia requieren investigacion.

Se demostro que el uso del ICP-MS operando en modo de particulas individuales (tiempo muerto:
100 ps) era adecuado para la caracterizacion de la fraccion de nanoparticulas. Se obtuvo una
distribucion de tamano de las nanoparticulas de TiO; ancha, con diametros de particula
(asumiendo que éstas tienen forma esférica) comprendidos entre 42 y 300 nm, con un tamano
medio de particula de 170 nm.

Aunque pueden ser aconsejables algunas mejoras para el método desarrollado con respecto a la
caracterizacion de nanoparticulas mas pequefas, las cuales se asocian generalmente con una
toxicidad mas alta, el método SP-ICP-MS puede ser recomendable para el estudio de
nanoparticulas en diferentes campos, como la salud alimenticia.
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ANEXO |: CARACTERIZACION ESPECTROSCOPICA Y CROMATOGRAFIA EN CAPA FINA

Los espectros de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) de protdon se obtuvieron con un
espectrometro Phobos 300 MHz ('H, 300.132 MHz).

Los disolventes deuterados (DMSO, CDCl3, D,0) se adquirieron comercialmente y se almacenaron
de forma adecuada.

Los desplazamientos quimicos se midieron en ppm y se redonde¢ a la centésima.
Las CCF se realizaron en placas especificas de vidrio con gel de silice 60G.

A continuacion se muestran tanto los espectros de RMN, indicando el disolvente deuterado que
se usO en cada caso para realizar el analisis, como las representaciones de las CCF dibujadas
inmediatamente después de la obtencion de cada una de ellas, especificando entre paréntesis el
eluyente utilizado en cada caso.

Esquema 17:

CCF (eluyente DMSO/MeOH 10:1)
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1H-RMN (300 MHz, DMSO)

NAME kaun_gt
R e 4
TVCH Amination w HOSA
ctural analysisunit  proton_icon DMSO {D:\vd\sp\jw300} jwkaun 8

Esquema 18:

CCF (eluyente EtOAc/PE 1:2)
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1H-RMN (300 MHz, CDCls)

NAME kaun_gt
EXPNO 3

Cyclohexylamine?
proton_icon CDC13 {D:\vd\sp\jw300} jwkaun 31

Esquemas 19 y 20:
CCF (eluyente Et;0)
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Esquema 21:

CCF (eluyente EtOAc)

1H-RMN (300 MHz, DMSO)

NAME kaun_gt
EXPNO 5

Triol of TVCH

proton_icon DMSO {D:\vd\sp\jw300} jwkaun 18
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Esquema 22:

CCF (eluyente EtOAc)

1H-RMN (300 MHz, CDCls)

NAME

EXPNO
|_,\_V_/ﬂ E’z TriPhthalim|
ctural analysis unit proton_icon

.

n_gt
7
de

CDC13 {D:\vd\sp\jw300} jwkaun 22

Sy

T T
10 9
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Esquema 23:

CCF (eluyente EtOAc)

Liquido
1H-RMN (300 MHz, DMSO)

NAME kaun_gt
EXPNO 10
IM @ Gabriel Synthesis Liquid Part
cturalanalyslsumt proton_icon DMSO {D:\vd\sp\jw300} jwkaun 3

bl

T T T T T T T T T T
9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
o ~ wn o -
— © o I <
= o < " «
el — <I"

36



Precipitado

1H-RMN (300 MHz, D,0)

NAME kaun_gt ~
EXPNO 9

I\ Gabriel Synthesis White ppt
ctural analysisunit  proton_icon D20 {D:\vd\sp\jw300} jwkaun 2

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm

Extraccion acida

1H-RMN (300 MHz, CDCls)

NAME kaun_gt
EXPNO 13

Triamine?
ctural analysisunit  proton_icon CDC13 {D:\vd\sp\jw300} jwkaun 46

10 9 8 7 6 5 4 3 2 1 0 ppm
O e S iy o J
© ~ N ™~
™ [ee] N w
< w o { N -
— ™ w
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